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Resumen

En la actividad minera, la insolubilidad de los minerales que acompafian a los metales
preciosos complica significativamente la recuperacién de éstos, debido a la caracteristica
refractaria de estos. En el presente estudio se evalué la eficiencia de la incorporaciéon de
magnetita como inductor en la biooxidacion de minerales sulfurados empleando
Acidithiobacillus ferrooxidans en reactores de tanque agitado. El sistema de biooxidacién
const6 de tanques agitados con condiciones de operacion establecidas de 400 rpm, 30°C,
3.5 cm de altura de rotor y densidad de pulpa (10% p/v). Para dar seguimiento a la cinética
de biooxidacién se determin6 consumo de ion ferroso, produccion de ion férrico (ll, lll y total),
conteo celular, pH, Eh y porcentaje de oxidacion. Los ensayos de biooxidacién con adicion
de magnetita al 1, 2 y 5% p/v presentaron una mayor eficiencia respecto al ensayo control sin
magnetita de 96.68%, 97%, 97.95% y 91% de porcentaje de oxidacion de Fe?*
respectivamente. Realizados los ensayos se concluye que la incorporacién del inductor al
sistema afecta positivamente en la solubilizacion del mineral para su posterior tratamiento.

Palabras clave: biooxidacion, mineral refractario, Acidithiobacillus ferrooxidans,

magnetita.



Abstract

In mining activity, the insolubility of the minerals that accompany precious metals
significantly complicates their recovery, due to their refractory characteristic. In the present
study, the efficiency of incorporating magnetite as an inducer in the bio-oxidation of sulfide
minerals using Acidithiobacillus ferrooxidans in stirred tank reactors was evaluated. The bio-
oxidation system consists of agitated tanks with established operating conditions of 400 rpm,
30°C, 3.5 cm rotor height and pulp density (10% w/v). To monitor bio-oxidation kinetics, ferrous
ion consumption, ferric ion production (ll, 1ll and total), cell count, pH, Eh and oxidation
percentage were determined. The bio-oxidation tests with the addition of magnetite at 1, 2 and
5% w/v showed a greater efficiency compared to the control test without magnetite of 96.68%,
97%, 97.95% and 91% percentage of Fe?* oxidation respectively. Once the tests have been
carried out, it is concluded that the incorporation of the inductor to the system positively affects

the solubilization of the mineral for its subsequent treatment.

Keywords: biooxidation, refractory mineral, Acidithiobacillus ferrooxidans, magnetite.



Introduccion

Desde hace miles de afios los metales son indispensables para el sustento de las
sociedades humanas, sus propiedades hacen que estos sean elementos Unicos en el
desarrollo de civilizaciones (Bernardelli et al., 2017). Los minerales son compuesto formados
de manera natural principalmente por tres procesos: magmatico, cuando estos se solidifican
del magma, metamorfico, producido en las rocas bajo el efecto de la temperatura y presion,
finalmente por sedimentacion, provenientes de la alteracion quimica y mecénica de las rocas
ya existentes (Universidad autbnoma de Ciudad de Juérez, 2016). Los minerales se pueden
clasificar por su composicion quimica y estructura interna, diferenciadas por sus propiedades
fisicas. La técnica de aplicacion para la extraccion de minerales es la mineria, la misma que
abarca gran cantidad de métodos que son comunmente usados por las industrias mineras
para obtener un material de interés al mismo que se denomina mena (Universidad autbnoma
de Ciudad de Juérez, 2016).

En la industria minera es comin emplear Gnicamente técnicas tradicionales para la
extraccién de minerales, sin embargo, al presentarse nuevas necesidades de desarrollo tanto
economico como medio ambientales se considera la biomineria como una alternativa
interesante en la recuperacion de metales de manera eficiente y economica. La biomineria
(biooxidacién y biolixiviacién) emplea microorganismos para extraer metales (solubilizar) de
interés econdmico, ademas de limpiar contaminantes de minerales (Calam, 2021). Asi
mismo, disminuye la produccion de gases y polvo, no se requiere una gran inversion y lo
principal permite el tratamiento de minas con baja concentracion de metales (Calvo, 2014).

La biooxidacion es una alternativa para el aprovechamiento de minerales con la
presencia de metales tales como: oro, plata, entre otros, especialmente para los minerales
que requieren de condiciones drasticas en su procesamiento y que usualmente son
fraccionados por pirometalurgia. Sin embargo, la biooxidacion es una alternativa limpia que
permite obtener un resultado similar al de este proceso tradicional (Garcia & Vazquez, 2014).
Se considera la biooxidacibn como un pretratamiento que se realiza a los metales que estan

encapsulados en el mineral como es el caso de la pirita, los microorganismos solubilizan la



pirita para la liberacién de la mena (Saavedra & Cortdn, 2014). Siendo la pirita (FeS;) algunos
de los principales componentes en los residuos mineros, debido a que cominmente esta
asociada a las menas de metales base y metales preciosos (Saavedra & Cortén, 2014).

Uno de los microorganismos mas eficientes mencionados para este proceso es el
Acidithiobacillus ferrooxidans, el mismo que oxida el hierro de la pirita iones hidrégeno que
conduce a una disminucion de pH haciendo que se incremente el sulfuro que es el nutriente
del microorganismo, pero simultineamente se genera el ion férrico. La biolixiviacién se ve
obstaculizada por su lenta cinética de reaccién como, por ejemplo, la duracién de la lixiviacion
suele ser de 4 a 6 meses para los minerales de cobre de baja ley y de 1 a 3 afios para los
sulfuros de cobre secundarios. La cinética de reaccién se explora ampliamente en funcién del
tiempo con respecto al crecimiento microbiano y las propiedades fisicoquimicas de los
minerales (Zhong et al., 2023).

En la presente investigaciébn se pretende usar magnetita como inductor de la
biooxidacion de sulfuros polimetélicos, asi mismo, determinar la cinética de biooxidacién de
la pirita en un reactor de tanque agitado usando Acidithiobacillus ferrooxidans y magnetita
como inductor en diferentes concentraciones para luego evaluar la eficiencia de estos
sistemas de biooxidacion. De este modo se genera una alternativa sustentable que

contrarreste el impacto ambiental que implican los procesos de mineria tradicionales.



Capitulo uno
Marco teorico
1.1 Biomineria

Biomineria es el término aplicado a los procesos o tecnologias que emplean sistemas
biol6gicos para facilitar la recuperacion de metales de interés a partir de minerales, utilizando
principalmente microorganismos. Actualmente las biotecnologias empleadas en la industria
minera abarcan biorremediacion, biosorcién, bioacumulacién y biohidrometalurgia. La
biohidrometalurgia se puede clasificar en biooxidacion y biolixiviacion, técnicas que son las
mas empleadas industrialmente en la recuperacion de metales preciosos(Chandra Sekhar et
al., 2012).

El primer proceso biominero se instaurd posteriormente al descubrimiento de la
primera especie de bacteria que se demostré que cataliza la disolucién de pirita y varios
minerales sulfurados. La nueva biotecnologia fue establecida en la década de 1960 por
Kennecott Copper Corporation para la extraccion de cobre de los depésitos de roca estéril en
la mina Bingham Canyon en Utah, Estados Unidos (Johnson, 2014).

Para los procesos de biomineria, existen mdltiples e importantes cantidades de
bacterias y fundamentalmente de arqueas que han sido aisladas y caracterizadas. Se
observan en la tabla 1 algunas de éstas.

Tabla 1

Rango de temperatura y pH 6ptimo de diferentes microorganismos acidéfilos de Fe?*y de azufre

(Schippers, 2007)

Bacterias moderadamente pH T (°C) Archaeas extremadamente pH T
Termofilas termofilas (°C)

Acidimicrobium ferrooxidans? 2 45-50 Acidianus brierleyi® 1.5-2 70

Acidithiobacillus caldus? 2-2.5 45 Acidianus infernus® 2 90

Caldibacillus ferrivorus?® 1.8 45 Metallosphaera kakonensis® 3 70




Sufobacillus acidofilus® 2 45-50 Metallolsphaera prunae®  2-3 75

Sufobacillus sibericus® 2.2-25 55 Metallosphaera sedula®  2-3 75

Sufobacillus thermosulfooxidans® 2 45-48 Sulfolobus metallicus® 2-3 65

Sufobacillus thermotolerans® 2 40 Sulfulobus yanmisgensis® 2-2.6 80

Archaeas moderadamente pH T (°C) Sulfuroccocus mirabilis® 2-2.6  75-80
Termoéfilas
Ferroplasma acidarmanus* 1.2 42 Sulfuroccocus
ic5
yellostonensis 226 60

Nota: 1-Actinobacterias, 2-Proteobacteria, 3-Firmicutes, 4-Euryarchaeota, 5-Crenarchaeota.

1.1.2 Antecedentes mineros en laregién sur del Ecuador

El proyecto minero Cobre Mirador, situado en la parroquia Tundayme del cantén El
Pangui en la provincia de Zamora Chinchipe es uno o el mayor proyecto minero a nivel
nacional, es una colaboracién entre el Estado Ecuatoriano-China operado por EcuaCorriente
S.A. de propiedad de las compafiias estatales chinas Tongling Non-ferrous Metals Group y
China Railway Construction Corporation Limited (InfoECSA, 2021).

La mina de cobre Mirador posee 860 millones de toneladas de recursos, con una ley
de Cu de 0.525%. El contenido metélico de cobre es de 4516 millones de toneladas. La mina
Mirador Norte contiene una cantidad de recursos inmensa, alrededor de 596 millones de
toneladas segun el estudio geoldgico, una ley de Cu de 0.44% con un contenido metdlico de
cobre de 2'624600 toneladas. La mina Mirador cuenta con una produccion de material
concentrado de cobre de 354000 toneladas/afio y 96000 toneladas de Cu metalico

(InfoECSA, 2021).

1.2 Biolixiviaciéon y biooxidacién
La biolixiviacion es el proceso mediante el cual se cataliza la solubilizacion de metales

presentes en minerales utilizando microorganismos los cuales utilizan hierro y azufre como



fuente de energia (Aguirre Chamba, 2015). Esta técnica de extraccion brinda alternativas
ventajosas diferentes a los procesos tradicionales; ventajas como el tratamiento de minerales
sulfurados de baja ley, aqui, la biolixiviacion sera mas rentable, a la vez que genera un menor
impacto ambiental. La biolixiviacion se aplica a escala industrial (microorganismos presentes
en el mineral de las pilas de lixiviacion) en la recuperacion de cobre (Breed & Hansford, 1999).

Por otro lado, la biooxidacion es una variante al proceso de biolixiviacion. Esta técnica
no solubiliza el metal de interés, simplemente aumenta su exposicién de las especies
sulfuradas que lo cubren. Se utiliza como proceso de pretratamiento de minerales refractarios
de oro para desprenderlo de los sulfuros y arsenosulfuros que suelen acompafiarlo
naturalmente, de esta forma, el metal es expuesto para ser lixiviado de manera mas eficiente
durante el posterior tratamiento con cianuro(Fleming, 1992; Iglesias & Carranza, 1994).

1.4 Sulfuros polimetalicos

Los minerales constituidos por Cu-Fe-S, Zn-S, Fe-S, entre otros (pirita, calcopirita,
blenda, arsenopirita, etc.) generalmente acompafian a las menas de metales preciosos (Au,
Cu, Ag, Ti, Ni), poseen propiedades refractarias, las cuales los vuelven dificiles de disolver
en soluciones acuosas. Para disolverse a velocidades relativamente rapidas necesitan un
agente oxidante, generalmente iones férricos, que se acoplan a las soluciones de lixiviacion
(Rawlings et al., 2003).

La biohidrometalurgia se ve obstaculizada por la baja solubilizacion de los minerales
sulfurados que puede deberse a varios factores, uno de ellos el fenémeno de pasivacién de
minerales. Frente a la pasivacion de minerales sulfurados se emplean bacterias oxidantes de
azufre y hierro que aceleran la oxidacion de estos elementos (Saavedra et al., 2018a).

1.4.1 Interacciones galvanicas de sulfuros polimetédlicos (calcopirita, pirita,
arsenopirita, etc.) y magnetita

Otra estrategia frente a la pasivacion de minerales para mejorar la disolucién de
sulfuros es la implementaciéon de las interacciones galvanicas, este proceso se da por el
contacto entre dos minerales. Durante la interaccion galvanica, el mineral con el mas alto

potencial eléctrico actia como catodo y no permite su solubilizacién, lo contrario sucede con



el mineral de menor potencial eléctrico, el cual se oxida. El agrupamiento magnetita-
calcopirita ha sido reportado en varias formaciones geoldgicas, sin embargo, su interaccion
galvanica aun no ha sido reportada (Saavedra et al., 2018a).
1.5 Microbiologia de la biooxidacion
1.5.1 Acidithiobacillus ferrooxidans

Es un microorganismo que se caracteriza por crecer quimiolitotroficamente en
ambientes &cidos con pH de 1.5 a 2, presentando una alta concentracion de iones metalicos,
estos microorganismos son capaces de emplear el ion ferroso o los compuestos sulfurados
como fuente de energia, es decir son autétrofos (Watling, 2006). A. ferrooxidans es una
bacteria perteneciente al género Acidithiobacillus, posee forma de bacilo, de tipo gran
negativo, mesofilas y estrictamente aerobio. Autores reportan la capacidad de
Acidithiobacillus ferrooxidans en la oxidacion de minerales sulfurados (pirita, calcopirita,
arsenopirita y pirrotita). Como se mencion6 anteriormente, este microorganismo obtiene su
energia a partir de la oxidacién de compuestos inorganicos, tales como Fe?*, S2, S° S,0572.
Como fuente de carbono emplea Unicamente el carbono proveniente de la fijacién de CO-
disuelto en el medio acido (Diaz Banegas & Aguirre Chamba, 2012).
1.5.2 Fijacién de pardmetros en el proceso de biooxidacion

Temperatura. A. ferrooxidans es un organismo netamente mesofilo, motivo por el cual
establecer un rango 6ptimo de temperatura para desarrollar al maximo su capacidad de lixiviar
sulfuros es del rango entre 25 °C y 30 °C.

pH. El pH 6ptimo para que A. ferrooxidans pueda desarrollar sus actividades se ubica
entre 1.5 a 2. Valores superiores conducen a la formacion y precipitacion de jarosita. Si los
minerales presentes poseen consumidores de acido el pH puede variar debido a éstos.
Si el pH es inferior a 1.5 existira un efecto de desaceleracién sobre el metabolismo de los
microorganismos.

Concentracion deinoculo. Es la cantidad de bacterias presentes en un determinado

volumen gue intervienen en el proceso de biooxidacién, la cantidad de bacterias del medio



puro deberan ser adaptadas al medio mineral para ser utilizadas en la inoculacion en el
proceso de biooxidacion.

Inductor. Generalmente se utiliza sulfato ferroso heptahidratado como inductor de
Fe2* en el proceso de oxidacion biolégica. En este estudio se plantea utilizar magnetita (
Fe2*Fe®*,04) como inductor en diferentes concentraciones, la cantidad de Fe?* estara dada
por la concentracibn de magnetita en los ensayos, esta relacionada con un mecanismo
indirecto, induciendo a la reaccion de ion ferroso a ion férrico, produciendo asi la biooxidacion

Nutrientes. Al ser un organismo autotrofo, A. ferrooxidans no requiere de nutrientes
organicos, su fuente de energia proviene de la oxidaciébn de compuestos inorganicos del
mineral presente, tales como Fe?*, S2, S°.S,052. Su fuente de carbono la consume del CO,
del medio &cido en el que se encuentra.

1.6 Biooxidacidn en reactores de tanque agitado

La biooxidacién de concentrados de oro refractario es la tecnologia empleada para el
tratamiento de estos minerales; en reactores de tanque agitado especificamente, en el
laboratorio son los mas empleados, industrialmente presentan una alta acogida también
debido a sus multiples ventajas tales como: un sencillo y eficiente control en las variables del
proceso, reduccidon en tiempos de operacion a diferencia de la lixiviacibn en pilas y
escombreras. En la practica se ha demostrado que se obtiene hasta un 90% de oro
removiendo entre un 40% a 50% del contenido de sulfuros (Arroyave et al., 2009).

La oxidacion bioldgica en este tipo de reactores aumenta significativamente en
términos de eficiencia y velocidad del bioproceso, debido a la minimizacién de gradientes en
la composicién, pH, Eh y temperatura. Evita acumulaciones de sélido gracias a su sistema de
aireacion y agitacion que brinda este reactor, lo cual deriva en una Optima operacion en la

transferencia de masa y calor (Jaramillo & Aguirre, 2014)
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Capitulo dos

Metodologia

2.1 Cultivo de microorganismo y medio

La bacteria, A. ferrooxidans se cultivd con 50 mL de medio Kim modificado constituido
por distintas sales entre las cuales tenemos: 0.005 g/L de MgSO,-7H,0, 0.004 g/L de KClI,
0.0012 de CaCL. y 0.15 g/L de (NH4);HPO4 (Kim et al., 2002), se suplementé como fuente
energética Fe,S04-7H,0 y se ajusto el pH con H,SO4 concentrado a 1.8. Los cultivos de A.
ferrooxidans se conservaron a temperatura aproximada de 25°C - 30°C bajo condiciones
aerdbicas y en constante agitacion.

El enriguecimiento se realiz6 sacando 5 mL del cultivo de A. ferrooxidans, y se inocul6
en un matraz de 250 mL, en estos se colocé ademas 1 mL de medio 9K concentrado 50
veces, 8 mL de Fe»S0O4-7H,0 1M y 36 mL de agua acidificada con H>.SO4 a pH 1.8, una vez
listos, se mantuvieron a temperatura y agitacion constante (agitador orbital) de 30°C y 150
rpm respectivamente.
2.2 Preparacion del mineral

La preparacion del mineral consistid en obtener un tamafio de particula éptimo, se
realizo la respectiva granulometria obteniendo un Dgo pasante de la malla 120 de la serie de
tamices ASTM E11. Seguidamente se realizé la acidificacién y posterior esterilizacion. El
proceso de acidificacion consistié en pesar 2 kg de mineral sulfurado, del cual se tomé una
pequefia alicuota para realizar una caracterizacion mediante andlisis por difraccion de rayos
Xy fluorescencia de rayos X (DRX y FRX respectivamente). El mineral se coloc6 en un
recipiente con agitacién constante y se agregé H.SO. al 95% hasta obtener un pH de 2.
Posteriormente el mineral fue secado y esterilizado en la estufa a 105 °C por 24 horas.
2.3 Montaje de los reactores de tanque agitado

El proceso de biooxidacion se llevé a cabo en un sistema Bach en reactores de tanque
agitado, los biorreactores poseen un sistema de aireacion, el mismo que consiste en la

existencia deflectores en las paredes del tanque enlazado a un flujometro y esta a su vez
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conectado a un sistema de comprension. Seguidamente, se establecieron los pardmetros
operacionales de los biorreactores a un flujo constante de aire de 3 vvm, la temperatura de
25°C - 30°C, una agitacion de 400 rpm y una altura de rotor de 3.5 cm.

2.4 Biooxidacion en tanque agitado (control)

Los ensayos de biooxidacién se realizaron a escala de laboratorio, para esto se
emple6 300 mL de cultivo de bacterias A. ferrooxidans en su fase de crecimiento exponencial
méaximo. El cultivo fue inoculado a los reactores de 3 L de capacidad junto con un 10% (p/v)
de mineral, ademas se coloc6 el medio Kim modificado y ajustado a pH 2. El volumen de
trabajo fue de 333 mL del volumen total del reactor (1000 mL). Los pardmetros operacionales
fueron de 3 vwm de flujo de aire, 400 rpm de agitacion, 30°C y 3.5 cm de altura de rotor. El
ensayo de biooxidacion finalizé cuando todo el ion ferroso (Fe?*) se oxid6 a Fe®*. Durante el
proceso se determiné consumo de Fe?* y Fe total, crecimiento bacteriano usando conteo en
camara de Neubauer de 0,02 mm de profundidad, potencial hidrégeno (pH) y potencial rédox
(Eh).

2.5 Biooxidacién en taque agitado (con magnetita en diferentes concentraciones)

Los ensayos de biooxidacion incorporando magnetita se realizaron de la misma forma
gue los ensayos control (sin magnetita). Para estos experimentos se agregé el inductor
(Fe**Fe**20) en diferentes concentraciones, realizando los ensayos por triplicado, con
duplicado analitico para cada concentracion empleada. Las concentraciones utilizadas fueron
de 1%, 2% y 5% (p/v).

2.6 Determinaciones Analiticas

Para los andlisis fisicos y quimicos mencionados se realizaron las siguientes
determinaciones analiticas.

2.6.1 Determinacion de ion ferroso y de hierro total

La determinacién del ion ferroso y el hierro total se realizé mediante espectrofotometria
a 562 nm empleando el método Ferrozine (Muir & Andersen, 1977), la determinacion de ion

hierro férrico se realizé por la diferencia de hierro total y ion ferroso.
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2.6.2 Cuantificacion celular (conteo)

La cuantificacion del nimero de bacterias en cada biorreactor se determind mediante
conteo celular en camara de Neubauer de 0.02 mm de profundidad, agregando 15 uL de
muestra aproximadamente entre la camaray el cubreobjetos. La caAmara posee 25 cuadrantes
con 16 cuadros cada uno. El conteo se realiza en 5 cuadrantes como se muestra en la Figura
1. El primer conteo se lo realiza en el cuadrante superior izquierdo, el segundo en el cuadrante
superior derecho, el tercero en el cuadrante inferior izquierdo, el cuarto conteo en el inferior
derecho y finalmente en el cuadrante central. Realizado el conteo se calcula el promedio de

los 5 cuadrantes y se obtiene el nimero de células.

Figura 1

Recuento celular en camara de Neubauer
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Microcamara de conteo [ : 5. e
Cuadro central 25 (cuadrantes) 1 cuadrante (16 cuadros)
Conteo de 5 cuadrantes

Nota. Adaptado de Metodologia de conteo de células en camara de Neubauer (p. 101), por

Olivera, Morales, Ruiz Cortés, Lopez & Giraldo, 2014, Biogénesis.

2.6.3 Determinacion de pHy Eh
La determinacién de pH y Eh se realizé con un pH metro marca Hanna y el electrodo

respectivo para cada caso.
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Capitulo tres
Resultados y discusion
3.1 Composicion mineraldgica
Se realizé tres andlisis para la caracterizacion del mineral, un analisis DRX, analisis
FRX y un analisis granulométrico.

3.1.1 Anélisis DRX

La composicién mineraldgica del suelo empleado para los ensayos de biooxidacion se
realiz6 mediante andlisis de Difraccién de Rayos X obteniendo la siguiente composicion en
porcentaje: 29.3% de cuarzo, pirita 21.2%; coesita 16.2%; moscovita 16.2%; esfalerita 7.1%;
tetraedrita 6.1% y franklinita con un 4%.

Figura 2

Andlisis DRX del mineral

Analisis DRX
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Nota. Composicion mineralégica del suelo empleado durante la biooxidacién.
3.1.2 Anélisis FRX
Del mismo modo se realiz6 la caracterizacion metalirgica mediante un andlisis FRX.
En la siguiente tabla (Tabla 2) se observa la composicién metallrgica del mineral con su

respectivo volumen expresado en porcentaje (%).
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Tabla 2

Caracterizacién metallrgica del mineral

Elemento Volumen (%)
SiO2 9.85
Al2O3 8.36
S 231
K20 141
CaO 2.735
Fe20s3 17.45
Co304 0.507
P20s 0.905
MnO 1.77
TiO2 0.302
Zn0O 25.98
PbO 2.47
HfO2 0.306

Nota. El Na2O, MgO y Carbono no es analizado por el equipo
de FRX, pero la muestra los puede contener. Los metales son
representados por sus respectivos Oxidos metalicos, a
excepcion del azufre que es un no metal.

3.1.3 Andlisis granulométrico

La granulometria del mineral es importante en la biooxidacion, por eso se definié un

tamafio de particula D80 de la malla 120.
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Figura 3

Analisis granulométrico del mineral

Curva granulomeétrica

120

100

80

60

% Pasante acumulado

40

20

0.00001 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10

Fac malla (mm)

Nota. Analisis granulométrico utilizando la serie de tamices ASTM E11.

3.2 Oxidacion de hierro por A. ferrooxidans
3.2.1 Porcentaje de oxidacion del ion ferroso del control

En la Figura 4 se observa el tiempo (dias) necesario para llevar a cabo la oxidacion
de Fe?* sin inductor. Se observa un aumento exponencial en el porcentaje de oxidacion, estos
valores se corroboran con la fase de crecimiento exponencial de la bacteria A. ferrooxidans.
El valor maximo de oxidacién alcanzado durante este ensayo fue de 92.12% en un periodo
de 14 dias, cabe mencionar que, a partir de este valor, el porcentaje de oxidacion se mantiene

constante indicando que se alcanzé el valor final.
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Figura 4

Porcentaje de oxidacion de Fe?* respecto al tiempo (Control)
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Nota. Porcentaje de oxidacion de hierro por A. ferrooxidans sin adicién de magnetita (control).

Los datos corresponden al valor medio + Desviacién estandar.
3.2.2 Porcentaje de oxidacion incorporando magnetita en diferentes concentraciones
El porcentaje de oxidacion se da mejor cuando la concentracion de magnetita
aumenta, esto se ve reflejado en la Figura 5 , cuando la concentracién de magnetita es de
1% el tiempo en el que se da la oxidacion claramente es mayor con respecto a la biooxidacion

cuando se tiene una concentracién de magnetita del 5%.
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Figura 5

Porcentaje de oxidacién con 1%, 2% y 5% de magnetita
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Nota. Porcentaje de oxidacion de las tres pruebas realizadas con magnetita +

Desviacion estandar.

La oxidacion se ve favorecida principalmente por el aumento de iones Fe?* que aporta
la magnetita, ademas, por la interaccién galvanica entre la magnetita y los minerales
sulfurados, como la pirita. Esta interaccién galvanica ocurre debido a las diferencias en el
potencial eléctrico entre estos minerales. La magnetita actia como un agente oxidante,
mientras que el mineral se comporta como un material mas facilmente oxidable (Saavedra et
al., 2018).

Para tener una mejor compresion de esta diferencia en el porcentaje de oxidacion del
ion ferroso con respecto del tiempo de las distintas concentraciones se emplea la tabla 3, de

la misma que se obtuvieron los datos para graficar la figuras 5.
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Comparacion del porcentaje de oxidacién con relacién al tiempo del ensayo control y diferentes

concentraciones de magnetita

Control 1% Magnetita 2% Magnetita 5% Magnetita
Tiem % de Tiemp % de Tiempo % de Tiempo % de
po oxidacion o oxidacion (dias) oxidacion (dias) oxidacion
(dias) (dias)
0 0.00+0.00 0 0.00 £ 0.00 0 0.00 £ 0.00 0 0.00 £ 0.00
1 25.74+0.15 1 28.11+2.38 1 33.41+0.3 1 33.70+2.53
2 33.48+1.00 2 39.04 +0.09 2 44.28 +0.21 2 46.77 + 1.45
3 38.84+0.94 3 47.37 £0.29 3 48.98 +0.03 3 57.02 +1.08
4 47.40£0.47 4 56.14 + 0.33 4 59.59 + 0.27 4 67.19 + 0.47
5 53.99£0.49 5 65.83+0.12 5 67.58 £ 0.20 5 77.38 +£0.14
6 67.50+0.45 6 75.91 + 1.55 6 75.93 £ 0.70 6 86.03 + 1.23
7 75.97+0.10 7 83.87 £ 0.29 7 83.69 + 2.00 7 89.32 + 0.86
8 79.45+0.20 8 92.18 +0.48 8 89.77 £ 0.16 8 93.92 +2.94
9 84.55+0.55 9 94.94 +0.07 9 95.47 +0.24 9 97.44 +0.03
10 | 87.75+£1.79 10 95.36 + 0.14 10 96.12 + 0.03 10 97.84 + 0.07
11 | 90.06 £0.45 11 95.91 + 0.03 11 97.00 + 0.05 11 97.91 £ 0.13
12 | 91.00+0.00 12 96.68 + 0.10 12 97.00+0.16 12 97.95 + 0.09
13 | 91.87+0.71 13 96.64 + 0.13
14 92.12+0.72

Nota. Porcentaje de oxidacion de las cuatro pruebas realizadas + Desviacién estandar.

La disminucién del tiempo y el incremento de la oxidacién estdn directamente

relacionados con el aumento de la concentracibn de magnetita. A medida que la

concentracién de magnetita aumenta, se observa una disminucion significativa en el tiempo

requerido para que ocurra la oxidaciéon de manera mas eficiente.

Por lo que a una concentracién de 1% el tiempo es de 13 dias y la oxidacién de 96.64%

y en el caso de mayor concentracion de magnetita 5% el valor de la oxidacion se acerca mas

al 100% que en las demas pruebas y se da en un menor tiempo siendo de 12 dias. En cuanto

al ensayo sin magnetita se observa que requiere de 14 dias para alcanzar un porcentaje de
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oxidacion del 92.12%, el cual es evidentemente menor en comparacion a los ensayos
agregando magnetita.

Segun (Saavedra et al., 2018) en el articulo “Understanding galvanic interactions
between chalcopyrite and magnetite in acid medium to improve copper (Bio)Leaching”
menciona que las interacciones galvanicas entre calcopirita y magnetita mejora la disolucién
(oxidacién), dado este caso considerando que en lugar de los metales empleados por el
estudio mencionado en el presente se relaciona la pirita y magnetita, como ambos presentan
azufre y hierro se pondera la misma situacion.

3.3 Cinética de crecimiento de Acidithiobacillus ferrooxidans
3.3.1 Crecimiento celular para el control

En el estudio del crecimiento bacteriano en el control, se observara un crecimiento
exponencial hasta los primeros 7 dias de observacion. Sin embargo, a partir de ese punto, se
produjo un descenso en el nimero de células, lo cual indica que el crecimiento se volvié
irregular. Este cambio en el patron de crecimiento podria estar relacionado con la fase de

muerte celular, con factores de pH y la presencia de sustancias inhibidoras.
Figura 6

Crecimiento celular del control
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Nota. Numero de células segun el porcentaje de las dos muestras de control

realizadas. Los datos corresponden al valor medio + Desviacion estandar.
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3.3.2 Crecimiento celular en pruebas con magnetita

Las pruebas realizadas con diferentes concentraciones de magnetita mostraron un
crecimiento celular més alto en comparacién con el control (apartado 3.2.1). Al observar la
Figura 7, se puede apreciar que la magnetita con una concentracion del 1% presenta un
crecimiento dinamico, lo cual implica que la bacteria tiende a mantenerse activa después de
los doce dias, al contrario de la concentracion mas alta de magnetita (Figura 9), en donde se
contempla un aumento significativo en el nimero de células en un periodo de tiempo mas
corto (12 dias).Se puede observar que al 1% de magnetita se alcanza aproximadamente
2*108 cel/mL, para el 2% de magnetita se alcanza una concentracién celular de 2.5%108 cel/mL
mientras que al 5% de magnetita se alcanz6 una concentracién celular de aproximadamente
3*108 cel/mL

Figura 7

Crecimiento celular con 1% de concentracion de magnetita
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Nota. Crecimiento celular agregando 1% (p/v) de magnetita. Los datos corresponden al valor medio +

Desviacion estandar.
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Figura 8

Crecimiento celular con 2% de concentracion de magnetita
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Nota. Crecimiento celular agregando 2% (p/v) de magnetita. Los datos corresponden al valor medio +

Desviacion estandar.

Figura 9

Crecimiento celular con 5% de concentracion de magnetita
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Nota. Crecimiento celular agregando 5% (p/v) de magnetita. Los datos corresponden al valor medio +

Desviacion estandar.

Como se observa existe un aumento en el nimero de bacterias conforme se aumenta
la concentracion de inductor, en el ensayo con 5% de magnetita se alcanza el valor maximo
de células por mL con un valor de 2.93x1078 cél/mL. El aumento de células esta relacionado

con la concentracién de inductor, una relacién directamente proporcional. Cabe mencionar que



22

esta relacion estd dada segun el tipo de mineral y la composicién mineralégica del mismo
(Ramirez Oscco, n.d.).

Un aumento en el nimero de células conlleva a una mejora en la biooxidacion, pues el
mayor porcentaje de oxidacion y en menor tiempo (dias) se alcanza agregando la mayor
cantidad de inductor (5% p/v).

3.4 Determinacion de Fe®'y hierro total
3.4.1 Concentracion de hierro para el control

Como se ha considerado a lo largo de las pruebas realizadas sefialamos en un inicio
el control, se muestra la concentracion de Fe?*, Fe®* y hierro total dado los 14 dias
representado en la figura 10.

Figura 10
Produccion de Fe 3* control
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Nota. Representacion de la oxidacion de hierro Il con respecto del tiempo. Los datos
corresponden al valor medio + Desviacidn estandar.

La concentracion de hierro se expresa en g/L y se ha observado que la concentracion
de hierro total se mantiene constante a medida que avanza el tiempo, como se muestra en la
Figura 10. Esta constancia en la concentracion se debe a la relacion de equilibrio de oxidacion-

reduccion que existe entre los iones ferrosos y férricos.
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A medida que el ion ferroso se oxida, se produce la formacion del ion férrico. Este
proceso de oxidacién implica una transferencia de electrones, donde el ion ferroso pierde
electrones y se convierte en ion férrico (Boccio et al., 2003). Sin embargo, debido a la existencia
de un equilibrio en el sistema, la concentracion total de hierro se mantiene constante, ya que
la formacion de iones férricos es compensada por la oxidacion de iones ferrosos.

3.4.2 Concentracién de hierro cuando se agrega magnetita

La generacion del ion férrico en estos casos no difiere de lo que sucede con el control,
pero se da una generacion en menor tiempo y esto es correcto considerando la oxidacion
presentada en el apartado 3.2.2, como se muestra en las Figuras 11, 12 y 13 para las distintas
concentraciones de magnetita. Cabe mencionar el aumento de concentracion de hierro total
para los tres ensayos: de 18.10 g/L; 18.65 g/L y 20.03 g/L para las concentraciones de
magnetita agregadas de 1%, 2% y 5% respectivamente.

Figura 11

Produccién de Fe 3* agregando 1% de magnetita
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Nota. Representacion de la oxidacion de hierro Il con respecto del tiempo para el ensayo
con 1% (p/v) de magnetita. Los datos corresponden al valor medio + Desviacion

estandar.
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Figura 12

Produccién de Fe * agregando 2% de magnetita
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Nota. Representacion de la oxidacion de hierro Il con respecto del tiempo para el ensayo con
2% (p/v) de magnetita. Los datos corresponden al valor medio + Desviacidn estandar.
Figura 13

Produccion de Fe 3 agregando 5% de magnetita
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Nota. Representacion de la oxidacion de hierro Il con respecto del tiempo para el ensayo con 5%
(p/v) de magnetita. Los datos corresponden al valor medio + Desviacion estandar.

El incremento en la concentracién total de hierro esta influenciado por la concentracion

del inductor (magnetita) respaldado por el articulo “Optimizaciéon de parametros para la
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biooxidacion de minerales polimetalicos del distrito minero de Portovelo”(Banegas, 2012). A
medida que la concentracion del inductor (magnetita, compuesta por Fe Il y Fe lll) aumenta,
se observa un aumento en la concentracién total de hierro, como se puede apreciar en las
Figuras 11, 12 y 13 correspondientes a cada concentracion. Este fenbmeno puede estar
relacionado con la capacidad de la magnetita para adsorber y retener el hierro presente en el
sistema (Gonzalez, 2016). A medida que aumenta la concentracion del inductor (magnetita),
se incrementa la superficie disponible para la adsorcion del hierro, lo que resulta en un mayor
contenido de hierro total.
3.4.3 Anélisis de pHy potencial redox (Eh)

En la figura 14 se muestra el cambio que tuvo el pH desde el dia cero hasta

considerando el control y las pruebas con distintas concentraciones de magnetita.



Figura 14

Variacion de pH durante la biooxidacion
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Nota. Valores de pH para cada prueba realizada.

En todos los casos, se observa una disminucién del pH, aunque se parte de valores de

pH diferentes. El valor de pH en el grupo de control fue de 1.86, mientras que en el grupo con

una concentracion de magnetita del 5% fue de 2.01 al inicio, presentando una disminucion

progresiva del pH a lo largo del tiempo de 1.56 y 1.51 respectivamente.

El potencial de redox (Figura 15), se muestra para cada una de las pruebas

relacionadas, asi mismo para las distintas concentraciones de magnetita y con el respectivo

control para determinar el cambio con la aplicacién de un inductor.



Figura 15

Variacion de Eh durante la biooxidacién
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Nota. Valores de Eh para las pruebas realizadas de control para comparacion a diferentes

concentracién de inductor.

La oxidacion del Fe?* se encuentra estrechamente relacionada con un incremento en
el potencial redox (Eh). El potencial de redox es una medida de la capacidad de un sistema
para aceptar o donar electrones. En el caso especifico de la oxidacion del Fe?* se produce una
transferencia de electrones, lo cual resulta en un aumento en el potencial de redox como se
aprecia en las gréaficas de los ensayos realizados, notar que existe un ligero aumento en el Eh
entre cada ensayo, este aumento se debe a la capacidad oxidativa mayor que existe al agregar
el inductor.

3.5 Parametros cinéticos
Los pardmetros cinéticos calculados se reflejan a continuacion (Tabla 4), se observa

gue la velocidad especifica de crecimiento (umax) mayor se dio durante el ensayo control (sin
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magnetita) con un valor de 0.108 h. Del mismo modo con la velocidad especifica de
produccién de Fe®" (op), con un valor de 0.21 h'. Por otro lado, la productividad volumétrica
gue representa la cantidad de biomasa generada en un volumen determinado de cultivo en
un periodo de tiempo especifico presenté el mayor valor en el ensayo con 5% de inductor con
un valor de 1.60 gL**hl. Para el parametro de rendimiento, el cual representa la biomasa
generada por cantidad de la fuente de energia consumida (Yxss), en los tres tratamientos que
se agrego0 inductor presentan valores similares, en el ensayo control se observa un menor
valor.

Tabla 4

Parametros cinéticos calculados a diferentes concentraciones de magnetita

Conc. Hmax (h) Prod. Vol o, (h™ Yxis celds)
Inductor (gL *h)
(%)
0 0.108 1.166 0.21 0.005
1 0.080 1.330 0.17 0.007
2 0.102 1.508 0.14 0.007
5 0.181 1.606 0.15 0.009

Nota. umax = velocidad especifica de crecimiento expresada en h'; op = velocidad especifica de
produccion de Fe®* expresada en h'; Yx;s = Rendimiento en biomasa expresada en gramos de células
por gramos de sustrato al maximo tiempo de crecimiento; Prod. Vol = Productividad volumétrica
expresada en (gL'*h).
3.6 Andlisis estadistico para diferente concentracién de inductor

Culminado los ensayos y recolectado los diferentes datos, se realizé un analisis
ANOVA para los parametros de oxidacion de Fe?* (ver Apéndice C Tabla C.1), conteo celular
(ver Tabla C.2), produccién de Fe** (ver Tabla C.3) y hierro total (ver Tabla C.4).
El analisis realizado nos muestra que no existe una diferencia significativa entre los tres
ensayos con diferente concentracién de inductor y el ensayo control sin inductor, a excepcion
del parametro de conteo celular en el que el se obtiene un p-valor es de 0.0016, siendo este
menor al valor de significancia (a = 0.05). Es importante mencionar que, si bien no existe una

diferencia significativa estadisticamente, la significancia practica entre los ensayos con inductor
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y ensayo control sin inductor es bastante notoria, pues, el ensayo con 5% de magnetita
presenta un porcentaje de oxidacién final de aproximadamente el 98% en un periodo de 12

dias, a diferencia del ensayo control, que en un periodo de 14 dias alcanz6 el 92.12%.
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Conclusiones

Mediante el presente estudio se determind que el mayor porcentaje de oxidacién del
ion ferroso se obtuvo con la adicion de 5% de magnetita como inductor, éste mineral debido a
su alta concentracién de Fe?* aporta el suministro energético necesario para una optimizacion
en el factor oxidativo de la bacteria A. ferrooxidans. Ademas, las interacciones galvanicas entre
la magnetita y el mineral sulfurado mejora la disolucion evitando la pasivacion de este. Como
se observo en la tabla 3, los porcentajes de oxidacion son relativamente similares agregando
magnetita como inductor, obteniendo en un periodo de 12 dias un 96.66%; 97% y 97.95% de
oxidacién para concentraciones de 1, 2 y 5% respectivamente. Se evidencia la eficiencia de la
bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans en presencia de un inductor, ya que optimiza la
capacidad oxidativa de los sulfuros presentes en las betas que acompafian a los metales
preciosos o en la recuperacion de metales pesados.

Acidithiobacillus ferrooxidans es un microorganismo netamente oxidante de
compuestos de hierro (Fe?") y azufre, convirtiendo estos compuestos insolubles o dificilmente
solubles en compuestos solubles como son a ion Fe3"y acido sulfdrico. Como se observa en
el ensayo control, se alcanza un 92.12% en 14 dias, esta capacidad oxidativa se puede
optimizar con la adicion de un agente inductor rico en Fe?*,

El aumento del potencial redox (Eh) indica la eficiente oxidacion de Fe?* pues este
microorganismo es capaz de oxidar iones ferrosos a férrico, del mismo modo el azufre. Asi
también, la disminucién del pH nos indica el poder oxidativo de esta bacteria, pues estos

factores presentan una relacion inversamente proporcional.
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Recomendaciones

Mantener el sistema de biooxidacién controlado, puesto que existe la evaporacion
debido a la constante agitacion y temperatura a la cual se lleva a cabo los ensayos.

Esterilizar medios, materiales y mineral a emplear para evitar la contaminacién del
sistema, ya sea por otros consorcios bacterianos o factores humanos.

Promover el estudio, optimizacidn y escalado a niveles industriales en el Ecuador, pues
es una alternativa mas ecologica y novedosa en cuanto a la mejora en la disolucién de
minerales insolubles (sulfurados) para su posterior tratamiento en la recuperacion de metales
de interés.

Estudiar méas a fondo sobre la concentracién adecuada de magnetita, pues en estudios
similares una mayor concentracion no significa una 6ptima oxidacién del mineral. Una mayor
concentraciéon puede conllevar a la inhibicién de la bacteria, posteriormente problemas en el

proceso.
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Apéndice
Apéndice A. Determinacién de la velocidad especifica de crecimiento (Mmax)
Para la determinacion de la velocidad especifica de crecimiento (umax) Se grafico el
logaritmo natural del conteo celular en el tiempo de fase exponencial, correspondiendo fimax
a la pendiente de la recta resultante.

Figura A.1
Determinacion de las velocidades de crecimiento especificas (umax) para A. ferrooxidans en los ensayos

realizados con y sin magnetita
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Nota. Velocidad de crecimiento especifico (Umax) para A. ferrooxidans. Ensayo control (0%magnetita),

1%, 2% y 5%.

Apéndice B. Determinacién de la velocidad especifica de produccion (o))

Para la determinacion de la velocidad especifica de produccion (op) se grafico el
logaritmo natural de la concentracién de iones férricos y sulfatos, respectivamente,
producidos en el tiempo de fase exponencial, correspondiendo o, a la pendiente de la recta
resultante.

Figura C.1

Determinacion de la velocidad especifica de produccion (op) para A. ferrooxidans
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Nota. Velocidad especifica de produccion (op) para para A. ferrooxidans Ensayo control (0%

magnetita), 1%, 2% y 5%.

Apéndice C. ANOVA para los parametros de cinética de biooxidacién.
Se realizé un andlisis estadistico ANOVA para los parametros de oxidacion de Fe?*,

conteo celular, produccion de Fe®y hierro total.

Tabla C.1

ANOVA para porcentaje de oxidacion



RESUMEN
Grupos

Control
1% (Fe304

2% (Fe304)

5% (Fe304)

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las
variaciones

Entre grupos
Dentro de los grupos

Total

Control

1% (Fe304
2% (Fe304)
5% (Fe304)

Nota. ANOVA de un solo factor realizado para el porcentaje de oxidacion de los 4 ensayos

realizados.

Tabla C.2

Cuenta

13
13

13

13

Suma de cuadrados

1114.526877
43654.6712

44765.53808

Control
1
0.995588679
0.99406077
0.978871424

ANOVA para conteo celular

RESUMEN
Grupos

Control
1% (Fe304)
2% (Fe304)
5% (Fe304)
ANALISIS DE
VARIANZA

Origen de las

variaciones

Entre grupos
Dentro de los grupos

Total

Control

1% (Fe304)
2% (Fe304)
5% (Fe304)

Nota. ANOVA de un solo factor realizado para el conteo celular de los 4 ensayos realizados.

Tabla C.3

Cuenta

13

13

13

13

3.39173E+16
9.22022E+16

1.26119E+17

Control
1
0.852831319
0.984715972
0.938207813

Suma

775.73
871.34

888.82

942.47

Grados de libertad

51
1% (Fe304
1

0.998009108
0.991209608

Suma

2220000000
2344000000
2765000000

3050000000

Suma de cuadrados Grados de libertad

48

51

1% (Fe304)

1
0.89344688
0.978328667

ANOVA para produccion de Fe3*

Varianza
837.103597
59.67153846 4
67.02615385 965.622609

902.026124
68.37076523 4
933.1365935
72.45789231 9

Promedio

Promedio de los
cuadrados F
0.40863507
371.6422923 9
905.4723167

2% (Fe304) 5% (Fe304)

1
0.99274933 1

Varianza
1.13903E+
15
1.60006E+
15
2.08933E+
15
2.85509E+
15}

Promedio
170769230.8
1803076592.3

213000000

234615384.6

Promedio de los
cuadrados F
5.8857260
1.13058E+16 13

1.92088E+15

5%

2% (Fe304)  (Fe304)

1
0.932559214 1

Valor critico,
Probabilidad para F
0.747456562 2.798060635

Valor critico

Probabilidad para F

0.001663621 2.793806063Z



RESUMEN
Grupos

Control
1% (Fe304)
2% (Fe304)

5% (Fe304)

ANALISIS DE
VARIANZA

Origen de las
variaciones

Entre grupos
Dentro de los grupos

Total

Control

1% (Fe304)
2% (Fe304)
5% (Fe304)

Cuenta

13

13

13

13

Suma

140.59

161.22

171.88

152.71

Suma de cuadrados Grados de libertad

108.8519231
1453.147369

1601.9992592

Control
1
0.99753572
0.955415114
0.983736164

3
48

51

1% (Fe304)

1
0.957974368
0.991439226

Promedio
10.81461538
12.40153846
13.22153846

14.82384615

Promedio de los
cuadrados

36.28397436
31.10723686

2% (Fe304)

1
0.951464914

Varianza

26.455043

59

30.534864

1

31.306247

44

35.732792

31

F
1.1664158
58

5%
(Fe304)

1

Probabilidad

0.332322388

Valor critico
para F

2.798060635

38

Nota. ANOVA de un solo factor realizado para la produccion de Fe®*" de los 4 ensayos

realizados.

Tabla C.4

ANOVA para la concentracion de Fe total



RESUMEN

Grupos

Control
1% (Fe304)
2% (Fe304)

5% (Fe304)

ANALISIS DE
VARIANZA

Origen de las
variaciones

Entre grupos
Dentro de los
grupos

Total

Control

1% (Fe304)
2% (Fe304)
5% (Fe304)

Cuenta
13
13
13
13
Suma de
cuadrados

37.99834423

1.486461538

39.48480577

Control
1
0.485820958
-0.010586382
0.062672644

Suma
232.72
23831
248.46

261.94

Grados de

libertad

18

51

1% (Fe304)

1
-0.282973164
0.084987556

Promedio
17.90153846
18.33153846
19.11230769

20.14923077

Promedio de los
cuadrados

12.66611474

0.030967949

2% (Fe304)

1
0.219705445

Varianza

0.09059
43

7
6

0.011980
769
0.012919

23

1

0.008374
359

F
409.007
24

5%
(Fe304)

2
2

1

Valor critico
Probabilidad para F

3.61933E-34 2.798060635

39

Nota. ANOVA de un solo factor realizado para la concentracion de Fe total de los 4 ensayos

realizados.



