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El presente trabajo tiene por objetivo el estudio de la accion catalitica del
microorganismo termofilo moderado Sulfobacillus acidophilus en la biolixiviacion de
calcopirita a 45°C, con el fin de demostrar una mayor tasa de recuperacion de cobre al
elevar la temperatura de operacion. Con este objeto, se realizé un estudio comparativo
de la biolixiviacion de calcopirita por un microorganismo mesofilo Acidithiobacillus
ferrooxidans y el microorganismo Sulfobacillus acidophilus.

El estudio consistié en la biolixiviacibn de un concentrado de calcopirita en
frascos agitados a 30 y 45°C para los cultivos mesoéfilo y termdfilo moderado,
respectivamente. Los frascos fueron monitoreados peridodicamente por un periodo de
648 horas, para la medicién de Eh, pH, Fe(ll) y Fe total en solucién, fierro precipitado,
sulfato y cobre en solucion. Las poblaciones de bacterias de ambos microorganismos
(planctonicas y adheridas a los minerales) se cuantificaron utilizando tincién con DAPI y
su evaluacién en un microscopio de epifluorescencia. Ademas, mediante el andlisis de
los datos obtenidos de cobre en solucion se determinaron las tasas de recuperacion, y
las respectivas etapas controlante del proceso segun el modelo del ndcleo sin
reaccionar.

Los resultados mostraron para ambas cepas una alta capacidad de adherencia
sobre la calcopirita de aproximadamente 85%. Sin embargo, el porcentaje de
recuperacion de cobre y el tiempo de disolucion total de la calcopirita (t) muestra una
diferencia apreciable entre los cultivos. Se obtuvo un porcentaje de recuperacion de
7,3% y 13,3% y valores de t de 20.833 y 6.944 dias para A. ferrooxidans y S.
acidophilus, respectivamente.

Los resultados obtenidos permiten concluir que S. acidophilus no fue capaz de
aumentar la tasa de recuperacion de cobre, lo que se evidencié por obtener una tasa
menor a la obtenida en el experimento control (sin microorganismo), a la misma
temperatura de estudio. Esto debido a la mayor precipitacion de jarositas en el cultivo
inoculado, lo que pasivO el mineral. Estos resultados darian cuenta que los
experimentos con S. acidophilus corresponderian a una lixiviacion quimica y el aumento
de éste rendimiento se atribuye al aumento de la temperatura de 30 a 45°C, lo que
aceleraria la reaccion quimica.



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar le doy gracias a mi familia por el apoyo incondicional que me han
entregado durante toda mi vida. A mi papa y a mi mama (sin orden de preferencia) que
han estado siempre conmigo acompafandome, entregandome todo su amor y sus
valores. A mis hermanos, Paula, Felipe y Tomas por soportarme en los momentos de
estrés.

Agradezco también a Felipe por todo el amor, compaifiia, apoyo y paciencia que
me ha dado durante todos nuestros afios juntos.

También quiero agradecer a mi amiga Bea por su incondicional amistad. A mis
amigos de la U, David y Nacho por estar ahi y hacerme reir. A mis amigas/os de BT/IQ:
Coni, Gabi, Seba y Oscar por hacer mas entretenido mi paso por la carrera, ya se
trabajando, estudiando o solo conversando.

Le agradezco ademas, a mi profe guia Blanca Escobar no solo por su valiosa
ayuda, apoyo y dedicacion en el desarrollo de este trabajo, sino también por su
disposicion, paciencia y comprension entregada. Agradezco también al profesor Tomas
Vargas por su valioso aporte a esta tesis. A la Sra. Emma por su excelente disposicion
y ayudarme en todo lo que necesitaba, ademéas de hacer mas entretenido junto con la
Caro las eternas horas en el laboratorio.

Quiero agradecer a Gina Madariaga por toda su ayuda y orientacién entregada
en los momentos donde todo se veia oscuro.

Finalmente, agradezco a Diosito y a la Virgencita por acompafarme durante toda
mi vida.

ii



TABLA DE CONTENIDO

Capitulo 1 INTFOTUCCION ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e anes 1
1. AntecedentesS GENEIAIES ......cccooo i 1
1.1 Antecedentes BibliografiCoS ..........ouuuiiiiiiiiiiii e 1
1.1.1  Proceso de BioliXiVIaCION .........ccooeeeeiiiee e, 1
1.1.2  Microorganismos en los proceso de biolixiviacion ...............ccceeevvvvvviiineeeenn. 4

I I S @7 1 (o7 o1 1 = 6
1.1.4  Lixiviacion de CalCOPINTa .......cuvvuuiiieei e 7
1.1.5 Efecto de la Temperatura sobre la Biolixiviacion de Calcopirita ................... 8

I (0 )T o o T PP 11
1.2.1  DescripCiOn del PrOYECIO .......cceuiiiiiiiieeeee e 11
1.2.2  JUSHFICACION ..o 12
1.2.3  ODJELIVOS ..o 12
(=T o 11U ] o T2V 1=1 (o Yo o] [o Yo |- VU 13
2.1 Determinacion de la Capacidad de Biolixiviacion de Calcopirita de un cultivo..13
2.2 Andlisis Quimicos realizados a las muestras de biolixiviacion ..............ccc......... 14
2.2.1 Determinacion del Fierro €n SOIUCION ...........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 14
2.2.2 Determinacion del Fe (lll) precipitado.........ccccoeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 15
2.2.3 Determinacion del Sulfato en solucién por Turbidimetria. ..........ccccccceeeenes 16
2.2.4  Determinacion de Cobre en solUCION............ccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 17

2.3 Analisis biolégicos realizados a muestras de biolixiviacion.............c.ccccceeeee... 17
2.3.1 Determinacion de la capacidad de Adherencia de un cultivo ..................... 17
2.3.2 Cuantificacién de las Bacterias por Tincion con DAPI...........cccvviieeenenn. 18

2.4  Tratamiento y andlisis matematicos de los datos experimentales..................... 19
2.4.1 Adherencia bacteriana sobre calcopirita............cccoevvviiiiiii e 19
2.4.2 Parametros bioquimicos para el proceso de biolixiviacion ......................... 19
2.4.3 Cuantificacién de bacterias en la solucién lixiviante y asociado al mineral.20
2.4.4  Modelo de NUCIEO SIN REACCIONAT...........uuuuiiiieeeeieeiiiiiee e 21
Capitulo 3 RESUITAAOS ..o 23
3.1 Adherencia bacteriana en calCopirita .............uueiiiiiiiiiiiiiii e 23

3.2 Biolixiviacion de Calcopirita por Acidithiobacillus ferrooxidans y Sulfobacillus
ACIAOPRNIIUS ... 24
3.2.1 Cuantificacién de las Bacterias Planktonicas y adheridas a la superficie del
mineral 36
3.2.2 Modelo del NUCIEO SIN FTEACCIONAT .........uuuiieeeeeieieeiiiie e e e e e e e eeeeeian e e e e eeeeeenes 40

iii



(O o 11U ] Lo A I T 1Y o3 U = o1 I 42

4.1 Adherencia bacteriana sobre calCopirita ............cccovvvviiiiiiiii e 42
4.2 Biolixiviacion de Calcopirita por Acidithiobacillus ferrooxidans................cccc...... 42
4.3 Biolixiviacion de Calcopirita con Microorganismo Sulfobacillus acidophilus......44
4.4 Cuantificacion de las Bacterias en la solucién lixiviante y en la superficie del
01T 0 T=] = R 46
4.5 Consideraciones FINAIES ...........uiiiiii i e eeeees 48
(0T o 11U ] o TS @0 s [od 1T 1] Lo o 1= 51
Capitulo 6 Bibliografia.........cccoiiiiiiiiieeee e 52

iv



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Esquema de los mecanismos de lixiviacion: mecanismo indirecto, de contacto

y de cooperacion de minerales sulfuros (adaptacion de Tributsch H., 2001). .................. 3
Figura 2: Esquema de los mecanismos de lixiviacion indirecta via tiosulfato y polisulfuro
(@daptacion Sand W., 2001). .......uuuuuuuuunnununnuunnneennennnneneeannnneeeaeraeranrananaesarnrnnnnnnnnnnnnnnna—————_ 4
Figura 3: Estructura cristalina de la calcopirita (Sand, W. (2001)).........ccceeevieeeeereeeiinnnnnnn. 6

Figura 4: Comparacion de lixiviacion de cobre desde calcopirita por tres consorcios:
mesofilo a una temperatura de 30°C, termofilo y Sulfobacillus estos udltimos a una
temperatura de 50°C (Marhual et al. (2008)).........ceiiiiiiiiiiiiiiiee e e 9

Figura 5: Recuento de bacterias totales y porcentaje de adherencia de A. ferrooxidans
en solucién a 30°C durante 120 MINUIOS. .......ccoeeeeeeeeeiieeeeeeeeeeeeeee e 23

Figura 6: Recuento de bacterias totales y porcentaje de adherencia de S. acidophilus en
solucidon a 45°C durante 120 MINULOS. .......cceeviiiiiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeee e e e 24

Figura 7: Porcentaje de adherencia de A. ferrooxidans y S. acidophilus sobre un
(ool alet=Tal i =T (oo (R o= (o] o 11 1 - VU 25

Figura 8: Recuperacion de cobre desde calcopirita con S. acidophilus y A. ferrooxidans
Y SUS respectivos exXperimentos CONIOIES. ...........civiecciiiiiiice e 26

Figura 9: Recuperacion de cobre desde calcopirita con S. acidophilus y A. ferrooxidans
y Sus respectivos experimentos controles ajustados a tiempo Cero. ......cccevveeeveveeeeennnnnn. 26

Figura 10: Disolucion de cobre a partir de las 72 horas de ensayo para cultivo de S.
acidophilus y experimento CoONtrol @ 45°C .........ccooiiiiiiiiiii e 27

Figura 11: Variacion del Eh en presencia de 2 g/L de ferroso y 0,02% de extracto de
levadura y concentraciones de cobre de 0, 200, 250. 300y 400 mg/L. .......covvvvveeeeennnn. 28

Figura 13: Recuperacion de azufre desde de calcopirita por la accién de A. ferrooxidans
y S. acidophilus a 30 y 45 °C reSpectivVameENte. .........ccovvveiuiriiieeeeeeeeeiiien e e e e e e 29

Figura 12: A: Recuperacion de cobre desde calcopirita por S. acidophilus bajo
diferentes condiciones iniciales de ion ferroso a 45°C. En B se muestra una
amPlfiCaCION A& A. ... 29

Figura 14: Variacion del Eh durante el proceso de biolixiviacion de calcopirita por
Acidithiobacillus ferrooxidans a 30°C y su respectivo experimento control. .................. 30

Figura 15: Variacion del pH durante el proceso de biolixiviacibn de calcopirita por
Acidithiobacillus ferrooxidans a 30°C y su respectivo experimento control. .................. 31

Figura 16: Evolucion de la concentracién de fierro en la solucién durante el proceso de
(o][o] LY/ F=Tol (o] g oo o I AN =11 o 1o ) [o F= a1 32


file:///C:/Users/Danielita/Desktop/TESIS_Final____Portada,%20numeros%202015.docx%23_Toc439772984
file:///C:/Users/Danielita/Desktop/TESIS_Final____Portada,%20numeros%202015.docx%23_Toc439772984
file:///C:/Users/Danielita/Desktop/TESIS_Final____Portada,%20numeros%202015.docx%23_Toc439772984

Figura 17: Evolucion de la concentracion de fierro en la solucion durante el proceso de
lixiviacion en experimento CONtrol @ 30°C.........ccuuiiiiiiiiieeee e 33

Figura 18: Variacién del Eh durante el proceso de biolixiviacibn de calcopirita por
Sulfobacillus acidophilus a 45°C y su respectivo experimento control. ..............c.c......... 33

Figura 19: Variacién del pH durante el proceso de biolixiviacion de calcopirita por
Sulfobacillus acidophilus a 45°C y su respectivo experimento control. .......................... 34

Figura 20: Evolucion de la concentracion de fierro en la solucién durante el proceso de
biolixiviacion con S. aCidOPhilUS. ............ooiiiiiiiiii e 35

Figura 21: Evolucion de la concentracion de fierro en la solucién durante el proceso de
lixiviacidn en Cultivo CONIOl @ 45°%C .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiae s rrannnnessnnennnnnes 36

Figura 22: Evolucion en el tiempo de bacterias A. ferrooxidans en la solucion lixiviante.

....................................................................................................................................... 38
Figura 23: Evolucion en el tiempo de bacterias A. ferrooxidans en la superficie del
0T =7 = | 38

Figura 24: Evolucion en el tiempo de bacterias S. acidophilus en la solucion lixiviante. 39

Figura 25: Evolucién en el tiempo de bacterias S. acidophilus en la superficie del
0T =7 = | 40

Figura 26: Modelo ndcleo sin reaccionar para la biolixiviacion de calcopirita por A.
FEITOOXIAANS @ 30 BC...iiiiiiiiiiiiiiiiie ittt ettt ettt ettt et e e et e et e e e eeeeeeeeeeeeeees 41

Figura 27: Modelo ndcleo sin reaccionar para la biolixiviacibn de calcopirita por S.
ACIHOPNIIUS @ 45 BC ...eeeee e e 41

INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Porcentaje de recuperacion de cobre para los cultivos estudiados.................. 27
Tabla 2: Concentracion de fierro precipitado como jarositas en los experimentos
FEAIIZATOS ... nnnnns 36
Tabla 3: Area, radio y volumen de la particula de calCopirita ...........c.cccceveeveeveereeeeeeennne. 37
Tabla 4: Propiedades y area disponible de calcopirita ..............eeeiiiieiiiiiiiiiiiiieee e 37

vi



CAPITULO 1 INTRODUCCION

1. ANTECEDENTES GENERALES

La importancia econémica que representa la produccion de cobre a nivel mundial
hace necesario el desarrollo y mejoramiento de las tecnologias para la obtencion de
este preciado metal. En particular, la calcopirita es el mineral de cobre mas abundante
en la naturaleza, contando con aproximadamente el 70% de las reservas de cobre en el
mundo (Cordoba et al. 2008) por lo que ha generado especial interés por parte de la
industria minera la extraccién de cobre a partir de éste mineral.

Tradicionalmente, la calcopirita ha sido tratada por medio de métodos
pirometalurgicos, sin embargo, la busqueda de un método hidrometallrgico como
alternativa a la fundicion presenta importantes ventajas tales como la posibilidad de
tratar minerales de baja ley (cada vez mas abundante en el caso del cobre), mayor
control de los residuos, beneficios al medio ambiente; al no emitir diéxido de azufre
(S0,) durante la operacion y menores costos de capital que los asociados a las
fundiciones.

A pesar de que, la mayoria de los sulfuros de cobre secundarios, como calcocita,
digenite, bornita y covelita, puede ser biolixiviados con éxito por microorganismos
mesofilos, los sulfuros de cobre primarios como la calcopirita siguen siendo un reto
importante para la biolixiviacion debido a su caracter altamente refractario bajo
condiciones de hidrometalurgia y a la formacién de precipitados de fierro que crean una
capa pasivante.

Las mayores tasas de biolixiviacion de cobre ocurren a temperaturas elevadas
por la accion de microorganismos termofilos. En particular, la calcopirita recalcitrante se
vuelve mas susceptible a la biolixiviacion. Sin embargo, el calentamiento elevado de
una pila de biolixiviacion conlleva un encarecimiento de los costos de operacién. Es por
esto, que en el presente trabajo se estudiara la biolixiviacion de calcopirita con
microorganismos termofilos moderados, particularmente Sulfobacillus acidophilus, los
gue no requieren un calentamiento excesivo del medio en que se desarrollan.

1.1 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1.1.1 PROCESO DE BIOLIXIVIACION

La biolixiviacion es el proceso mediante el cual los microorganismos catalizan la
disolucion de minerales sulfurados para la recuperacion de metales de interés. Se



proponen dos mecanismos de disolucidon de minerales que explican el proceso de
lixiviacion: mecanismo por contacto y mecanismo indirecto.

De acuerdo con la definicion, el mecanismo por contacto supone la oxidacion del
mineral por accion de la adherencia bacteriana al sulfuro metalico mediante sustancias
poliméricas extracelulares, EPS, y la formacion de un biofilm. La fraccién de azufre de
los minerales se supone que es bioldgicamente oxidado a sulfato y cationes metalicos,
sin que se detecte ningun tipo de intermediarios. La adherencia de las bacterias sobre
la superficie del mineral es una condicibn necesaria para la existencia de este
mecanismo (Tributsch, 2001) (ver Figura 1).

Este mecanismo ocurriria segun la siguiente reaccion:

Bacteria

MS + 20, —— M?* + S03%~ Ec. 1

En contraste con el mecanismo de contacto, el mecanismo indirecto considera
basicamente la accion oxidante de los iones férricos sobre el mineral sulfurado,
disolviéndolo. A través de esta reaccion quimica de lixiviacion, se producen ion ferroso y
azufre elemental. Finalmente, estas especies quimicas son oxidadas biol6gicamente a
ion férrico e ion sulfato, respectivamente. Este mecanismo, en principio, no requiere la
adherencia de las bacterias al mineral sulfurado (Sand, W. 2001) (ver Figura 1).

La reaccion que describe este mecanismo es la siguiente:
MS + 2Fe3t - M2* + S + 2Fe?*t Ec. 2

Paralelamente la accién bacteriana cataliza la oxidacion del ion ferroso y azufre
elemental producidos durante la lixiviacion quimica, a ion férrico e i6n sulfato, segun las
siguientes reacciones:

Bacterias

2Fe?" + 0,50, + 2H" ——— 2Fe3" + H,0 Ec.3

Bacterias

S+1,50, + H,0 —— H* + S02~ Ec. 4

Se ha demostrado, que la lixiviacion cooperativa es posible, mediante la cual
tanto las bacterias adheridas al mineral como las que se encuentran libres en la
solucioén cooperan disolviendo el mineral. Es decir, es la accion simultanea de los dos
mecanismos mencionados anteriormente (Tributsch, H. 2001) (ver Figura 1).

Los estudios realizados por W. Sand et al. 2001, presentaron nuevas evidencias
para proponer un modelo integral para la biolixiviacion. La hipotesis de este modelo
plantea que los iones férricos y/o los protones son los Unicos agentes que disuelven al
sulfuro metélico, por lo tanto, en el sentido estricto es un mecanismo indirecto. Por otra
parte, las bacterias tienen la funciéon de regenerar el ion férrico y concentrarlo en la
interface mineral/solucion o mineral/bacteria con el fin de mejorar la degradacion del



mineral. En este modelo, el factor determinante corresponde a la fina capa de
exopolimeros que rodea a las células, donde tienen lugar los procesos quimicos que
causan la degradacion del mineral. Esto explicaria la aceleracion de la disolucion del
mineral en presencia de bacterias.

Fe2+
HS- Microorganismo

H+
Fed+

Lixiviacion indirecta

Capa polimérica extracelular

Lixiviacién por contacto

Mineral Sulfurado

Microorganismos suspendidos
alimentados por especies solubilizadas

.
.

N Lixiviacién cooperativa

.

Microorganismos
adheridos

Figura 1: Esquema de los mecanismos de lixiviacién: mecanismo indirecto, de contacto y de
cooperacion de minerales sulfuros (adaptacion de Tributsch H., 2001).

Por otra parte, basado en los productos intermediarios, W. Sand et al. 2001
propusieron dos mecanismos de lixiviacién indirecta: mecanismo del tiosulfato y
mecanismo del polisulfuro.

El mecanismo del tiosulfato ocurre en sulfuros metalicos que no son solubles en
acido, como molibdenita, tungstenita y pirita. Esto minerales son Unicamente
degradados por un agente oxidante como es el caso del ién férrico, generandose como
compuesto intermediario principal tiosulfato y sulfato como producto final (ver Figura 2).

El mecanismo del polisulfuro se lleva a cabo en la mayoria de los sulfuros
(esfalerita, calcopirita, galena, entre otros), los cuales son degradados simultdneamente
por un agente oxidante y protones, generdndose como compuestos intermediarios
polisulfuros y azufre elemental (ver Figura 2).



1.1.2 MICROORGANISMOS EN LOS PROCESO DE BIOLIXIVIACION

Los microorganismos que estdn presentes en los procesos de biolixiviacion
juegan un papel importante en la solubilizacion de minerales y poseen una serie de
caracteristicas en comun. Estos se caracterizan por su capacidad de desarrollarse en
ambientes extremos, como es el drenaje acido de minas que posee un bajo pH, altas
concentraciones de metales pesados y, en algunos casos, temperaturas elevadas
(Pradhan et al. 2008).

Mecanismo del Mecanismo del
Tiosulfato Polisulfuro

Fe” Fe_-- 7 X
( ( @ h
Bacterias Bacterias
ey o o
Fe l Fe
2¢ 2

M” + 8,0 M + S
i i

1

¥

S

e

Bacterias

Bacterias B

Bacterias

C

1
L}
1
1
1
|
1
v, )
SO, + H SO;

Figura 2: Esquema de los mecanismos de lixiviacién indirecta via tiosulfato y polisulfuro
(adaptacién Sand W., 2001).

A pesar de estas condiciones desfavorables, existen microorganismos que se
adaptan a estas condiciones e intervienen en la biooxidacion de minerales, y son
responsables de la produccion de ion férrico y acido sulfarico requeridos para las
reacciones de biolixiviacion (Pradhan et al. (2008)).

Estos microorganismos, cuyo papel puede considerarse similar a los
catalizadores, se pueden clasifican en funcion del rango de temperatura en la cual son
capaces de sobrevivir: (Olson et al. 2004) (Pradhan et al 2008).

Microorganismos Mesdfilos: Son bacterias Gram negativas, con un 6ptimo de
temperatura de crecimiento entre los 30 y 40°C. Entre estos destacan: Acidithiobacillus
ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans y Leptospirillum ferrooxidans.

Microorganismos termofilos moderados: Estos microorganismos crecen a una
temperatura 6ptima entre los 40 y 60°C aproximadamente e incluyen las especies de
Sulfobacillus thermosulfidooxidans, Sulfobacillus acidophilus y Acidithiobacillus caldus.



Microorganismos termafilos extremos: Son principalmente arqueas que crecen a
temperaturas superiores a los 65°C, destacandose Sulfolobus metallicus vy
Metallosphaera sedula entre otras.

En las operaciones industriales, la temperatura dentro de la pila puede llegar
sobre los 50°C debido a la reaccion exotérmica de la oxidacion de algunos sulfuros.
Con el aumento de la temperatura, la actividad de los microorganismos mesofilos es
inhibida y desplazada por microorganismos terméfilos hierro y azufre oxidantes. A su
vez, los termdfilos extremos pueden desplazar a los terméfilos moderados cuando las
temperaturas se incrementen sobre los 60°C. Esto se debe a que por debajo de la
temperatura 6ptima de los microorganismos, ellos se vuelven inactivos y a temperaturas
por encima de ella, son rapidamente destruidos (Pradhan et al. 2008).

En particular, en el presente trabajo se estudié la capacidad de biolixiviacion de
calcopirita de dos cultivos; en el primero un microorganismo mesofilo, en particular
Acidithiobacillus ferrooxidans y de un microorganismos termdfilo moderado,
especificamente Sulfobacillus acidophilus.

1.1.2.1 Acidithiobacillus ferrooxidans

Acidithiobacillus ferrooxidans es una bacteria Gram negativa, perteneciente a la
familia y-proteobacteria. Corresponde a un microorganismo mesofilo con una
temperatura optima entre 30 y 40°C y un pH Optimo entre 1,8 y 2 considerandose
aciddfila. Posee un crecimiento quimiolitétrofo capaz de oxidar i6n ferroso y azufre
elemental. Es una bacteria abundante en ambientes naturales asociados a yacimientos
de pirita, depdsitos de carbdn y drenajes acidos (Valdez et al. (2008)).

1.1.2.2 Sulfobacillus acidophilus

Uno de estos microorganismos termofilo moderado y que se estudia en este
trabajo es Sulfobacillus acidophilus un bacilo Gram positiva, formadora de endoesporas
esféricas. La temperatura optima corresponde entre 45 y 50°C y debido al rango de pH
de crecimiento de 1,4 - 2 es clasificada como acidoéfila. Posee un crecimiento autétrofo
al fijar el CO, como fuente principal de carbono y crecimiento quimiolitotrofo al ser
capaz de utilizar i6n ferroso y azufre elemental como sustrato. Ademas, puede crecer
en i6n ferroso mixotréficamente con la utilizacion simultdnea de glucosa y CO,. Por
altimo, tiene un crecimiento heterotréfico con extracto de levadura como sustrato
(Norris, P. (1996)).

Cabe destacar que debido al crecimiento heterotrofico de estas bacterias, la
presencia de extracto de levadura y/o glucosa como sustrato, tiende a seleccionar las
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bacterias del género Sulfobacillus, por lo que el enriquecimiento de Sulfobacilus en un
medio de cultivo, es posible por la presencia de una pequefia cantidad de extracto de
levadura y/o glucosa como fuente de carbono. Se ha demostrado, ademas, que en
ausencia de extracto de levadura la tasa de crecimiento de Sulfobacillus es muy lenta
(Marhual et al. (2008)).

Los microorganismos termofilos moderados al actuar en condiciones de
temperatura de rango entre 40 y 60°C, permiten emplearse en procesos de
biolixiviacion para minerales que son mas recalcitrantes a este proceso, favoreciendo el
incremento de las tasas de disolucion sin un encarecimiento excesivo de los costos de
operacion como lo seria al utilizarse microorganismos termofilos extremos.

1.1.3 CALCOPIRITA

La formula quimica que mejor describe a la calcopirita (CuFeS,) es Cu* Fe** S,2,
donde el cobre esta principalmente en estado cuproso y el hierro en estado férrico. La
estructura cristalina de éste mineral consiste en una red tetragonal relativamente
simple, centrada en las caras, con los siguientes parametros a= 5,25 A, ¢=10,32 Ay z=
4, y donde los iones de azufre estan rodeados por cuatro atomos de cobre y cuatro
atomos de hierro localizado en los angulos de un tetraedro (Cérdoba et al. (2008).

Cu
. Fe

Figura 3: Estructura cristalina de la calcopirita (Sand, W. (2001)).



1.1.4 LixIVIACION DE CALCOPIRITA

El mecanismo propuesto para la disolucion de calcopirita por tratamientos
hidrometalurgico esta dado por la oxidacion férrica en presencia de acido, segun la
ecuacion 5 generando iones cuprico y ferroso ademas de azufre elemental. De acuerdo
a esta ecuacion, la creciente concentracion de los iones férrico en solucion dara lugar a
la liberacion de cantidades mas altas de cobre. Asi un incremento del Eh, representa
una acumulacion de Fe**, lo que debe favorecer la lixiviacién de calcopirita.

CuFeS, + 4Fe3" - Cu?* + 5Fe?" + 28° Ec.5

Ademas la calcopirita puede ser oxidada por oxigeno disuelto, con el
consiguiente consumo de acido, segun la ecuacion 6.

CuFeS, + 0, + 4H' - Cu?* + Fe?* + 25° + 2H,0 Ec. 6

El azufre elemental liberado de la oxidacion de la calcopirita puede ser oxidado
tanto por iones férrico como por oxigeno disuelto segun las ecuaciones 7'y 8.

25° +30, + 2H,0 —» 4H* + 250%™ Ec. 7
250 + Fe3% - 2507~ + Fe?* Ec. 8

Cabe destacar, que tanto la oxidacion de i6n ferroso a ién férrico como la
oxidacion de azufre elemental pueden ser catalizadas biolégicamente segun las
siguientes ecuaciones.

Bacterias

4Fe*t + 0, + 2HY ——— 4Fe3* + 2H,0 Ec. 9

Bacterias

2S° 4+ 30, 4+ 2H,0 —— 4H* + 2507~ Ec. 10

Otros estudios con respecto a la lixiviacion de la calcopirita corresponde al
mecanismo del polisulfuro, como se menciono anteriormente. En este mecanismo, el
sulfuro de cobre es atacado por un acido, desestabilizandose la estructura del mineral
antes de que el azufre sulfuro sea oxidado, generandose iones metalicos y un
polisulfuro. Este ultimo luego es oxidado a azufre elemental. Las ecuaciones 11y 12
muestran el mecanismo de reaccion.

CuFeS, + 4H' — Cu®* + Fe?* + 2H,S Ec. 11
H,S + 2Fe3t - SO + 2Fe?t + 2H™ Ec. 12

Se ha reportado que la lixiviacion quimica de calcopirita, podria verse favorecida
en condiciones de un Eh inferior a un valor critico, es decir, a una razén apropiada de
[Fe**)/[Fe?'] (Hiroyoshi et al. 2001).



Se ha estudiado recientemente la existencia de un rango Optimo de potencial
redox en la oxidacion de calcopirita con S. thermosulfidooxidans (termofilo moderado), y
que a un Eh superior a un valor critico se suprimiria la lixiviacion mediante este
mecanismo (Xia, et al. 2010), lo cual est4 en concordancia con el modelo de dos pasos
propuesto por Hiroyoshi (2001). En presencia suficiente de iones ferrosos y cobre la
calcopirita es reducida a calcocita de acuerdo con la siguiente reaccion:

CuFeS, + 3Cu®** + 3Fe*t - 2Cu,S + 4Fe3* Ec. 13

Luego el intermediario calcocita (Cu,S), que es mas susceptible a la lixiviacion
gue la calcopirita, se oxida por los iones de férricos de la siguiente manera:

2Cu,S + 8Fe3t - 4Cu?* + 8Fe?™ + 2S° Ec. 14

Al parecer, las reacciones antes mencionadas podrian ocurrir sélo cuando el
potencial redox es lo suficientemente bajo para la formacion de calcocita (420 a 470
mV) (Xia, et al. (2010)) pero lo suficientemente alto para la oxidacion posterior de
calcocita.

Este modelo sugiere ademas, que las concentraciones de iones ferrosos y
cupricos también son importantes en la lixiviacion de la calcopirita. Cuando las
concentraciones de estos iones no son suficientes, la calcopirita es directamente
oxidada por los iones férricos mediante la reaccion general dada por la ecuacion 5, sin
embargo, en este caso la Cu,S no se forma y la tasa de extraccion de cobre es mas
lenta. Esto es concordante, debido a la presencia de calcocita que se formé durante el
proceso de lixiviacion.

1.1.5 EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA BIOLIXIVIACION DE CALCOPIRITA

La calcopirita es un mineral altamente refractario a la lixiviacion. La principal
causa del caracter refractario es la formaciéon de una capa pasiva estable sobre la
superficie del mineral en condiciones oxidantes, generando bajas tasas de disolucién de
cobre y una lenta cinética de disolucién tanto en la lixiviacion quimica como en la
biologica (Marhual, et al. 2008) (Xia et al. 2010). Esta pelicula pasivante sobre la
superficie, evita el contacto directo entre la solucién y el mineral, limitando el transporte
electroguimico necesario para el mecanismo de disolucion (Cancho et al 2007).

Ademas, la calcopirita es un sulfuro primario que no responde bien a la accion de
microorganismos mesofilos. En los estudios de Marhual et al. 2008 la biolixiviacion de
calcopirita fue llevada a cabo a temperaturas de 30 y 50°C. Los microorganismos
mesofilos fueron crecidos a 30°C, mientras que un consorcio de termofilos y un cultivo
enriquecido con Sulfobacillus fueron incubados a 50°C. La eficiencia de lixiviacion de
cobre alcanzado con microorganismos termofilos fue mayor que la obtenida con



bacterias mesofilas, con un aumento significativo de casi el doble de extraccion de
cobre (ver Figura 4).

Bo Fu et al. 2008 estudiaron la biolixiviacion de calcopirita con cultivos puros y
mixtos de bacterias mesofilas y terméfilas moderadas. Se concluy6 que el cultivo mixto
de bacterias termofilas moderadas L. ferriphilum y A. caldus a 40°C biolixivio la
calcopirita mas eficientemente que los cultivos puro y mixto de bacterias mesofilas a
30°C.

Estos hallazgos permiten mostrar la mayor capacidad de lixiviacion de las
bacterias termofilas moderadas sobre las bacterias mesofilas, la que se debe
presumiblemente al efecto positivo de elevar la temperatura en la disolucion de
minerales sulfurados.

90
—e— Thermophilic adidophiic

80 4 chemolithotrophic consortium
~d— mesophilic addophilic

70 4 chemulithotrophic consortium
—0— Sulfobacilus enrichment

60 4 cullure

50 4

40 4

% Cu extraction
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incubation Time (Days)
Figura 4: Comparacion de lixiviacion de cobre desde calcopirita por tres consorcios: mesdéfilo a

una temperatura de 30°C, terméfilo y Sulfobacillus estos Ultimos a una temperatura de 50°C
(Marhual et al. (2008))

Si bien una de las soluciones mas comunes para el efecto de la pasivacion del
mineral, y la cinética lenta en los procesos de biolixiviacion en general, es elevar la
temperatura, el uso de microorganismos termofilos extremos para la lixiviacion de
calcopirita pueden presentar una serie de dificultades tales como: baja solubilidad del
oxigeno en el agua. Por otro lado, estos microorganismos son menos resistentes a altas
concentraciones de soélidos y presentan resistencia mecanica inferior que los
microorganismos mesofilos y termofilos moderados por el desgaste de sus membranas.
Ademas, la mayoria de los microorganismos termofilos extremos que resisten a
temperaturas superiores a 60°C se clasifican como archaea los que presentan una



pared celular mas delgada que la bacterial, lo que dificulta la sobrevivencia en
presencia de una alta densidad de la pulpa (Cancho et al. (2007)) (Zhou et al. (2009)).

Con respecto al empleo de microorganismos termofilos extremos en el proceso
de biolixiviacion de calcopirita, se detecto la formacion de una capa pasiva de jarosita
con Acidianus manzaenis, la cual contribuia a un 84% de los componente de la
superficie del mineral al final del proceso (He et al. (2009)). Esta fue 4 veces mayor que
la reportada con S. thermosulfidooxidans bajo condiciones similares de operacion. Este
fendbmeno sugiere que una temperatura moderadamente alta (por debajo de 60 °C), es
mas favorable para atenuar el efecto de pasivaciéon del mineral, mejorando asi la
cinética de disolucion (Xia et al. (2010)).

Hong-Bo Zhou et al. (2009) estudiaron la biolixiviacion de calcopirita en un
reactor de tanque agitado obteniéndose un 75% de extraccion de cobre al finalizar la
lixiviacién, identificAndose so6lo dos especies bacterianas A. caldus y Leptospirillum
ferriphilum. El analisis de residuos del mineral mostraron que la formacion de la capa de
pasivacion de calcopirita es acelerada so6lo después que la mayor parte del cobre fue
extraido de los depoésitos, por lo que se confirma que el uso de los termofilos
moderados en el proceso de biolixiviacion de calcopirita podria evitar la pasivacion
excesiva de minerales (Zhou et al. (2009)).

Cabe destacar, que las reacciones de lixiviacion son exotérmicas, elevando la
temperatura de tanques agitados a 40-50°C, que es el rango Optimo para el crecimiento
de microorganismos terméfilos moderados.

Se ha reportado diversos resultados sobre la composicién quimica de la capa de
pasivacion formada en la superficie del mineral y ésta corresponde a azufre elemental,
compuestos de polisulfuros, jarosita, y la existencia simultanea de ellos (Ding et al.
(2007)), (Pradhan et al. (2008)) (Xia et al. (2010)). Durante el proceso ocurre una
acumulacion de acido, como se describe en las siguientes ecuaciones (Xia et al.
(2010)):

[Fe(H,0)¢]3" + H,0 & [FeOH(H,0)5]*" + HT Ec. 15
[FeOH(H,0)5]** + H,0 < [Fe(OH),(H,0),]" + H* Ec. 16
[Fe(H,0)6]3" + 2[Fe(OH),(H,0),], + SO%™ + RT - RFe3(S0,),(0H), + 6H" Ec. 17

Y la ecuacion total para el proceso:
3Fe3* + 2502~ + 6H,0 + R* — RFe3(S04),(0OH)s + 6H* Ec. 18

donde R puede representar potasio K o NH4". Cabe destacar, que la composicion de
la capa de pasivacion detectado por analisis SEM, sugieren que los precipitados
formados por una cepa de S.thermosulfidooxidans a 53 °C son la mezcla de potasio y
amonio jarosita (Ding et al (2007)).
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1.2 PROYECTO

1.2.1 DESCRIPCION DEL PROYECTO

El proyecto de memoria para optar al titulo de Ingeniero Civil Quimico e Ingeniero
Civil en Biotecnologia consiste en el estudio comparativo de la biolixiviacion de
calcopirita con microorganismos mesofilo, particularmente Acidithiobacillus ferrooxidans
y con microorganismos termaofilo moderado, especificamente Sulfobacillus acidophilus.

Los microorganismos termofilos moderados podrian mostrar una mejoria
significativa en la biolixiviacién de sulfuros primarios como es el caso de la calcopirita,
con respecto a microorganismos mesofilos, ya sea mejorando la cinética de lixiviacion
con el aumento de temperatura y/o evitando la pasivacion del mineral. Cabe destacar
gue la presencia de estos microorganismos, capaces de oxidar azufre incrementaria la
tasa de disolucion y el porcentaje de recuperacion de cobre desde la calcopirita, debido
a que la oxidacion de azufre ayuda a reducir la acumulacién de éste mediante su
transformaciéon a acido sulfarico. El azufre intermediario puede formar una capa en la
superficie del mineral sulfurado que influye negativamente en la cinética de lixiviacion.
Estas bacterias también son capaces de oxidar el ién ferroso a ion férrico, aumentando
asi la lixiviacion de calcopirita.

Es por lo anterior que se hace necesario el estudio comparativo de
microorganismos mesofilos y termofilos moderados. Para esto se realizaran la
biolixiviacion de calcopirita en frascos agitados a 30 y 45°C con Acidithiobacillus
ferrooxidans y Sulfobacillus acidophilus respectivamente.

Mediante estos experimentos de biolixiviacion se estudiar4 la cinética de
disolucién de la calcopirita para determinar la tasa de recuperacién del cobre y fierro.
Ademas con los datos obtenidos de la conversion de cobre se determinara la etapa
controlante y la velocidad de reaccion del proceso segun el modelo del ndcleo sin
reaccionar.

Ademas, las poblaciones bacterianas en solucion y adheridas al mineral se
analizaran con la técnica de tincion con DAPI y evaluacién en el microscopio de
epifluorescencia, permitiendo determinar el grado de influencia en la adherencia del
mineral sobre el mecanismo de disoluciéon del mineral.
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1.2.2 JUSTIFICACION

La calcopirita es el mineral de cobre mas abundante en la naturaleza, pero a su
vez es altamente refractaria a la lixiviacion; es por eso que aun sigue siendo un reto
importante la aplicacion de la hidrometalurgia a este mineral.

Las ventajas que presenta la biolixiviacion frente a los procesos de recuperacion
convencionales de metales como las fundiciones son claras, como por ejemplo ser mas
amigable con el medio ambiente, menores costos de operacién, entre otras
caracteristicas, las que hacen atractiva su aplicacion a calcopirita y en general en los
minerales de interés.

Se ha reportado que con el aumento de la temperatura en las pilas y/o reactores
de lixiviacion, se logra aumentar considerablemente la recuperacion de metales
favoreciendo la seleccién de microorganismos termdfilos. En particular en un rango de
40-60 °C se favorece la actividad de los microorganismos termofilos moderados.

Es por lo anterior que el estudio y comprensiéon de los mecanismos que emplean
los microorganismos térméfilos moderados, en particular S. acidophilus, en el proceso
de biolixiviacion de calcopirita se hace necesaria, |0 que permitiria su posterior
escalamiento en la industria minera si los resultados de los estudios son favorables.

1.2.3 OBJETIVOS

1.2.3.1 Objetivo General

Determinar la cinética y mecanismo de disolucién de calcopirita a 45°C en
presencia de Sulfobacillus acidophilus.

1.2.3.2 Objetivos Especificos

Comparar la cinética de disolucion de calcopirita a 45°C con S. acidophilus con la
obtenida con Acidithiobacillus ferrooxidans a 30°C.

Determinar la influencia del grado de adherencia de S. acidophilus sobre el
mecanismo de biolixiviacion.

12



CAPITULO 2 METODOLOGIA

2.1 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE BIOLIXIVIACION DE

CALCOPIRITA DE UN CULTIVO

Materiales y Equipos

e Concentrado de alta pureza (90%) proveniente de la Division Andina de
CODELCO Chile, tamafo de la particula -325 +400, de composicion: 29,94%
cobre; 31,19% fierroy 38, 87% azufre.

e Equipo de espectrofotometria UV, marca Agilen modelo 8453, el cual esta
equipado con una lampara de Tungsteno. Utilizado para la determinacién de
fierro y sulfato en solucién.

e Electrodo de pH, marca Corning modelo 340 con electrodo de Ag/AgCI.

e Electrodo de Eh, marca Hanna Instruments, modelo 211 con electrodo de
Ag/AgCl, para la medicién del Eh.

e Equipo de espectrofotometria de absorcion atdbmica marca Perkin-Elmer modelo
1100B. Utilizado para la determinacién de cobre en solucién.

e Shaker a 30y 45°C

Microorganismos

En los experimentos de biolixiviacion con microorganismos mesofilos se utilizé un
cultivo de bacterias Acidithiobacillus ferrooxidans cepa ATCC 19859. En los
experimentos de biolixiviacion con bacterias termofilas moderadas se utilizd un cultivo
de Sulfobacillus acidophilus cepa DSMZ 10332.

Diseio del Experimento

Los experimentos de biolixiviacion de calcopirita con microorganismos mesofilos
se realizo utilizando 14 matraces estériles de 250 mL, cada uno con 0,5 g de calcopirita,
100 ml de medio MC previamente esterilizado (0,4 g/L (NH4).SO,4, 0,4 g/L MgSO4 x
7H,0 Y 0,056 g/L KH,PO4, pH ajustado a 1,6 con H,SO,) y 2 g/L de Fe(ll) (como sulfato
de Fe(ll)). Los frascos fueron incubados y mantenidos en un shaker a 30°C con
agitacion de 100 rpm. Los experimentos se realizaron en duplicado.

Para el caso del experimento de biolixiviacion de calcopirita con S. acidophilus se
utilizé 14 matraces estériles de 250 mL, con 0,5 g de calcopirita, 100 ml de medio MC
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previamente esterilizado, 2 g/L de Fe(ll) y 0,02% de extracto de levadura. Los frascos
fueron incubados en un shaker a 45°C con agitacion de 100 rpm. Los experimentos se
realizaron en duplicado.

En ambos experimentos, los frascos fueron monitoreados dos veces por semana,
durante 4 semanas, midiéndose el pH, Eh, Fe(ll), Fe total, sulfato en solucion, y cobre
para lo cual se tomaron muestras de 3 mL, obteniéndose un total de 8 muestreos.
Ademas, en cada medicidn se retir6 un matraz y su duplicado para cuantificar los
precipitados de fierro y el andlisis de la poblacién bacteriana en solucion y asociado al
mineral por medio de la técnica de tincion con DAPI.

Ademas, para determinar la actividad bacteriana de S. acidophilus en presencia
cobre, se dispuso de 5 matraces estériles de 200 mL, cada uno con 50 mL de medio
MC estéril, 2 g/L de Fe (Il) (como sulfato ferrico), 0,02% de extracto de levadura y
concentraciones de cobre (como sulfato de cobre) con concentraciones de 0, 200, 250,
300 y 400 mg/L. Los frascos fueron monitoreados por 144 horas, midiéndose el Eh y
controlando el pH en 1,6.

Por ultimo, se realizdé un experimento con diferentes concentraciones iniciales de
ion ferroso para estudiar su influencia en la disolucién de calcopirita en presencia de S.
acidophilus. Para el experimento se utilizo 6 matraces estériles de 250 mL, cada uno
con 100 mL de medio MC estéril, 0,02% de extracto de levadura y concentraciones de 2
g/L, 1 g/L y sin ion ferroso inicial. Los frascos fueron monitoreados durante 648 horas,
midiéndose el cobre en solucion, verificando Eh y ajustando el pH entorno a 1,6. Los
experimentos se realizaron en duplicados.

2.2 ANALISIS QUIMICOS REALIZADOS A LAS MUESTRAS DE
BIOLIXIVIACION

2.2.1 DETERMINACION DEL FIERRO EN SOLUCION

Materiales y Equipos

e Espectrofotbmetro UV marca Agilen
e Fluoruro de Sodio

e Hidroxilamina

e o-fenantrolina
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2.2.1.1 Cuantificacion del ion Fe(ll) en solucion

e Tomar 0,1 mL de muestra diluida hasta una concentracion de 100 ppm de
Ferroso.

e Agregar 0,4 mL de solucion de Fenantrolina. Agitar.

e Agregar 2 mL de agua destilada. Agitar.

e Leer absorbancia a 510 nm

2.2.1.2 Medicion de Fierro Total

e Tomar 0,1 mL de muestra diluida hasta una concentracion de 100 ppm de
Ferroso.

e Agregar 0,1 mL de Hidroxilamina. Agitar.

e Agregar 0,4 mL de solucién de Fenantrolina. Agitar.

e Agregar 1,9 mL de agua destilada. Agitar.

e Leer absorbancia a 510 nm.

2.2.1.3 Determinaciéon de Fe (Il) en solucion con alto contenido de Fe (llI)

Tome 0,1 mL de muestra sin diluir.

Agregue 1 mL de solucién NaF 0,5M. Agitar.
Agregue 0,4 mL de solucion de Fenantrolina. Agitar.
Agregue 1 mL de agua destilada. Agitar.

Leer absorbancia a 510 nm.

2.2.2 DETERMINACION DEL FE (IlI) PRECIPITADO
Materiales y Equipos

Acido clorhidrico (HCI) 5N
Espectrofotdmetro UV marca Agilen
Fluoruro de Sodio

Hidroxilamina

o-fenantrolina

2.2.2.1 Tratamiento de la solucién
e Tomar 2 mL de muestra

e Aforar a 20 mL de HCI 5N
e Incubar a 60°C por 30 minutos con agitacién
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e Medir el fierro segun lo indicado en la seccién 1.2.1.2 (medicidn de fierro total)

2.2.2.2 Tratamiento del mineral

e Filtrar todo el contenido del matraz

e Romper el papel filtro y lavarlo con 50 mL de HCI, con el fin de recuperar la
calcopirita en un recipiente.

e Incubar a 60°C por 60 minutos con agitacion

e Enfriar y recuperar la solucion filtrando.

e Aforar a 100 mL con agua destilada

e Medir el fierro segun lo indicado en la seccién 1.2.1.2 (medicion de fierro total)

2.2.3 DETERMINACION DEL SULFATO EN SOLUCION POR TURBIDIMETRIA.
Materiales y Equipos

o BaC|2 X H,O

e NaCl 240 g/L en solucién de HCI al 0,3%
e Agua desionizada

e Espectrofotometro UV marca Agilen

e Glicerina 1:1 filtrada

Método
Eliminacion del Fe en solucion:

e A 3 mL de la muestra agregar 800 pL de KOH al 10%. Agitar y dejar reposar por
30 minutos

e Filtrar la muestra para eliminar el precipitado.

e Lavar el filtro con agua desmineralizada hasta completar 20 mL.

e Aforar a 25 mL con agua desmineralizada.

e Ajustar el pH de la solucién a 1,6 utilizando HCI.

Medicion del Sulfato:

e En un matraz aforado de 50 mL agregar 2 mL de muestra tratada anteriormente.
e Agregar 5 mL de glicerina 1:1. Agitar.

e Agregar 2,5 mL de NaCl 240 g/L. Agitar.

e Aforar a 50 mL con agua des-ionizada. Agitar.

e Agregar 0,15 g de BaCl, x H,0O. Agitar durante 1 min y dejar reposar por 1 min.
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e Leer absorbancia a 500 nm.

2.2.4 DETERMINACION DE COBRE EN SOLUCION

Mediante la técnica de absorcién atomica, en el espectrofotdmetro de absorcion
atomica 1100B Perkin-Elmer, se analizé las muestras para determinar el cobre presente
en la solucion lixiviante.

2.3 ANALISIS BIOLOGICOS REALIZADOS A MUESTRAS DE

BIOLIXIVIACION

2.3.1 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE ADHERENCIA DE UN CULTIVO

Materiales y Equipos

e Concentrado de calcopirita

e Inoculo de bacterias

e Camara de recuento de células Petroff-Hausser de 0,02 mm de profundidad.
e Microscopio de contraste de fases, marca Nikon modelo Labaphot.

Método

Para determinar la capacidad de adherencia a la calcopirita de las bacterias A.
ferrooxidans y S. acidophilus, se realizé un experimento utilizando un matraz de 50 mL,
con un volumen de 25 mL de medio MC, 0,25 g de calcopirita y un inéculo de bacterias.

Se determiné la concentracion inicial de bacterias en la solucién con el mineral
concentrado, para luego llevar el matraz a un agitador de 30 y 45°C para el cultivo
mesofilo y termdfilo moderado respectivamente, y se mantuvieron ahi hasta el final de la
experiencia. Para determinar la capacidad de adherencia se realiz6 un conteo de las
células en solucién, extrayendo 8 pL de la solucién, y cargandolos en una camara de
conteo Petroff-Hausser y contando las células de la muestra en un microscopio de
contraste de fases.

Los conteos se realizaron en el momento inmediatamente posterior al contacto
con el mineral, es decir, en el tiempo cero, y cada 15 min hasta completar los 60 min, y
luego cada 30 min hasta completar los 120 min de experiencia. Los experimentos se
realizaron en duplicado.
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2.3.2 CUANTIFICACION DE LAS BACTERIAS POR TINCION cON DAPI
Materiales y Equipos

¢ Diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)

e Filtro policarbonato, con tamafio de poro de poro de 0,2 um

e Formahaldeido al 37%

e Microscopio de Epifluorecencia, marca Zeiss, equipado con los filtros de 365 nm
y 546 nm.

e Camara fotografica Nikon, modelo coolpix 4500, 4 megapixeles.

2.3.2.1 Protocolo para el tratamiento de las células en suspension

Traspaso de células desde una suspensién a un soporte

Esta etapa del protocolo permite traspasar las células suspendidas en la solucién
a un soporte, que en este caso es un filtro de policarbonato.

1. Fijacién celular de 5 mL de suspensién con al menos 8*10°cel/mL (4*10°cel
totales) con formahaldeido al 4% por 1 hora en hielo.

Filtrar en membrana de policarbonato.

Tefiir con DAPI 1 pg/mL.

Colocar una seccion de filtro sobre el portaobjeto.

Cubrir la seccion de filtro con Mountant (5,5 partes de Citifluor, 1 parte de
VectaShield, 0,5 partes de 1x PBS con DAPI concentracion final 1 pg/mL)
Colocar un cubreobjeto sobre el filtro, y agregar una gota de aceite de cedro.
Evaluar las secciones de filtro, utilizando un microscopio de epifluorescencia con
un aumento de 1000x (objeto 100x y ocular 10x) y filtro de luz UV con una
longitud de onda 365 nm.

akrowpd

N o

2.3.2.2 Protocolo para el tratamiento de las células adheridas al mineral

Fijacion de las células

Esta etapa del protocolo permite que las células adheridas al mineral se fijen al
soporte.

1. Lavar el mineral 5 veces con el medio de cultivo MC.

2. Incubar el mineral en 5 mL de PBS 1x con formahaldeido al 4% por 1 hora en
hielo.

3. Teiiir una porcion del mineral con DAPI 1 pg/mL.
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4. Traspasar el mineral a un portaobjetos.

5. Cubrir el mineral con Mountant (5,5 partes de Citifluor, 1 parte de VectaShield,
0,5 partes de 1x PBS con DAPI concentracion final 1 pg/mL).

6. Colocar el cubreobjeto sobre el mineral, y agregar una gota de aceite de cedro.

7. Utilizar un papel blanco bajo el portaobjeto para facilitar la observacion de las
bacterias sobre el mineral.

8. Evaluar el mineral, utilizando un microscopio de epifluorescencia con un aumento
de 1000x (objeto 100x y ocular 10x) y filtro de luz UV con una longitud de onda
365nm.

2.4 TRATAMIENTO Y ANALISIS MATEMATICOS DE LOS DATOS

EXPERIMENTALES

2.4.1 ADHERENCIA BACTERIANA SOBRE CALCOPIRITA

El conteo de las bacterias presente en el medio de cultivo se realizd con la
Camara de recuento Petroff-Hausser en un microscopio de contraste de fase. El
promedio de estas bacterias corresponden a las Bactconiadas, CON las cuales se determina
las bacterias totales de acuerdo a las ecuaciones 19 y 20 cuando se realiza el conteo
en el cuadrado grande o chico de la camara de recuento, respectivamente.

Bact{otales = Bactfontadas . 2. 107 - Vygpa Ec. 19
Bact{o®@les — Bact{ontadas . 1 2510 - Vygpa Ec. 20

El porcentaje de las bacterias adheridas para todos los tiempos estudiados, se
determina mediante la ecuacion 21.

Bact:gtgles_Bactgotales
totales
Bact;2

% Adherencia = -100 Ec. 21

2.4.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS PARA EL PROCESO DE BIOLIXIVIACION

Los datos obtenidos para las mediciones de fierro y cobre se ajustaron a la
concentracion real, correspondiente a la incorporacion de lo que se ha eliminado al
tomar las muestras, mediante las ecuaciones 22, 23, 24y 25.

real
[Cu+2](t) ‘Vmuestra

[Cu*?liety = [cuIRegit + =22

Viotal
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real
[Fe+2 ] ® ‘Vimuestra

[Fe*2]{h) = [Fe 2] + —— Ec. 23
otal real
total]€al  _ total|medido [Fe'®* ](t) Vmuestra
[Fetotal] 1) = [Fetotal] 1) - Ec. 24
[Fetotal]real — [Fe+2]real + [Fe+3]real EC. 25

El célculo tedrico del porcentaje de recuperacién de cobre a partir de la
calcopirita inicial se muestra en la siguiente ecuacion.

0 [Cu*?] i Veotal
% Cobre recuperado = ——2——-100 Ec. 26
Masa Cuggia]
En cuanto al sulfato medido en solucion, se debe agregar el sulfato eliminado al
tomar la muestra y considerar el sulfato que contiene la solucién proveniente del medio
MC.

SO i o - SO i’ reil 'Vmues ra
(50525 = 5072t + L0y 0 Vs

Ec. 27
Viotal

Con el fin de comparar la extraccion de fierro con el fierro que deberia lixiviarse
de acuerdo a la composicion de la calcopirita, se determina el fierro total tedrico a partir
del cobre lixiviado segun la ecuacion 28.

total teérico — 2+lixiviado , PA (Fe)
Fe = Cu — Ec. 28
PA (Cu)

2.4.3 CUANTIFICACION DE BACTERIAS EN LA SOLUCION LIXIVIANTE Y ASOCIADO

AL MINERAL

El ajuste matematico realizado a los datos obtenidos de la cuantificacion de las
bacterias se realiz6 agregando las células eliminadas al momento de tomar la muestra,
segun la ecuacion 29.

Bactl°tles = Bactfotales . v 4 Yi=t=1(Bactiotles . yo,) Ec. 29

Para determinar la poblacidén bacteriana asociada al mineral, se debe determinar
la superficie total disponible para el crecimiento bacteriano (Awiw). Para esto, se
determina el area promedio de las particulas de mineral evaluandolas en el microscopio
de epifluorescencia equipado en una gradilla del ocular de 1 mm? con divisiones
internas cada 1 um. Se asume que el area promedio corresponde a un circulo (Acirculo) Y
se despeja su radio (r), desde la ecuaciéon 30, el cual corresponde al radio de la esfera.
Obtenido el radio promedio, éste se utiliza para calcular el volumen promedio (Vestera)
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utilizando la férmula 31. Finalmente, con la ecuacion 32, se determina el area total
disponible (Awtal)-

Acireulo =T r? Ec. 30
_4 3
Vostera = 3 T Ec. 31
m L 4112
Atota] — calcopirita | T EC 32

P calcopirita Vestera

La cantidad de bacterias totales se determina por la cuantificacion de las
bacterias por unidad de area promedio la cual se multiplica por el area total disponible.

2.4.4 MODELO DE NUCLEO SIN REACCIONAR

El analisis de la cinética de extraccion de cobre, se realizO mediante el modelo
de Ndcleo sin reaccionar para particulas esféricas de tamafio constante en reacciones
sélido-gas, donde en este caso, corresponde a la reaccién entre iones disueltos y
sélido. Este modelo permite predecir la conversion del sélido en funcion del tiempo
dependiendo de la etapa controlante de la velocidad (Levenspiel O., 1993).

El modelo considera que durante la reaccion se presentan sucesivamente las
siguientes cinco etapas:

1. Difusién de los reactivos lixiviantes hasta la superficie del solido a través de la
pelicula del fluido que le rodea.

2. Difusion de los reactivos lixiviantes a través de la capa de ceniza hasta la
superficie de reaccion.

3. Reaccion de los reactivos lixiviantes con el solido en la superficie de reaccion

4. Difusion de los productos formados a través de la capa de ceniza hacia el
exterior del solido.

5. Difusion de los productos de reaccion hasta el seno del fluido.

Las ecuaciones de conversidbn para particulas esféricas segun la etapa
controlante se muestran a continuacion:

a. Difusién a través de la ceniza:
%: 1-3(1=Xp)?3 +2(1—Xz) Ec. 33
pp R
6:b"DCaq
b. Reaccién quimica:
t

-=1-(1-Xp)3 Ec. 34

T

donde Tt =

donde T =

pp R
b-KsCag
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Los parametros de las ecuaciones son los siguientes: pg corresponde a la
densidad molar del sdlido a lixiviar, b constante estequimétrica de la calcopirita, Kk,
coeficiente de transferencia de masa, D. coeficiente de difusion en la ceniza y Cgq
concentracion del reactante en la superficie del mineral.

La conversion alcanzada por la particula esta dada por:

r 2
Xp=1-(%) Ec. 35

Donde Xg corresponde a la conversion alcanzada por la particula en cierto
instante de tiempo (t). La particula esférica tiene un radio constante durante todo el
proceso de tamafio R. Sin embargo, el radio del nucleo sin reaccionar r. disminuye con
la accion de los agentes lixiviantes en el tiempo. Cundo el nucleo llega a cero, es decir,
a un 100% de conversién el tiempo trascurrido corresponde a 7 el cual depende de la
resistencia que controla el proceso de lixiviacion del mineral.

Para determinar la etapa controlante se grafico las ecuaciones 33 y 34 en funcion
del tiempo, resultando la etapa controlante aguella que mejor se ajusta a una tendencia
lineal, a través de la regresion lineal de los datos.
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CAPITULO 3 RESULTADOS

3.1 ADHERENCIA BACTERIANA EN CALCOPIRITA

Este experimento se realiz6 con el fin de determinar la capacidad de adherencia
de Acidithiobacillus ferrooxidans y Sulfobacillus acidophilus mediante recuento directo
de bacterias totales. Las bacterias fueron contactadas con el mineral de calcopirita
durante 120 minutos. El valor del porcentaje de adherencia de las bacterias
corresponde a la resta de las bacterias iniciales con las bacterias plankténicas, cabe
destacar la posibilidad de la adherencia de las bacterias al matraz, sin embargo, estas
no fueron consideradas en este experimento debido al poco tiempo de duracién del
experimento (2 horas).

La adherencia bacteriana del cultivo con Acidithiobacillus ferrooxidans sobre el
concentrado de calcopirita a 30°C se muestra en la Figura 5. En ella se observa una
concentracion inicial de 4,8-10° bacterias totales, la cual decae bruscamente durante los
primeros 30 minutos hasta una concentracién de 1,5-10° bacterias, que representa una
adherencia de 68,5%. Posteriormente, la adherencia continGa, pero a una tasa menor,
logrando un 83,7% de bacterias adheridas al mineral al final de la experiencia que
corresponde a 8-10% bacterias totales.

& 6E+09 90
S — - 80
= 5,E+09
N r/'/k 0 8
£ 4409 60 g
S
© 3,E+09 \/ 0 2
i A o3
)
Q  2E+09 0 g
® 1,E+09 o S0
.E , * | 10
£ 0,E+00 : : 0
C
@ 0 50 100 150
Tiempo [minutos]
=&—A. ferrooxidans en solucion —#—% A. ferrooxidans adheridas

Figura 5: Recuento de bacterias totales y porcentaje de adherencia de A. ferrooxidans en solucidon
a 30°C durante 120 minutos.
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Por otra parte, la adherencia bacteriana de la cepa Sulfobacillus acidophilus a
45°C sobre el concentrado de calcopirita se muestra en la Figura 6. En la gréfica se
aprecia una concentracion inicial de 1,8:10° bacterias totales, que al cabo de 60
minutos alcanza un porcentaje de adherencia de 76,4%, para finalmente llegar a una
adherencia al mineral de un 86,4% al final del experimento.

c
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8 0,E+00 / : : 0
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Tiempo [minutos]

=——S. acidophilus en solucion —m—% S. acidophilus adheridas

Figura 6: Recuento de bacterias totales y porcentaje de adherencia de S. acidophilus en solucién a
45°C durante 120 minutos.

En la Figura 7 se comparan los porcentajes de adherencia de las dos cepas
estudiadas en el presente trabajo. En ella se observa que la tasa de adherencia,
durante los primeros 60 minutos, es mayor para el caso de la cepa A. ferrooxidans por
sobre S. acidophilus. Sin embargo, al final de la experiencia se logran porcentajes de
adherencia similares.

3.2 BIOLIXIVIACION DE CALCOPIRITA POR ACIDITHIOBACILLUS

FERROOXIDANS Y SULFOBACILLUS ACIDOPHILUS

En los siguientes subcapitulos se muestran los resultados obtenidos para el
proceso de biolixiviacién de Calcopirita por accion de un cultivo de microorganismos
meésofilo, en particular, Acidithiobacillus ferrooxidans y para un cultivo termdfilo
moderado, especificamente, Sulfobacillus acidophilus, con sus respectivos
experimentos controles.
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Durante el proceso de biolixiviacion se monitorearon el cobre lixiviado y sulfato
en solucion. Ademas de los parametros fisicoquimicos tales como Eh y pH, ademas la
concentracion de fierro (II) y fierro total por método de o-fenantrolina. Ademas se
determind el fierro precipitado en la solucién y sobre el mineral mediante la digestion
con acido clorhidrico. Por ultimo, se realiz6 el recuento de bacterias en solucion y
adheridas al mineral por el método de tincion con DAPI.
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=o—At. ferrooxidans —m=S. acidophilus

Figura 7. Porcentaje de adherencia de A. ferrooxidans y S. acidophilus sobre un concentrado de
calcopirita

La recuperacion de cobre desde calcopirita por los distintos microorganismos
estudiados se muestra en la Figura 8. En la Figura 9 se muestra la concentracién de
cobre con los valores ajustados al tiempo inicial. En ella se observa que en los
experimentos incubados a 30°C, ya sean inoculados o sin microorganismos, la
extraccion de cobre tiene un aumento significativo en las primeras 96 horas de iniciado
el ensayo llegando a los 90 ppm, para luego obtener una tasa de disolucion cercana a
cero, y finalmente extraer 110 ppm. Lo anterior podria deberse a que el efecto
observado no corresponde a una biolixivacion y seria mas bien una lixiviacién quimica o
una posible contaminaciéon del experimento control.

Con respecto a los experimentos incubados a 45°C en presencia de S.
acidophilus y en el experimento control, que también se muestra en la Figura 8 y 9, se
aprecia un aumento significativo en las primeras 72 horas alcanzando una extraccion de
cobre de 110 ppm, para luego disminuir la tasa de disolucion obteniéndose 160 ppm de
cobre a las 336 horas. En éste punto se ve claramente una diferencia en las curvas de
extraccion de cobre. Estas diferencias en las velocidades de disolucion de cobre se
aprecian mas claramente en la Figura 10. En la etapa |, que corresponde entre las 72 y
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336 horas, los experimentos poseen una velocidad de extraccion de 0,17[mg/L-hr] con
un R? de 0,98. En la etapa Il, que parte a las 336 horas, se ve como el experimento
control disminuye a una velocidad de 0,13[mg/L-hr] con un R?de 0,92, mientras que el
cultivo con S. acidophilus se aprecia una disminucion mayor alcanzando los
0,038[mg/L-hr] con un R? de 0,78.

400
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Figura 8: Recuperacion de cobre desde calcopirita con S. acidophilus y A. ferrooxidans y sus
respectivos experimentos controles.
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Figura 9: Recuperacién de cobre desde calcopirita con S. acidophilus y A. ferrooxidans y sus
respectivos experimentos controles ajustados a tiempo cero.
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Figura 10: Disoluciéon de cobre a partir de las 72 horas de ensayo para cultivo de S. acidophilus y
experimento control a 45°C

El aumento de la temperatura desde 30 a 45°C tuvo un efecto positivo sobre la
disolucion de calcopirita, al contrario del efecto negativo de la inoculacion de
microorganismos lo que se demuestra en los porcentajes de recuperacion de cobre
mostrados en la Tabla 1.

Tabla 1: Porcentaje de recuperacion de cobre para los cultivos estudiados

Porcentaje de recuperacion de cobre

Cultivo %
Acidithiobacillus ferrooxidans 7,58
Control 30 °C 7,58
Sulfobacillus acidophilus 11,25
Control 45 °C 13,27

En la Figura 11, se observa el efecto del cobre sobre la accion catalitica de S.
acidophilus, mediante el experimento con distintas concentraciones de cobre (como
sulfato de cobre). En ella se observa un aumento del potencial electroquimico en el
cultivo sin cobre desde los 408 hasta los 568 [mV vs Ag/AgCI] en las primeras 24 horas,
hasta alcanzar un potencial de 600 [mV vs Ag/AgCl] a las 48 horas. Por otra parte, en
los cultivos en presencia de cobre se observa una menor tasa de aumento del potencial
que la presentada por el cultivo sin cobre, alcanzando recién a las 120 horas un
potencial de 600 [mV vs Ag/AgCl]. Esto nos permite inferir, que la cepa S. acidophilus
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estudiada en esta investigacion es al menos tolerante hasta una concentracion de cobre
de 400 mg/L, pero requirié de un tiempo de adaptacién a la presencia de cobre.
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Figura 11: Variacion del Eh en presencia de 2 g/L de ferroso y 0,02% de extracto de levadura y
concentraciones de cobre de 0, 200, 250. 300 y 400 mg/L.

En la Figura 12A se muestran los resultados obtenidos para la disolucién de
calcopirita por accion de S. acidophilus bajo distintas condiciones de i6n ferroso inicial,
en la Figura 12B se aprecia mas detalladamente el porcentaje de recuperacion
alcanzado por S. acidophilus. Durante las primeras 192 horas se observa un aumento
hasta una concentracion de cobre aproximada de 130 ppm, sin diferencias entre
concentraciones de ion ferroso inicial. En las siguientes horas se logra mayores niveles
de recuperacion de cobre cuando la concentracion de ién ferroso inicial es de 2 [g/L], lo
que indicaria un efecto positivo de la accién del ion ferroso inicial en la disolucién de la
calcopirita.

La disolucion de azufre como sulfato por disolucion de calcopirita se observa en
la Figura 13 para los cultivos inoculados con A. ferrooxidans y S. acidophilus. Durante
las primeras horas de biolixiviacién se ve un aumento significativo en la concentracion
de azufre, acorde con lo descrito anteriormente con respecto a la recuperacion de
cobre, para ambos microorganismos (Figura 8 y 9). Sin embargo, a las 168 horas se ve
un descenso en la concentraciéon de azufre, siendo este decaimiento mayor para el
caso de A. ferrooxidans, esto se podria deber a una precipitacion de sulfato como
jarosita. En cuanto al cultivo de terméfilo moderado se aprecia una menor disminucion
de azufre con respecto al cultvo a 30 °C. Cabe destacar que los valores de la
concentracion de azufre corresponden so6lo al referido al sulfato en solucion, pues con
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el método utilizado no es posible determinar compuestos intermediarios como
polisulfuros y azufre elemental.
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Figura 12: A: Recuperacidon de cobre desde calcopirita por S. acidophilus bajo diferentes
condiciones iniciales de ién ferroso a 45°C. En B se muestra una amplificacion de A.
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Figura 13: Recuperacién de azufre desde de calcopirita por la acciéon de A. ferrooxidans y S.
acidophilus a 30 y 45 °C respectivamente.

En la Figura 14 se muestra la variacion del potencial electroquimico en el
proceso de biolixiviacién de calcopirita por accion de A. ferrooxidans a una temperatura
de 30°C y su respectivo experimento control. En ella se observa un potencial de 350
[mV vs Ag/AgCl] al inicio del ensayo, indicando que la mayoria del fierro esta en estado
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ferroso, en concordancia con las condiciones iniciales del proceso. En las primeras
horas del monitoreo se observa un aumento en el potencial para luego establecerse en
el tiempo en un valor constante en torno a los 570 [mV vs Ag/AgCl], lo cual indica que el
fierro en solucion se encuentra en su maximo estado de oxidacion (i6n férrico). Cabe
destacar, que la actividad bacteriana se aprecia por la diferencia de potencial entre los
cultivos inoculados y el experimento control. Sin embargo, en el experimento control se
observd un incremento del potencial sobre los 400 [mV vs Ag/AgCI], que se hace
notorio a las 168 horas, llegando a igualar el potencial del cultivo con microorganismos
transcurridos 432 horas que se mantiene hasta el final de la experiencia. Esto es
posiblemente, debido a que el mineral no fue esterilizado inicialmente, produciéndose el
desarrollado de los microorganismos presentes en la calcopirita o por una
contaminacion del cultivo control. Esto seria concordante con que la recuperacién de
cobre en el cultivo mesdfilo y el experimento control fueran similares.
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Figura 14: Variacién del Eh durante el proceso de biolixiviacion de calcopirita por Acidithiobacillus
ferrooxidans a 30°C y su respectivo experimento control.

Las curvas de pH del cultivo con A. ferrooxidans y su experimento control se
muestran en la Figura 15, donde se observa un incremento desde pH 1,7 hasta pH 2,1
en las primeras 96 horas en el cultivo inoculado, lo que se puede deber tanto a un
consumo de protones debido a la oxidacion biologica de ion ferroso a ion férrico
(ecuacion 9) como a una posible oxidacion de calcopirita por oxigeno disuelto (ecuacion
6). Para evitar la formacion de exceso de precipitados, que pasiven el mineral, se
ajusto el pH a un valor de 1,6 a las 96 horas de proceso. A partir de las 264 horas, el
pH tiende a decrecer, lo que indicaria que la oxidacion de azufre elemental a sulfato
(ecuacion 8 y 10) como a la formacién de precipitados de hidréxido férrico, como
jarositas, (ecuacion 18), son mayores que la oxidacién del i6n ferroso y calcopirita.
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Luego, en las horas finales del experimento, se aprecia una estabilizacion del pH lo que
mostraria que la generacidén y consumo de protones se equilibran. En el caso del cultivo
control se observa un comportamiento similar al mostrado por el cultivo con A.
ferrooxidans, no obstante, el incremento en las primeras es menor con respecto al
cultivo inoculado, asociando éste aumento solo a la oxidacion quimica del i6n ferroso.
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Figura 15: Variacion del pH durante el proceso de biolixiviacion de calcopirita por
Acidithiobacillus ferrooxidans a 30°C y su respectivo experimento control.

Como se observa en la Figura 16, al inicio del proceso de biolixiviacion con A.
ferrooxidans el fierro total se encuentra principalmente como i6n ferroso en una
concentracion cercana a los 2300 ppm correspondiente a las condiciones iniciales del
proceso. Transcurrido 96 horas de experimento, la concentracion de ion ferroso decae
llegando a una concentracién de 100 ppm, mientras la concentracion de i6n férrico
aumenta a los 1600 ppm, lo cual es concordante con los valores obtenidos de Eh y pH
a dicho intervalo de tiempo. A partir de éste tiempo el 96% aproximadamente de la
concentracion de fierro total experimental se encuentra como ion férrico; sin embargo,
no se observa un aumento en el fierro total por disolucion de la calcopirita durante el
curso de la biolixiviacion al realizar las mediciones con el método de o-fenantrolina y
digestién con acido clorhidrico. Si bien el método con HCI solubiliza todo el fierro
precipitado, no fue posible solubilizar el precipitado de las paredes del matraz. Se
calculo el fierro total teérico a partir del cobre lixiviado (ecuacién 28), el cual al final de
la experiencia alcanza una concentracion de 2.432 ppm, observandose una diferencia
apreciable de 1.033 ppm con respecto a lo medido experimentalmente. Esta diferencia
es posiblemente debido a la precipitacion del ion férrico como hidréxido de Fe (lIl) y/o
jarositas.
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En la Figura 17 se observa la evolucion de la concentracion de fierro en el
experimento control a 30 °C. Al igual que el caso anterior, el fierro total al inicio de la
experiencia se encuentra principalmente como i6n ferroso, correspondiente a las
condiciones iniciales del proceso. Durante el transcurso del tiempo la concentracion de
ion ferroso disminuye constantemente, hasta alcanzar una concentracion de 60 ppm al
finalizar la experiencia. Con respecto al ion férrico, pasadas las 168 horas de
experimento, la concentracion aumenta progresivamente hasta que el 96% del fierro
total corresponde a ion férrico. La oxidacidon de i6n ferroso a ion férrico en el
experimento control, da cuenta de la contaminacion del frasco del experimento estéril lo
cual es coherente con la recuperacion de cobre y las curvas de Eh y pH obtenidas. Al
igual que el caso del cultivo con microorganismos, se observa una disminucion en el
fierro total, con una diferencia de 1.000 ppm con respecto al fierro total tedrico, producto
de la precipitacion del ion férrico como hidroxido férrico o jarosita.
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Figura 16: Evolucion de la concentracién de fierro en la solucion durante el proceso de
biolixiviacion con A. ferrooxidans.

En la Figura 18 se observa la variacidn del potencial electroquimico en el
proceso de biolixiviacion de calcopirita por accion de S. acidophilus a 45°C. Inicialmente
éste presenta un valor de 350 [mV vs Ag/AgCl], indicando que la mayoria del fierro esta
en estado ferroso, correspondiente a las condiciones iniciales del proceso. Durante las
primeras horas del monitoreo el potencial se eleva hasta los 630 [mV vs Ag/AgCl],
dando cuenta que el fierro en solucion se encuentra en estado de ion férrico,
disminuyendo paulatinamente hasta los 600 [mV vs Ag/AgCl] al final del monitoreo. Por
otra parte, en la Figura 18 se muestra ademas el experimento control, él cual inicia al
mismo potencial del cultivo inoculado, sin embargo, el potencial alcanza un valor menor
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en torno a los 420 [mV vs Ag/AgCl], mostrando que el fierro se encuentra
principalmente como ion ferroso.

3000,00

2500,00

2000,00 :“
——
1500,00 — Fe Total
== Fe ||
1000,00
\ Fe lll
500,00 j == Fe total tedrico
0,00

0 200 400 600 800

Fe [mg/L]

Tiempo [horas]

Figura 17: Evolucion de la concentracion de fierro en la solucion durante el proceso de lixiviacion
en experimento control a 30°C
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Figura 18: Variacion del Eh durante el proceso de biolixiviacion de calcopirita por Sulfobacillus
acidophilus a 45°C y su respectivo experimento control.

A continuacién, se muestra en la Figura 19 la variacién del pH del cultivo
inoculado con S. acidophilus y su control a 45°C, en el tiempo de monitoreo. El pH
inicial del medio basal inoculado es cercano a 2, por lo cual se ajustd, para evitar la
precipitacion de hidroxido férrico, observandose una disminucion y posterior valor
constante en torno a los 1,64, infiriéndose que la generacion y consumo de protones se
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equilibra. A partir de las 408 horas se observa una disminucion del pH lo que implicaria
que la tasa de generacion de protones es mayor que de la de consumo, lo que indicaria
un aumento de la precipitacion de ion férrico en forma de jarosita o hidréxido férrico
(ecuacion 18) como también a la oxidacion biolégica de azufre elemental (ecuacion 10).
En cuanto al experimento control, se observa un comportamiento similar al cultivo
inoculado, sin embargo, a partir de las 408 horas se muestra un aumento en el pH
hasta los 1,86, deduciéndose que la tasa de consumo de H' es mayor que la de
generacion posiblemente a la oxidacion quimica de la calcopirita por oxigeno disuelto
(ecuacion 6) o por el mecanismo de polisulfuro (ecuacion 11) y a una menor
precipitacion de jarositas (ecuacion 18)
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Figura 19: Variacion del pH durante el proceso de biolixiviacién de calcopirita por Sulfobacillus
acidophilus a 45°C y su respectivo experimento control.

En la Figura 20 se observa la evolucion de la concentracion de fierro durante el
monitoreo de la biolixiviacion con S. acidophilus, que al igual que el caso con A.
ferrooxidans, al inicio del proceso de biolixiviacion el fierro total se encuentra
principalmente como ién ferroso, en una concentracién aproximada de 2300 ppm. A las
72 horas se observa un descenso de la concentracion de ion ferroso alcanzando una
concentracion de 90 ppm, simultdneamente la concentracion de ion férrico aumenta
hasta las 1900 ppm lo cual es concordante con el aumento de Eh durante estas horas
(Figura 17). A partir de esta hora aproximadamente el 97% de la concentracion de fierro
total se encuentra como ion férrico. Sin embargo, no se observa un aumento en el fierro
total por disolucion de la calcopirita durante el curso de la biolixiviacion; no obstante, se
ve una diferencia significativa de 700 ppm entre el fierro total medido por el método de
o-fenantrolina y la disolucion con acido clorhidrico. Es mas, al compararlo con el fierro
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total tedrico lixiviado la diferencia aumenta a 950 ppm, asociandose esta diferencia con
el fierro precipitado.
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Figura 20: Evolucion de la concentracién de fierro en la solucion durante el proceso de
biolixiviacién con S. acidophilus.

En la Figura 21 se observa la variacion de la concentracion de fierro en el
experimento control sin microorganismos a 45°C. Inicialmente se aprecia una
concentracion de fierro total y ferroso acorde a las condiciones iniciales del
experimento. Al pasar las horas, la concentracion de ferroso disminuye aumentando asi
la concentracion de i6n férrico, pero en comparacién con el cultivo inoculado, el i6n
ferroso oxidado a i6n férrico es un 80% mayor que el experimento control. Ademas, se
ve una disminucién del fierro total llegando a una concentracién de 1700 ppm, que al
compararla con el fierro total tedrico lixiviado se tiene una diferencia de 570 ppm.

En la tabla 2 se muestra un resumen del fierro precipitado como jarositas en los
experimentos realizados. Esta capa pasivante evitaria el intercambio idnico entre la
solucion lixiviante y el mineral de calcopirita.
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Figura 21: Evolucidn de la concentracion de fierro en la solucion durante el proceso de lixiviaciéon
en cultivo control a 45°C

Tabla 2: Concentracion de fierro precipitado como jarositas en los experimentos realizados

Cultivo Fierro precipitado [mg/L]
Acidithiobacillus ferrooxidans 1.033
Control 30 °C 1.000
Sulfobacillus acidophilus 950
Control 45 °C 570

3.2.1 CUANTIFICACION DE LAS BACTERIAS PLANKTONICAS Y ADHERIDAS A LA

SUPERFICIE DEL MINERAL

A continuacion se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacion tanto de
las bacterias en la solucion lixiviante como de las que se encuentran adheridas en la
superficie del mineral, durante el proceso de biolixiviacion de calcopirita con A.
ferrooxidans y S. acidophilus. La cuantificacion de las bacterias se realizaron en todos
los puntos del monitoreo de las experienciasa.

Para la cuantificacion de las bacterias en la solucion se utilizé tincién con DAPI y
observaciéon al microscopio de epifluorescencia, y se aplico el tratamiento matematico
descrito en la seccion 2.4.3. Por otra parte, para la cuantificacion de las bacterias en la
superficie del mineral también se utilizo tincion con DAPI y observacion al microscopio
de epifluorescencia. Ademas, siguiendo la metodologia de la seccion 2.4.3 se
determind el area promedio de las particulas, su radio y volumen mostrados en la Tabla
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3, para determinar el area total disponible para la adherencia de las bacterias al mineral
que corresponde a 2,6-10*" um?, para 0,5 g de calcopirita (Tabla 4).

Tabla 3: Area, radio y volumen de la particula de calcopirita

Particula promedio Unidad
Area circulo 6,62 um?
Radio esfera 1,45 Mm
Volumen esfera 12,82 um?
Area esfera 26,48 um?

Tabla 4: Propiedades y area disponible de calcopirita

Mineral Unidad
Masa 0,5 g
Densidad 3,93 g/lcm?®
Area total 2,63-10™ um?

Este experimento se realizd con el fin de determinar el comportamiento de las
bacterias al adherirse al mineral y su posible accion lixiviante mediante por el
mecanismo de contacto.

3.2.1.1 Cuantificacion de A. ferrooxidans

a) Bacterias Planktonicas.

En la Figura 22 se muestra la evolucion de A. ferrooxidans en solucion. Se
observa que las bacterias totales en el tiempo cero era de 9,7-10° que equivale a una
concentracion inicial de 9,7-10° bacterias/mL. En el transcurso del tiempo se aprecia un
crecimiento hasta las 432 horas. Cabe destacar que no se considerd la cuantificacion
de la hora 336 debido a que su valor se desvia considerablemente de la tendencia
mostrada durante todo el experimento. Luego del punto de la hora 432 se ve una
disminucion de la tasa de crecimiento hasta el final del experimento.

b) Bacterias adheridas a la superficie del mineral.
En la Figura 23 se observa la evolucién de las bacterias adheridas sobre el

concentrado de calcopirita. En ella se aprecia una disminucién desde 1,3-10% a
7,3-10™ bacterias totales.
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Cabe destacar que esta disminucion se debe principalmente a lo complejo de
realizar el conteo dado la precipitacion de hidréxido férrico o jarositas que se observaba
sobre el mineral. EI mineral de calcopirita al ser expuesto a la luz ultravioleta
resplandece, sin embargo, esto no sucedidé al existir precipitado sobre el mineral
observandose de color negro, por lo que se podria suponer que las bacterias se
encontrarian bajo esta capa pasivante.
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Figura 22: Evolucidn en el tiempo de bacterias A. ferrooxidans en la solucién lixiviante.
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Figura 23: Evolucién en el tiempo de bacterias A. ferrooxidans en la superficie del mineral.
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3.2.1.2 Cuantificacion de S. acidophilus

a) Bacterias Planktonicas

En la Figura 24 se muestra la evolucion de S. acidophilus en la solucion lixiviante
del mineral calcopirita. En ella se aprecia que las bacterias totales inicial es de 6-10%,
con lo que se tiene una concentracion inicialmente era de 6-10%bacterias/mL]. Luego se
observa una disminucion de la poblacion total de bacterias en la solucion hasta un
valor de 1-10'° bacterias a las 264 horas, manteniéndose relativamente constante en
torno a este valor hasta el final de la experiencia. Debido a esta disminucion de la
poblacion no es posible determinar la velocidad de crecimiento maxima pues
claramente no se observo crecimiento.

b) Bacterias adheridas a la superficie del mineral.

En la Figura 25 se muestra la evolucion de la poblacién adherida de S.
acidophilus sobre la superficie del mineral. Se aprecia en la grafica una disminucion
desde 8,8-10' a 6,0-10™ bacterias adheridas al mineral hasta las 432 horas, pues
luego de este tiempo no se observé bacterias en las muestras.

Como se menciond para el caso de A. ferrooxidans, en este caso el precipitado
de hidroxido de fierro impidié observar con claridad el mineral y también las bacterias
adheridas a él. Lo anterior se ve mas claramente reflejado en el caso de S. acidophilus
en las mediciones realizadas en las ultimas horas del experimento donde no se
visualizaron bacterias.
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Figura 24: Evolucién en el tiempo de bacterias S. acidophilus en la solucién lixiviante.
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Figura 25: Evolucidn en el tiempo de bacterias S. acidophilus en la superficie del mineral.

3.2.2 MODELO DEL NUCLEO SIN REACCIONAR

Para determinar la velocidad de reaccién y la etapa limitante en este proceso, se
aplicé el método del nacleo sin reaccionar mediante el analisis del cobre extraido como
conversion de la reaccion de biolixiviacion. Cabe destacar, que se restd la
concentracion de cobre del tiempo cero a todas las concentraciones de los tiempos de
lixiviacion.

En las Figuras 26 y 27 se muestran las graficas de los modelos para las cepas
de A. ferrooxidans y S. acidophilus. En la cual se aprecia que la etapa controlante para
ambos casos es el control por la difusion ya que son las curvas que presentaron un
coeficiente de correlacion (R%) mas cercano a 1, obteniéndose un tiempo de disolucién
total del sdlido (t) de 500.000 y 166.667 horas respectivamente.
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Figura 26: Modelo nucleo sin reaccionar para la biolixiviacion de calcopirita por A. ferrooxidans a

Figura 27: Modelo nucleo sin reaccionar para la biolixiviacion de calcopirita por S. acidophilus a
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CAPITULO 4 DISCUSION

4.1 ADHERENCIA BACTERIANA SOBRE CALCOPIRITA

La capacidad de adherencia de los microorganismos inoculados con A.
ferrooxidans y S. acidophilus, que se muestra en las Figura 7, alcanza para ambos
microorganismos un porcentaje cercano al 84%, lo que representa la alta capacidad
que tendrian estas bacterias para la lixiviacion por el método de contacto. Este método
de lixiviacion permitiria el contacto entre el mineral y las bacterias y por consiguiente la
oxidacion de los sulfuros en la superficie del mineral, debido a la capacidad azufre-
oxidante que poseen ambas cepas. Lo anterior, evitaria una posible pasivacion de la
calcopirita y por ende una mejor disolucion del mineral aumentando asi la recuperacion
de cobre.

4.2 BIOLIXIVIACION DE CALCOPIRITA POR ACIDITHIOBACILLUS
FERROOXIDANS

La tasa de lixiviacion de cobre desde calcopirita no mostré una diferencia
significativa entre el cultivo inoculado con A. ferrooxidans y el experimento control,
segun lo mostrado en la Figura 9. El porcentaje de recuperacion de cobre al final de la
experiencia corresponde a un 7% en ambos experimentos. En experimentos realizados
por Sasaki et al. (2009), se obtuvo un porcentaje cercano al 2% en la recuperacion de
cobre desde calcopirita para el experimento no inoculado, por lo que se esperaria un
porcentaje similar. Lo anterior debido a que el experimento control presenté
contaminacion con microorganismo lo que se ve apoyado por el comportamiento de Eh,
pH y fierro en solucion.

En la Figura 14 se observa un incremento Eh del experimento control por sobre
450 [mV vs Ag/AgCl] a las 336 horas, para luego igualar el potencial del cultivo con
microorganismos. Esto ultimo se explicaria por la contaminacion del cultivo, pues en
condiciones estériles el potencial deberia mantenerse en torno a los 400mV (Bevilaqua
et al. 2002; Sasaki et al. 2009). Mientras, en el cultivo inoculado con Acidithiobacillus
ferrooxidans, se observa un aumento de Eh desde 350 hasta 600 [mV vs Ag/AgCl],
segun lo mostrado en la Figura 14, lo que indicaria que la mayor parte del i6n ferroso se
oxidé al estado de Fe™*.

Con respecto a la evolucion del pH, mostrado en la Figura 15, durante las
primeras 96 horas se incremento desde 1,7 hasta 2,1 en el cultivo inoculado, esto
mostraria la accién fierro-oxidante de A. ferrooxidans, que oxida tanto Fe* como S°, y
que probablemente utilizo el id6n ferroso que era la fuente de energia mas accesible, y
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cuya reaccioén consume H* aumentando asi el pH. No ocurre asi con el azufre, debido a
que este no se encuentra inicialmente disponible y que conlleva generacion de H*. Sin
embargo, pasadas las 264 horas se aprecia que la generacion de protones es mayor
que el consumo lo que se traduce en la disminucién del pH, lo que se podria deber a la
accion azufre-oxidante de A. ferrooxidans al estar disponibles compuestos reducidos de
azufre de la oxidacién de la calcopirita y/o a la generacion de precipitados de jarositas
(segun la ecuacion 18).

En la Figura 16 se muestra el hierro en solucién, donde se aprecia un aumento
del ion férrico en el cultivo inoculado durante las primeras horas del experimento,
mientras que el idn ferroso disminuye hasta concentraciones bajo los 100 ppm, lo que
confirmaria el comportamiento de Eh y pH descritos anteriormente. La oxidacion del id6n
ferroso da cuenta de la actividad fierro-oxidante del indculo de A. ferrooxidans. Mientras
qgue en las primeras horas del experimento control mostrado en la Figura 17, donde no
habria contaminacion, el ién férrico se encuentra en torno a las 20 ppm, sin embargo a
las 400 horas alcanza una concentracion de 1500 [mg/L].

Durante la experiencia no se observé un aumento en el fierro total en solucién
determinado por el método de la o-fenantrolina para ambos experimentos, si no por el
contrario, se vio una disminucion de éste. De igual manera se aprecié una decaimiento
del fierro total, cuando se analizé por el método de la digestién con &cido clorhidrico, lo
qgue deberia disolver el fierro precipitado, lo cual no ocurri6 pues se observo un alto
nivel de precipitado en el matraz que no pudo ser disuelto por el HCI. Por lo tanto, fue
necesario determinar el fierro total tedrico lixiviado a partir del cobre lixiviado, que es
liberado en forma de i6n ferroso. Con este dato fue posible determinar que el
precipitado fue de aproximadamente 1000 mg/L, que corresponde al 40% del fierro total
tedrico lixiviado, tanto en la lixiviacion quimica como la biolégica. Esto ultimo es
coherente con la contaminacion del experimento control.

La jarosita precipitada sobre la superficie del mineral interrumpiria la biolixiviacion
de calcopirita (Sasaki et al. (2009)). Cabe destacar, que se han reportado andlisis a los
residuos de la biolixiviacién de calcopirita con A. ferrooxidans por difraccion de rayos X
detectandose que la composicion correspondia a patrones de potasio jarosita, amonio
jarosita y azufre elemental (Bevilaqua et al. (2002)) (Sasaki et al. (2009)). Sin embargo,
no se puede afirmar que estos residuos sean los que se presentaron en este
experimento de biolixiviacién, ya que la composicion de las jarositas depende de las
condiciones experimentales (Sasaki et al. (2009)).

Cabe destacar, que al evaluar los parametros fisicoquimicos y las
concentraciones de fierro en solucion del experimento control, se podria deducir que las
bacterias se encontraban en una baja concentracién al inicio del experimento, y dado
gue se contaba con las concentraciones de ion ferroso necesario para el crecimiento de
la poblacién bacteriana, fue posible el aumento del nUmero de bacterias capaces de
oxidar el ion ferroso y elevar el valor de Eh a 570 [mV vs Ag/AgCl].
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4.3 BIOLIXIVIACION DE CALCOPIRITA CON MICROORGANISMO
SULFOBACILLUS ACIDOPHILUS

La disolucién de calcopirita para los cultivos incubados a 45°C, mostrado en la
Figura 9, presentan un comportamiento similar hasta las 336 horas, alcanzando para
ambos experimentos un porcentaje de recuperacion de cobre de un 10%. A partir de
este tiempo, en el cultivo inoculado disminuye la velocidad de disolucion de cobre de
0,169 a 0,0378 [mg-L*hr'] (Figura 10) alcanzando al final de la experiencia un
porcentaje de recuperacion de 11%, mientras que el experimento abidtico mantuvo su
tasa de recuperacion de cobre (0,1315 [mg-L*hr?], Figura 10) alcanzando un 13% de
recuperacion. Cabe destacar que en este experimento control no hubo indicios de
contaminacion dado que los valores de Eh mostrados en la Figura 18 se mantuvieron
en torno a los 420 mV, mientras que el cultivo inoculado con Sulfobacillus acidophilus,
alcanza los 630 [mV vs Ag/AgCI], manteniéndose en este ultimo caso, la condicion de
méaximo estado de oxidacion del fierro durante el transcurso de la biolixiviacion de
calcopirita.

Por lo cual, una de las posibles razones de la mayor tasa de recuperacion de
cobre del experimento control sobre el cultivo con S. acidophilus es que la disolucion de
calcopirita se favoreceria a bajo potencial electroquimico, lo que corresponde a una
apropiada razén de Fe*}/Fe*? que se logra con una concentracién de ferroso alta
(Hiroyoshi et al. (2001)) (Xia et al. (2010)), lo cual es alcanzado por el experimento
control (420 [mV vs Ag/AgCI]) no asi por el cultivo con S. acidophilus (620 [mV vs
Ag/AgCl)). Lo anterior demostraria que a potenciales bajos la lixiviacion de calcopirita es
favorecida, mediante el mecanismo descrito en las ecuaciones 13 y 14, mientras que a
potenciales mayores la velocidad de recuperaciéon de cobre es mas lenta y es descrita
por la oxidacién férrica mostrada en la ecuacion 5. Se podria inferir entonces, que el
mecanismo de lixiviacion podria depender del potencial redox del sistema.

Otra explicacion para lo sucedido, podria deberse a la mayor formacion de
precipitados, que se puede evidenciar por el comportamiento del pH. En la Figura 19 se
observa el aumento de pH de 1,6 a 1,76 en el cultivo inoculado, lo que se deberia a la
oxidacion de i6n ferroso a i6n férrico por la capacidad fierro-oxidante de S. acidophilus.
Sin embargo, la tendencia del pH cambia, comenzando el descenso hasta alcanzar un
valor de 1,6 al final de la experiencia, lo que indicaria que a partir de las 200 horas, la
generacion de protones es mayor que su consumo. Esto podria deberse tanto a la
capacidad azufre-oxidante de S. acidophilus (ecuacién 10) como a la generacién de
precipitados que estarian pasivando el mineral (ecuacion 18). En el experimento
control, al igual que en el cultivo inoculado, el pH se ajusté a 1,6; por lo tanto, el
aumento observado durante las primeras 168 horas se debe a la oxidacion quimica del
ion ferroso mediado por oxigeno disuelto y también a una posible oxidaciéon de
calcopirita. Sin embargo, el cultivo control cambia su tendencia a las 408 horas, lo que
indica que el consumo de protones, es mayor que la generacién lo que se deberia a
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una oxidacion quimica de la calcopirita por accion del oxigeno disuelto o por el
mecanismo del polisulfuro (ecuacion 6, 11 respectivamente) y de la temperatura de
operacion utilizada de 45°C.

En la Figura 20, se muestra el comportamiento del fierro en solucion y en ella se
ve una tendencia clara de precipitacion de fierro, que corresponderia a jarositas (Ding et
al. 2007), debido a esto no se observdo aumento en el fierro total por disolucién de
calcopirita. En la Tabla 2 se muestra los valores de precipitado de fierro observandose
que el cultivo con S. acidophilus es 1,7 veces mayor que el experimento control. Lo que
se ve respaldado por lo reportado, en que el idn ferroso juega un papel importante en el
proceso, mediante el equilibro de la composicion de la solucién lixiviante, y actuaria
retrasando la precipitacion de iones férrico como jarosita, la nucleacion de la superficie
del mineral y por ultimo la pasivacion del mineral (Cérdova et al. (2008)). Con respecto
al fierro en solucion del experimento control (Figura 21) se aprecia un aumento del i6n
férrico en torno a las 500 ppm, que se podria explicar por el mecanismo de reacciéon a
potenciales electroquimicos bajos (<450 mV]) donde la calcopirita se reduce por accion
del ion ferroso formando calcosina (Cu,S) e i6n férrico. Este ultimo puede oxidar tanto a
la Cu,S como a la calcopirita, lo que explicaria su posterior disminucién (Hiroyoshi et al.
(2001)).

La accion fierro-oxidante de S. acidophilus logré una alta velocidad de oxidacion
del i6n ferroso a i6n férrico, lo que provoco el alto valor de Eh en la solucién. Lo que
permitiria inferir que en este caso la lixiviacion de calcopirita ocurriria por el mecanismo
indirecto. Sin embargo, este experimento alcanz6 valores mas bajos de recuperacion de
cobre que el experimento control, por esto se podria inferir que en ambos experimentos
ocurri6 oxidacién quimica de la calcopirita, pero debido a que en el experimento
inoculado las bacterias actuaron como nucleo de precipitacion del i6n férrico se generé
finalmente una menor tasa de recuperacion de cobre comparada con el experimento
abiotico.

Por otra parte, Watling et al. (2008) reportaron que S. acidophilus es una especie
particularmente sensible a cobre, tolerando concentraciones no mayores a los 300
[mg/L], sin embargo, dicha concentracion es supera en el experimento a partir de las
336 horas (Figura 8), por lo que se podria suponer que la bacteria deja de cumplir su
funcién catalitica. No obstante, en los experimentos realizados se ve observa que la
cepa utilizada se encuentra activa al estar oxidando el i6n ferroso a i6n férrico, que se
refleja tanto en el potencial electroquimico como en el comportamiento del fierro en
solucion. Por lo cual, para confirmar su tolerancia al cobre, se realizo la medicion del Eh
a diferentes concentraciones de cobre que se muestran en la Figura 11 y que permite
inferir que esta cepa se encuentra activa incluso en concentraciones de 400 [mg/L] de
cobre, al ser capaz de elevar el Eh sobre los 600 [mV vs Ag/AgCI].

Con respecto a recuperacion de cobre para las distintas concentraciones de ion
ferroso inicial se mostré un aumento similar en las primeras 192 horas alcanzando un
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porcentaje de recuperacion de un 9% para los tres casos estudiados; sin embargo, a
partir de este punto se ve un incremento de la recuperacion de cobre al aumentar la
concentracion de ion ferroso inicial desde 0, 1y 2 [g/L] con porcentajes de recuperacion
de 11,7%; 12, 3% y 12, 8% respectivamente. Por lo cual se observa un efecto positivo
el aumento de la concentracion de ion ferroso inicial.

Por otra parte, la mayor velocidad de lixiviacion que presentan los cultivos
incubados a 45°C sobre los cultivos a 30°C, se deberia principalmente a dos razones: la
primera es la dependencia de Arrhenius en la velocidad de reaccion con respecto a la
temperatura y la segunda corresponde al mayor porcentaje de precipitacion que
presenta el cultivo incubado a 30°C sobre el cultivo a 45 °C, correspondiendo a un 40%
del fierro total tedrico versus un 37% respectivamente. Esto Ultimo se deberia a que el
pH del cultivo de A. ferrooxidans en las primeras 96 horas se eleva a 2,1 favoreciendo
la formacion de precipitacion de fierro en forma de hidroxido de fierro o jarositas,
mientras que en los experimentos incubados a 45 °C el pH permanecié bajo 1,75.

Con respecto al comportamiento de la extraccion de azufre con los
microorganismos estudiados, mostrado en la Figura 13, se aprecia un aumento durante
las primeras 168 horas de operacion, para luego disminuir hasta los 120 [mg] en el
caso de S. acidophilus mientras que con A. ferrooxidans se ve un decaimiento hasta los
80 [mg]. Esta diferencia en el comportamiento podria tener dos posibles explicaciones:
una de ellas se deberia al hecho que el método utilizado para medir el azufre extraido
corresponde al azufre en estado de sulfato y no a estados de oxidacion intermedios
como los seria Sg, S»? que podrian formarse segin el mecanismo de polisulfuro
propuesto por Sand (2001). Otra explicacion, tiene relacidon con la composicién quimica
de la capa de pasivacion formada en la superficie del mineral como la jarosita, que
contiene sulfato. Como se menciond anteriormente el precipitado del cultivo mesofilo
fue mayor que en el cultivo terméfilo moderado por lo cual se explicaria el mayor
descenso del azufre extraido que fue detectado. Por ultimo, una explicacion para que el
azufre extraido no haya aumentado, seria la baja capacidad azufre-oxidante de las
cepas estudiadas, produciéndose la acumulacion del azufre en la superficie del mineral,
lo que conllevaria a un capa pasivante que impediria la lixiviacion del mineral.

4.4 CUANTIFICACION DE LAS BACTERIAS EN LA SOLUCION LIXIVIANTE
Y EN LA SUPERFICIE DEL MINERAL

El comportamiento de la poblacién bacteriana en el cultivo inoculado con A.
ferrooxidans, mostrado en la Figura 22, presenta un aumento en la solucion lixiviante
durante las primeras 246 horas, lo que se deberia a la capacidad fierro-oxidante del
microorganismo debido a las condiciones iniciales impuestas. Por otra parte, el aumento
de las bacterias adheridas al mineral, segun lo mostrado en la Figura 23, desde un valor
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inicial cercano a cero a un valor de 1,2-10* en las primeras 96 horas de experimento
demostraria la capacidad de adherencia que presenta esta cepa. Sin embargo, durante
el transcurso de la experiencia se ve una disminucion de esta, lo cual se deberia a que
las células quedan tapadas por la precipitacion de fierro como hidroxido férrico o
jarositas, lo que impedia la visualizacion del mineral en su totalidad por medio de la
tincion con DAPI.

Por otra parte, en el caso del cultivo con S. acidophilus no se aprecia un
crecimiento de la poblacion bacteriana en la solucion lixiviante (Figura 24), a pesar de la
capacidad fierro-oxidante de este microorganismo. Esto se refleja en el comportamiento
del fierro en solucion descrito anteriormente. Al igual que la cepa anterior, el recuento
de la poblacion adherida al mineral disminuy6 en el tiempo (Figura 25).

Si bien los experimentos para determinar las bacterias adheridas al mineral
durante el transcurso del proceso de biolixiviacion no permitieron determinar el nimero
exacto de bacterias, si permitid corroborar la existencia de este precipitado lo que es
concordante con la coloraciébn amarilla observada desde la primera muestra tomada a
las 72 horas. Esta precipitacion imposibilitaba la difusién de iones desde la solucion
lixiviante al mineral y desde el mineral a la solucién lixiviante.

El andlisis del modelo de nucleo sin reaccionar al proceso de biolixiviacion de
calcopirita tanto al cultivo inoculado con A. ferrooxidans como con S. acidophilus,
mostrados en la Figura 26 y 27 respectivamente, dio como resultado que la etapa
controlante es probablemente la difusion de los productos de la reaccién o cenizas. El
modelo que mejor se ajusta al caso del cultivo mesdfilo, es el control difusional, sin
embargo, no se puede concluir pues el valor del coeficiente de correlacion no alcanza
un valor alto de representatividad con solo un R? de 0,66 por sobre un R? de 0,5 para el
caso de control por la reaccién quimica. Por otra parte, para el caso del cultivo termdfilo
moderado probablemente también la etapa controlante corresponde al control
difusional, pese a que no se alcanza un valor cercano a 1 en el coeficiente de
correlacién, pero que al repetir el proceso se obtuvo un valor de R? mayor a 0,9, lo que
da indicios de que la etapa controlante probablemente corresponderia a la difusién en la
ceniza, cabe destacar que debido a que la representatividad del control por la reaccién
quimica es menor que 0,8 no se puede afirmar que el modelo corresponderia a un
control mixto de la reaccion.

El tiempo requerido para la disolucion total de la calcopirita es de 20.833 y 6.944
dias para el cultivo inoculado con A. ferrooxidans y S. acidophilus respectivamente. Por
lo que se deduciria que la biolixiviacion se ve favorecida por la inoculacién de éste
microorganismo termdéfilo moderado; sin embargo, como se ha descrito anteriormente,
la biolixiviacién fue menos efectiva que la lixiviacibn quimica, a pesar de que estos
organismos se encontraban activos realizando su accion catalitica sobre el ion ferroso,
producto de la alta precipitacion de jarosita sobre el mineral impidiendo el intercambio
de los reactivos lixiviantes al mineral. Sin embargo, lo anterior permitiria concluir que la
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alta temperatura del la biolixiviacion es la causante de la mejoria en la recuperacion de
cobre desde calcopirita y no S. acidophilus al incrementar la temperatura desde los 30
hasta los 45 °C.

4.5 CONSIDERACIONES FINALES

La biolixiviacion de calcopirita por microorganismos termofilos moderado
presenta un rendimiento mayor por sobre los microorganismos mesofilos estudiados, en
cuanto al tiempo de disolucion total del mineral (t) y al porcentaje de recuperacion de
cobre. El t obtenido de la aplicacién del modelo de ndcleo sin reaccionar para las cepas
estudiadas fue de 20.833 y 6.944 dias para A. ferrooxidans y S. acidophilus
respectivamente. Ademas, con ambas cepas la etapa controlante fue la difusién en las
cenizas o productos de la reaccion. Con respecto al porcentaje de recuperacion de
cobre, A. ferrooxidans alcanzé un porcentaje de 7,3%, lo cual es concordante con
resultados obtenidos por Sasaki (2009), mientras que el porcentaje correspondiente a
S. acidophilus fue de 11,3%. Estos valores se diferencian considerablemente de los
obtenidos por Marhual (2008), quienes lograron obtener porcentajes de recuperacion en
el orden de 40 y 80% con un consorcio de microorganismos mesofilos y con
Sulfobacillus respectivamente.

Por otra parte, el porcentaje de recuperacion de cobre mediado por S.
acidophilus, alcanzd una recuperacion menor que el 13,3% obtenido en el experimento
control que no fue inoculado con microorganismos. El aumento del valor de Eh sobre
los 600 [mv vs Ag/AgCI] daria cuenta que dicha cepa pudo ejercer su capacidad fierro-
oxidante, oxidando el i6n ferroso disponible por las condiciones iniciales impuestas. Sin
embargo, la alta precipitacion de i6n férrico como hidroxido férrico y/o jarositas desde
las primeras horas monitoreadas, hasta alcanzar una concentracion de 950 [mg/L] al
final de la experiencia, estaria pasivando el mineral. Esto impediria el intercambio i6nico
entre la superficie del mineral y la solucion lixiviante, no permitiendo la disolucion de la
calcopirita por accién de S. acidophilus. Ademas los valores de azufre obtenidos
mostrarian que la capacidad azufre-oxidante estaria siendo atenuada, por lo que los
polisulfuros y azufre elemental que serian generados segun el mecanismo de
polisulfuro (Sand, W. (2001)) no fueron oxidados por S. acidophilus, y se depositan
sobre el mineral generando una posible capa de azufre elemental sobre la superficie de
la calcopirita. El experimento control presenta una menor precipitacion de fierro, del
orden de las 570 [mg/L], por lo cual el mineral se encontraria mas accesible para ser
lixiviado.

Sin embargo, para verificar el efecto que generé la precipitacion del ion férrico
como hidroxido de féerrico y/o jarositas, se realizd6 un experimento adicional en el
laboratorio de biohidrometalurgia (resultados no mostrados en la presente memoria),
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donde se ajusto el valor del pH durante todo el monitoreo con el fin de evitar la
precipitacion de fierro que pasive el mineral. Los resultados obtenidos mostraron una
precipitacion de fierro cercana a las 300 ppm. A pesar del bajo nivel de precipitacion, el
porcentaje de cobre obtenido fue de un 12%, porcentaje similar al obtenido en el
experimento donde solo se ajusto el pH inicial. Esto daria cuenta que el efecto
pasivante no fue un factor tan relevante en la capacidad oxidativa de S. acidophilus
sobre la calcopirita.

Estos resultados también se pueden explicar por el mecanismo de reaccion
propuesto por Hiroyoshi et at. (2000), que sugirié que la disolucién de calcopirita consta
de dos pasos. En el primer paso, la calcopirita se reduce por iones ferrosos y cobre
para formar calcocita (Cu,S) (ecuacion 13), y el segundo paso, la calcocita es oxidada
por el oxigeno disuelto y/o por iones férricos para liberar cobre (ecuacion 14). Cabe
destacar que la suma de ambas ecuaciones da como resultado la ecuacion de
lixiviacion de calcopirita por accion de ion férrico (ecuacion 5). En este mecanismo el ion
cuprico es un catalizador de la reaccién por lo que su aparicion promoveria mayores
tasas de disolucion de calcopirita.

La disolucion de calcopirita por este mecanismo de reaccidon podria verse
favorecida a valores de Eh debajo de un valor critico (<450 mV), es decir, a una
apropiada tasa de [Fe**/Fe*?] (Hiroyoshi et al., 2001). Sin embargo, el sélo supuesto de
un valor de Eh por debajo del valor critico no implica un mayor rendimiento de la
lixiviacion, ademdas se requiere de cantidades suficientes de i6n ferroso y la
disponibilidad de i6n férrico. El i6n ferroso reduce la calcopirita a productos
intermediarios que son mas faciles de oxidar que la calcopirita (Hiroyoshi et al., 2001)
(Vilcaez et al. 2009) (Xia et al., 2010). Mientras que en ausencia de i6n férrico para
oxidar los compuestos intermedios, no es posible la liberacion de cobre.

El mecanismo de reaccion de dos pasos propuesto por Hiroyoshi et al. (2000) y
que aumentaria la eficiencia de recuperacion de cobre, es valido sélo cuando el
potencial redox es lo suficientemente bajo para la formacion de calcocita y lo
suficientemente alto para su posterior oxidacién. Sin embargo, en el experimento con S.
acidophilus realizado se alcanz6 un Eh de 600 [mV vs Ag/AgCI], que corresponde a una
alta concentracion de ion férrico que oxidaria a la calcopirita (ecuacién 5), y una baja
concentracion de ion ferroso por lo que el modelo propuesto no se llevaria a cabo. Por
otra parte, el experimento control a 45 °C alcanzo un potencial electroquimico de 430
[mv] y una concentracion de i6n férrico de 500 [mg/L] lo que permitiria la lixiviacion
guimica segun el mecanismo de dos pasos propuesto por Hiroyoshi et al. (2000). Cabe
destacar que el Eh corresponde a un parametro fisicoquimico de dificil control en
operaciones industriales.

Con respecto a la tolerancia a concentraciones de cobre menor a los 300 [mg/L]
en el caso de S. acidophilus (Watling et al. 2008), este valor es superado a las 240
horas de operacion, por lo que se podria inferir que el cobre inhibiria la accion catalitica
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de este microorganismo, sin embargo, esto no ocurrié pues durante todo el experimento
la bacteria oxid6 el ion ferroso a i6n férrico, lo que se puede ver tanto en el potencial
electroquimico alcanzado como en las concentraciones de fierro en solucion. Ademas
se comprob6 que esta cepa se encontraria activa incluso a concentraciones de 400
[mg/L] de cobre.

Cabe destacar que las cepas estudiadas presentaron una alta capacidad de
adherencia (85% aproximadamente), lo que indicaria que la biolixiviacion podria ocurrir
tanto por el mecanismo por contacto como por el mecanismo indirecto. Sin embargo, al
analizar los resultados obtenidos de la cuantificacion de las bacterias adheridas al
mineral por el método de tincibn con DAPI, se aprecia claramente una tendencia
decreciente de la poblacién bacteriana, la cual se deberia al impedimento de los
microorganismos a actuar sobre los sulfuros, debido a la generacion de hidroxido férrico
y/o jarosita que se depositd sobre el mineral.
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CAPITULO 5 CONCLUSIONES

La cinética de biolixiviacion de calcopirita por accion de Sulfobacillus acidophilus,
microorganismo clasificado como termdfilo moderado, descrito en este trabajo, se
encuentra controlada por la difusion de los productos de la reaccibn o ceniza,
obteniéndose un porcentaje de recuperacion de cobre de un 11,3% y requiriendo de
6.944 dias para la disolucion total del solido disponible.

Por otra parte, la cinética de biolixiviacion del mineral estudiado por accion de
microorganismos mesofilos, particularmente Acidithiobacillus ferrooxidans, descrito en
este trabajo, también se encuentra controlada por la resistencia difusional de los
productos de la reaccion o ceniza y presentdé un menor porcentaje de recuperacion de
cobre y un mayor tiempo de disolucién total del mineral disponible, con un valor de
7,6% y 20.833 dias respectivamente.

A pesar de que en la biolixiviacion con microorganismos terméfilo moderado
obtuvo un rendimiento superior de disolucién de cobre que el cultivo mesofilo, se
concluye que la cepa S. acidophilus no ejercié su accion catalitica sobre la calcopirita,
esto debido a que el porcentaje de recuperacion de cobre obtenido en el experimento
control (13,3%) fue mayor al obtenido con el cultivo inoculado (11,25%).

Una de las explicaciones que afectd la acciéon de S. acidophilus sobre la
calcopirita seria la alta precipitacion del i6n férrico como jarositas sobre el mineral, lo
que impide el intercambio i6nico entre la solucién lixiviante y el mineral. Esta
precipitacion se hizo evidente tanto en las mediciones de fierro, observandose que el
precipitando de hidréxido férrico fue 1,7 veces mas que el experimento control, como al
observar el mineral a través del microscopio en las tinciones con DAPI. Con esta ultima
técnica, se observé una tendencia decreciente en la poblacién bacteriana, tanto en la
solucién lixiviante como en la superficie del mineral, llegando a ser imposible el conteo
de bacterias sobre la calcopirita en las horas finales del experimento.

Estos resultados darian cuenta que los experimentos con S. acidophilus
corresponderian a una lixiviacion quimica y el aumento de éste rendimiento se atribuye
al aumento de la temperatura de 30 a 45°C, lo que aceleraria la reaccion quimica.
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