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INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN EL CRECIMIENTO DE UN
CONSORCIO MICROBIANO Y SU CAPACIDAD BIOXIDATIVA SOBRE EL

HIERRO DE LA CALCOPIRITA

INFLUENCE OF TEMPERATURE ON THE GROWTH OF A MICROBIAN
CONSORTIUM AND ITS BIOXIDATIVE CAPACITY ON THE IRON OF
CALCOPIRITA

Sandra Delgado? y Daladier Castillo?

Resumen

Se determind la influencia de la temperatura sobre el crecimiento microbiano y la biooxidacion
del hierro presente en la calcopirita por un consorcio microbiano. Se trabajo con muestras de
escombreras con calcopirita procedentes de los botaderos de las pilas de lixiviacion de la empresa
minera Southern Peru Copper. Estas muestras fueron sometidas a cultivo de enriquecimiento y a un
subsiguiente cultivo en caldo 9K para obtener el consorcio microbiano biolixiviante como indculo.
Se realizaron 4 tratamientos experimentales a 25, 40, 55 y 70 °C, con una doble repeticion. Cada
tratamiento contuvo el in6culo microbiano, el medio de cultivo 9K y la calcopirita. El tratamiento
que obtuvo una mayor biooxidacion de Fe** y mayor concentracion microbiana fue el tratamiento
experimental de 70 °C. Se determiné estadisticamente que la temperatura no tuvo influencia en el
incremento de biomasa ni en la biooxidacién del hierro de la calcopirita.
Palabras clave: biolixiviacion, biooxidacion, calcopirita, microorganismos biolixiviantes.

Abstract

The influence of the temperature on the microbial growth and the biooxidation of the iron
present in chalcopyrite by a microbial consortium was determined. We worked with chalcopyrite-
rich samples from the tailings of the leach piles of the Southern Peru Copper mining company. These
samples were subjected to an enrichment culture and a subsequent 9K broth culture to obtain the
microbial bioleaching consortium as inoculum. There were 4 experimental treatments at 25, 40, 55
and 70 °C, with a double repetition. Each treatment contained the microbial inoculum, the 9K culture
medium and chalcopyrite ore. The treatment that obtained the greatest biooxidation of Fe?* and the
highest microbial concentration was the experiment carried out at 70 °C. It was statistically
determined that the temperature had no influence on the biomass increase or on the biooxidation of

iron from copper pyrite.

Key words: bioleaching, biooxidation, copper pyrite, microbial bioleaching.

Introduccién

En el Peru la actividad minera es la fuente principal
de ingresos, sin embargo, ésta genera una gran
contaminacion, como es el caso de la explotacién de
sulfuros que puede producir un elevado drenaje acido
de mina, la cual estd siendo afrontada con nuevas
alternativas, como el uso de bacterias biolixiviantes.
Estas se ubican en el mineral de interés mostrando una
adaptacion dnica frente al medio &cido (Quiliche et al.,
2017).

La biolixiviacion es la solubilizacién de metales, a
partir de minerales, bajo la accion de bacterias y es un
método de gran aceptacion para la recuperacion
posterior de los metales (Bosecker, 1997; Olson et al.,
2003; Acevedo & Gentina, 2005; Saavedra & Corton,
2014). Este método es una alternativa econémica para
la recuperacion de metales a partir de sulfuros,

especialmente en depositos de baja ley (Porro et al.,
1988; Rivera et al., 2011) y es ambientalmente
aceptable (Constanza, 2000). Uno de los casos en los
que mas habitualmente se aplica la recuperacion
mediante liviviacion microbiana es para la obtencion de
cobre a partir de la calcopirita (Fu et al., 2008; Dorado
etal., 2012; Krok et al., 2013). La calcopirita (CuFeS;)
es el mineral de cobre méas 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 (Zy et
al., 2000; Bravo, 2016). Es la fuente de cobre mas
abundante en el mundo.

La existencia de importantes recursos de baja ley,
remanentes de la explotacién de minerales, sumado a
los primeros indicios de agotamiento de las reservas
minerales, ha impulsado a los investigadores a buscar
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técnicas rentables y eficientes para la recuperacion de
metales, entre ellos, el cobre. Entre estas técnicas, la
biolixiviacion, un proceso natural de disoluciones,
resulta de la accion de bacterias especificas para extraer
metales de los minerales. El producto que origina es
una solucidn 4cida en donde esta el metal en su forma
soluble (Agudelo et al., 2002). Esta es un proceso
rentable (Ballester et al., 1988). Los microorganismos
asociados a este proceso se clasifican segin la
temperatura a la que se desarrollan de forma dptima en
mesofilos (< 40 °C), termofilos moderados (entre los
40 y 55 °C) e hipertermofilos (entre los 55 y 85 °C)
(Brierley, 2000). En la biolixiviacion intervienen
bacterias mesofilas Acidithiobacillus ferrooxidans, At.
Thiooxidans, Leptospirillum  ferrooxidans vy
Leptospirillum ferrifilium, termofilas moderadas At.
Caldus, Leptospirillum  thermoferrooxidans vy
Sulfobacillus y termdfilas Sulfolobus, Acidianus,
Metallosphaera y Sulfisphaera, entre otras
(Rohwerder et al., 2003).

En el Perl la biolixiviacién es una tecnologia que
esta siendo poco a poco implementada en los diversos
yacimientos mineros (Nagy et al., 2007; Schippers et
al., 2008). En Tacna, en el yacimiento minero de
Toquepala propiedad de la empresa Southern Peru
Copper se estdn dando los primeros pasos en las
técnicas de biolixiviacion estando aln en la etapa de
experimentacion en laboratorio.

En un proceso de biolixiviacién es importante el uso
de consorcios nativos (Saavedra & Corton, 2014). El
microorganismo presente en el consorcio, genera un
ambiente favorable y adecuado para el desarrollo del
otro, logrando una mayor interaccién, un espacio
adecuado para su desarrollo y su actividad lixiviante
(Acevedo & Gentina, 2005). L. ferroxidans y los
oxidadores de azufre Thiobacillus thiooxidans o
Thiobacillus caldos (termofilos moderados) han
mostrado una mas eficiente disolucion de la calcopirita
que en cultivos solos. El proceso de sinergismo
propicia sincronia metabélica a las bacterias terméfilas
moderadas Sulfobacillus spp. y A. ferroxidans que
oxidan el azufre (Juarez, 2004).

Entre todos los microorganismos lixiviantes
presentes en los consorcios, los mas empleados en
biolixiviacion son Acidithiobacillus ferroxidans y
Acidithiobacillus thiooxidans, encontrdndose también
Leptobacillus ferroxidans. Estos microorganismos
presentan, entre sus caracteristicas principales, que
pueden vivir en ambientes hasta de un pH de 1y son
quimiolitoaut6trofos, ya que tienen como fuente de
energia componentes inorganicos. Por ejemplo, una de
las principales caracteristicas de Thiobacillus
ferrooxidans, que lo hacen el microorganismo mas
factible para ser utilizado en la oxidacion bioldgica de
minerales de hierro y azufre, para recuperar metales de
interés econdmico, es su capacidad para oxidar
selectivamente al Fe?* presente en los minerales
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refractarios de la clase de los sulfuros como la pirita y
la arsenopirita (Orrantia, 1997).

La biolixiviacién microbiana ocurre con diferentes
factores acondicionados como son el pH bajo (1-2), los
nutrientes, la presencia de metales pesados, la
temperatura, la luz, oxigeno y diéxido de carbono. La
biooxidacién guarda relacion directa con la
biolixiviacion (Deng et al, 2017). Estos
microorganismos utilizan como fuente primaria de
energia las formas reducidas de hierro y azufre, y el
CO; como fuente de carbono para su sintesis celular
(Rivadeneira, 2011).

Este trabajo tuvo como objetivo determinar la
influencia de la temperatura sobre el crecimiento
microbiano y la biooxidacion del hierro presente en la
calcopirita por un consorcio microbiano.

Materiales y métodos
Materiales

El mineral lixiviado se tomo de los botaderos de
lixiviacion procedentes del procesamiento de menas de
cobre de la mina de Toquepala de la empresa Southern
Peru Copper, ubicada en Toquepala en el departamento
de Tacna. Se seleccionaron 5 botaderos con mayor
actividad microbiana. Se establecidé por botadero un
drea de 1 m? considerando puntos con actividad
microbiana. Se colectaron 5 muestras (una por
botadero), cada muestra contuvo 3 kg de mineral
lixiviado recogido del area de 1 m? con ayuda de una
pala, se dividio el botadero en subunidades
homogéneas dentro de las cuales se tomaron muestras
completamente al azar. Estas fueron transportadas en
baldes al laboratorio de Micologia Virologia de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann para su procesamiento.

Se tomd, por cada muestra, 1.5 kg del mineral
lixiviado, el cual fue sumergido en 4 litros de medio
liquido 9K Silverman & Lundgren (1959) modificado,
a pH 1.8 ajustado con H,SO., en baldes de 5 | de
capacidad, los cuales se incubaron a temperatura
ambiente, durante 15 dias con una aireacion siguiendo
el método de Saavedra (2009).

Obtencién del in6culo microbiano biolixiviante

En placas Petri con medio 9K solido sobre su
superficie se sembro, por extension, diseminando 0.1
ml del cultivo de enriquecimiento de mineral con ayuda
de un asa de Drigalsky. Las placas se incubaron a
temperatura ambiente (25 °C) durante 15 a 20 dias,
tiempo en que aparecieron las colonias bacterianas
compatibles a Acidithiobacillus ferroxidans por
haberse presentado como gram negativo con
precipitados de color rojo naranja.

Del cultivo de enriquecimiento, se tomaron 50 ml y
se inoculé a 500 ml del medio de cultivo 9k contenido
en un biorreactor de 1 000 ml de capacidad con una
aireacion de 1 vvm y se incubd a temperatura ambiente
hasta que el cultivo estuvo en fase logaritmica,
determinada por recuentos en cadmara de Neubauer
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donde se observo que la dindmica de crecimiento fue
constante. Se realizé un recuento final de células en
camara de Neubauer para establecer la concentracion
inicial de células del inéculo.
Preparacion del material a lixiviar _en la

Excel la correlacion entre el crecimiento microbiano, la
biooxidacion del Fe?* y la biolixiviacion del cobre.

Resultados
Determinacién de concentracién Microbiana

experimentacion
Se aplicd la técnica del cono y cuarteo a todo el

material para tomar una muestra significativa. La
muestra se pulverizé por molienda en el molino de
bolas del laboratorio de procesos de la Escuela
Profesional de Ingenieria Metalirgica de Ia
Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann. El
material molido se tamiz6, usando la malla Tyler 100y
se separ0 en cantidades de 77 g. El material fue
concedido como calcopirita por Southern Peru Copper.

Se instalaron 12 biorreactores aireados de
capacidad de 1 litro de PVC, considerando en la
experimentacion 4 tratamientos experimentales (25, 40,
55 y 70 °C) cada una con 2 repeticiones y 4
tratamientos controles sin repeticion. En cada
biorreactor del tratamiento experimental se adicionaron
700 ml del medio 9K Silverman & Lundgren (1959)
modificado, 70 ml del inéculo microbiano
biolixiviante, 77 g del mineral calcopirita (10% del
volumen total) y aireacion de 1 vvm.

El biorreactor de los tratamientos controles de cada
temperatura tuvo 70 ml de medio 9K en lugar de
inéculo microbiano, y todos los demas componentes
presentes en los tratamientos experimentales. La
incubacidn se realizd de manera correspondiente a la
temperatura de cada uno de los tratamientos.
Evaluacion de la experimentacién

Para la determinacion de la concentracion de
biomasa (recuento celular) se realizo el conteo celular
cada 24 horas del medio contenido en cada biorreactor
con previa dilucién de 101 El conteo se realizo con
ayuda de una cdmara de Neubauer y un microscopio de
campo claro. Los conteos se graficaron expresados en
unidades logaritmicas de cel mL™ versus el tiempo,
para establecer la curva de crecimiento microbiano y en
ella el valor maximo, dado por el valor mas alto de
concentracion microbiana.

Para la evaluacion del Fe total y Fe 111 por el método
de espectrofotometria se sigui6 el método propuesto
por Cabafia (2005).

Se realiz6 cada 48 horas desde el inicio de la
fermentacién en el laboratorio de Quimica general de
la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann. La
determinacion de Fe?* se realizé por diferencia de Fe
total con el Fe IlI:

Fe Il = Fe total - Fe 1lI

La evaluacién de la biolixiviacion del cobre se hizo
por absorcion atomica. Las muestras fueron tomadas
cada 24 horas. Para el analisis estadistico se aplicé en
el programa de Excel el ANOVA para establecer la
diferencia significativa entre los tratamientos de
concentracion microbiana como el de los de
biooxidacion de Fe?*. Se determiné en el programa
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Se observé que la mayor concentracion microbiana
se dioa 70 °Cy lamenora25°C (Tabla1).

Tabla 1. Valores de concentraciones
microbianas en unidades logaritmicas cel/ml,
promedio de dos repeticiones obtenidas a

diferentes temperaturas en el proceso de
biolixiviacion del cobre.

T (°C) (Cel/ml)

25 8.04

40 8.18

55 8.15

70 8.20

Se observa que la mayor concentracién microbiana
dada a la temperatura de 70 °C se dio a las 312 horas de
iniciado el proceso de biolixiviacion del cobre (Figura
1).

Por analisis de varianza, el Valor- P de 0.77
obtenido indica que no hay una significancia estadistica
de diferencia entre los valores de maximas
concentraciones microbianas de los tratamientos con un
95% de nivel de confianza. Estadisticamente la
temperatura no ejerce influencia sobre la concentracion
microbiana.

Determinacion del Hierro 111

Se muestra que la mayor concentracion de Fe 111 se
dioa 70 °Cy la menor a 40 °C (Tabla 2).

Se observa que la mayor formacion de Fe 111 se dio
a la temperatura de 70 °C, a las 144 horas después del
inicio del proceso de biolixiviacion del cobre (Figura 2)

Por analisis de varianza el Valor- P de 0.11 obtenido
indica que no hay una significancia estadistica de
diferencia entre los valores de maximas
concentraciones de Fe Il de los tratamientos con un
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95% de nivel de confianza. Estadisticamente
temperatura no ejercid influencia  sobre
concentracion de Fe Il1.

Tabla 2. Valores de méaximas concentraciones de Fe
111 en g/l, promedio de dos repeticiones obtenidas a

diferentes temperaturas en el proceso de
biolixiviacion del cobre.

o Concentracion de Fe®*

TC9 (gl

25 7.06

40 6.09

55 7.07

70 11.46

Determinacidn de la biolixiviacién de cobre

Se hizo en el tratamiento experimental donde se
aprecio una mayor biooxidacion del Hierro 11, es decir,
en el tratamiento de 70 °C.

Se observa que la mayor concentracion de cobre
biolixiviado fue de 0.28 alcanzado a las 144 horas de
iniciado el proceso a 70 °C (Tabla 3) (Figura 3).
Determinacidn de correlacién

Se observa una correlaciéon entre el crecimiento
microbiano, la biooxidacion del Fe Il y la biolixiviacion
de cobre en el tratamiento a 70 °C con un valor de
alrededor de 0.9.

Discusion

El medio liquido 9K (Silverman & Lundgren, 1959)
modificado, empleado para Dbiolixiviantes, fue
apropiado y permitié el crecimiento y desarrollo
adecuado del cultivo microbiano biolixiviante; hubo
poca produccién de jarosita (precipitados amarillo
naranja) en el biorreactor, la misma que, impide el
crecimiento de las bacterias y por tanto afecta la
biolixiviacion. En el caso del pH para el proceso de la
calcopirita, el comportamiento en el pH fue muy estable
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Tabla 3. Valores de concentracion en g/l de
cobre obtenidos en el tratamiento experimental
a la temperatura de 70 °C en la biolixiviacion
sobre la calcopirita.

Horas Concentracion de Cu (g/)

0 0.11

48 0.21

96 0.25

144 0.28

192 0.21

240 0.24

288 0.20

336 0.22

en todo el proceso de adaptacién, presentando un ligero
incremento al inicio de todas las etapas, explicado
como la adaptacion de los microorganismo al mineral,
el cual se estabiliza rapidamente (Meruane & Vargas,
2003). Este comportamiento da indicios de una buena
adaptacion y actividad bacteriana (Tekeuchi & Susuki,
1994). La aireacion de 1vvm utilizada fue la apropiada
para la fermentacion del desarrollo microbiano; estas
bacterias necesitan un ambiente con oxigeno (1-1.5
vvm) para su crecimiento microbiano como para
realizar la biolixiviacion. La variacion estadisticamente
no significativa de las concentraciones microbianas a
diferentes temperaturas indica que la concentracién
microbiana no estuvo influenciada por la temperatura.
Es posible esto se deba a que los microorganismos
presentes en el inéculo microbiano todos fueron
mesoéfilos considerando que para obtener el indculo
tuvo que hacerse un cultivo de enriquecimiento seguido
de un subcultivo a temperatura ambiente (temperatura
mesofilica) que hizo que prevalecieran los
microorganismos mesofilos. Los microorganismos que
se presentan en un mineral para la biolixiviacion
pueden ser mesdfilos (desarrollan a menos de 40 °C) y
terméfilos (desarrollan entre 40 a 85 °C) (Brierley,
2000). Entre los mesdfilos se tiene a Acidithiobacillus
ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans,
Thiobacillus thiooxidans, Leptospirillum ferrifilium; y
entre los termdfilos a Sulfolobus, At. caldus,
Leptospirillum  thermoferrooxidans,  Sufobacillus
(Ballester et al., 1988) (Menadier & Maurice, 2009).

Es observable que estadisticamente la
concentracion de hierro 1ll como producto de la
biooxidacién del hierro presente en la calcopirita
tampoco estuvo influenciada por la temperatura. Es de
entrever se deba también a que los microorganismos
actuantes son mesofilos, una explicacion similar a la
dada para la falta de variacién estadistica de la
concentracién microbiana.

Los incrementos de concentracion microbiana y
hierro 11 a medida que aumenta la temperatura es

Figura 2. Curva de concentraciones del Fierro total, Fierro
I11'y Fierro 11 obtenidas en el tratamiento experimental a la
temperatura de 70 °C del proceso de biolixiviacién del
cobre.

posible se deba a que la actividad microbiana tanto
reproductiva como oxidativa se incrementa a medida
que aumenta la temperatura. Se tiene el reporte que la
actividad microbiana del suelo, a través de la
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Figura 3. Curva de Concentracion del Cobre obtenido
en el tratamiento experimental de 70 °C en la
biolixiviacion sobre la calcopirita.

produccion de COy, se incrementd a medida que la
temperatura aumenté (Ramos & ZUfiga, 2008).

Conclusiones

En las condiciones trabajadas se concluye que la
temperatura no tuvo influencia de incremento en el
crecimiento del cultivo microbiano biolixiviante ni en
la biooxidacion del hierro presente en la calcopirita.
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