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EFECTO DE LA TEMPERATURA EN EL CRECIMIENTO
MICROBIANO Y LA BIOLIXIVIACION SOBRE LA
CALCOPIRITA POR UN CULTIVO MICROBIANO

BIOLIXIVIANTE

EFFECT OF TEMPERATURE ON MICROBIAL GROWTH AND
BIOLEACHING CHALCOPYRITE ON CULTURE BY MICROBIAL
BIOLIXIVIANTE

' Sandra Veronica Delgado Cruz; ° Daladier Castillo Cotrina

RESUMEN

Se determiné el efecto de la temperatura y el grado de correlacion en el crecimiento microbiano y la biolixiviacion sobre la calcopirita por
un cultivo microbiano biolixiviante, para lo cual se trabajé con muestra de los botaderos de las pilas de lixiviacion de la empresa minera
Southern Pert Cooper Corporation. Se tuvo 4 tratamientos experimentales de 25, 40, 55 y 70°C, con una doble repeticion. El tratamiento
que obtuvo una mayor biooxidacion de fierro Il, biolixiviacion de cobre y mayor concentracion microbiana, fue el tratamiento
experimental de 70°C; la concentracion microbiana fue de 8,20411998 unidades logaritmicas de cel/ml alas 312 horas, la biolixiviacion de
cobre méaxima fue de 0,275038931 g/l El grado de correlacion entre la curva de crecimiento microbiano y la biooxidacién del fierro tuvo
unvalorde 0,922207698; la correlacion entre la biooxidacion del fierro y |a biolixiviacién de cobre fue de 0,882478032.
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ABSTRACT

The effect of temperature and degree of correlation in microbial growth and bioleaching of chalcopyrite for biolixiviante microbial culture
was determined, for which worked with sample dumps heap leach mining company Southern Peru Copper Corporation. Four
experimental treatment of 25, 40, 55 y 70°C were performed with a double repetition. The treatment had a higher bicoxidation iron I,
copper bioleaching microbial higher concentration, the experimental treatment was 70 ° C; microbial concentration was 8,20411998 log
units of cells / ml at 312 hours, the maximum copper bioleaching was 0,275038931g / |. The degree of correlation between microbial
growth curve and the bio-oxidation of iron had a value of 0,922207698; the correlation between the bio-oxidation of iron and copper
bioleaching was 0,882478032.

Keywords: Bioleaching, bicoxidation, chalcopyrite, biolixiviantes microorganisms.

INTRODUCCION minerales sulfurados, haciendo rentable su procesamiento

(CIMM, 2005).

La lixiviacion es una técnica ampliamente utilizada
en metalurgia extractiva que convierte los metales en sales
solubles, pero que trae consigo significativos impactos
ambientales, que perduran en el tiempo. La existencia de
importantes recursos de baja ley que son remanentes de la
explotacion de minerales mas ricos, sumado a los primeros
indicios de agotamiento de las reservas minerales oxidadas,
impulsé a los investigadores a buscar técnicas rentables y
eficientes de recuperacion del cobre. Esto los llevé a encon-
trar que cierras bacterias catalizaban la lixiviacion de los

La utilizacion de estas bacterias se justifica cuando el
mineral sulfurado de un yacimiento cuprifero es de baja ley o
tiene menos de un 0,5% de cobre, situacion en la que el proce-
so productivo tradicional de pirometalurgia deja de ser renta-
ble, y se buscan nuevos procesos, mas baratos y eficientes.

En la actualidad la biolixiviacion se ha convertido en
una tecnologia alternativa, mas econémica y ambientalmen-
te aceptable (Ly, 2003).La biolixiviacion es un proceso en el
cual se emplean microorganismos para disolver los minera-
les, en este caso de calcopirita, no genera contaminacion
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ambiental v su empleo es mucho mas rentable que la lixivia-
cion normal. En nuestro pais, la biolixiviacidn es una nueva
tecnologia que estd siendo poco a poco implementada en los
diversos yacimientos mineros. En Tacna, en el yacimiento
minero de Southern Pert Cooper Corporation, la biolixivia-
cion esta dando sus primeros pasos, estando aun en la etapa
de experimentacion en laboratorio.

ILa calcopirita es el mineral mas refractario y abun-
dante de los sulfuros de cobre por lo que la metalurgia
extractiva de este metal se basa principalmente en este mine-
ral (Jeffrey y Il Lawson, 2000). Es la fuente de cobre mas
abundante en el mundo v es, ademas, uno de los minerales
mis recalcitrantes en los procesos de hidrometalurgia
(Constanza, 2000). Por esta razon el cobre es extraido princi-
palmente por pirometalirgia.

Diversas investigaciones han demostrado que parala
realizacion de una mejor biolixiviacion, es importante el uso
de consorcios microbianos biolixiviantes, va que cada
microorganismo presente en el consorcio, genera un
ambiente favorable v adecuado para ¢l desarrollo del otro,
logrando una mayor interaccion, un espacio adecuado para
su desarrollo v su actividad lixiviante (Acevedo, 2005). Entre
todos los microorganismos lixiviantes presentes en los con-
sorcios, los mas empleados en biolixiviacion son Addithioba-
cillus ferroxcidans v Acidithiobacillus thivoxidans, también se
encuentran [eplobacillus ferroxidans, estos microorganismos
presentan, entre sus caracteristicas principales que pueden
vivir en ambientes hasta de un pHde 1 v son quimiolitoauto-
trofos, ya que tienen como fuente de energia, componentes
inorganicos (Orrantia, 1997).

La biolixiviacion 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 vy dioxido de carbono (Rivera, 2011). Claro
estd que antes de que ocurra un proceso de biolixiviacion
tiene que ocurrir la biooxidacion del Fierro. La biooxidacion
en un proceso que ocurre antes de la biolixiviacion es un pre-
tratamiento para la extraccion del cobre, en este proceso
ciertos microorganismos oxidan los sulfuros a través de
mecanismos de accion directa e indirecta (Segura, 1998).
Estos microorganismos utilizan como fuente primaria de
energia las especies reducidas de fierro v azufre, y el CO,
como fuente de carbono para su sintesis celular (Rivadenei
ra, 2000). Por lo tanto existe una correspondencia directa
entre la biooxidacién del Fierro v la biolixiviacion del cobre.

En este trabajo el objetivo fue conocer la temperatu-
ra ideal v su efecto sobre el crecimiento microbiano v la
capacidad biolixiviante del cultivo nativo microbiano en
presencia de calcopirita.

MATERIALES Y METODOS

Ubicaciény delimitacion del area de muestreo

El mineral lixiviado fue muestreado de los botaderos
de lixiviacion de la empresa Southern Perta Cooper Corpora-
tion, ubicada en Toquepala en el departamento de Tacna. Se
seleccionaron 5 botaderos con mayor actividad microbiana.
Se determiné por botadero un drea estandar de 1 m’ consi-
derando puntos con actividad microbiana (Figura 1) (Arias

& Pineros, 2008).
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Coleccion dela muestra

Se colectaron un total de 5 muestras (una por botade-
ro), cada muestra contuvo 3 kg de mineral lixiviado recogido
del area de 1m’ con ayuda de una pala. Estas fueron trans-
portadas en baldes al laboratorio de Micologia de la acultad
de Ciencias de la Universidad Nacional Jorge Basadre Groh-
mann para su procesamiento.

Enriquecimiento del mineral lixiviado

Se tomd 1,5 kg del mineral lixiviado y se sumergio en
4 litros de medio liquido 9K Silverman v Lundgren modifi-
cado, a pH 1,8 ajustado con H,SO,, en baldes de 51. de capa-
cidad, los cuales fucron incubados a temperatura ambiente,
conunaaireacion de 1 vvm durante 15 dias (Saavedra, 2009),

Aislamiento del cultivo microbiano biolixiviante en
medio sélido

En placas Petri con medio 9K sélido se incorporo
0,1 ml del cultivo de enriquecimiento de mineral y se sembro
con ayuda de un asa de Drigalsky por extension. Las placas
se incubaron a temperatura ambiente (25°C) durante 15a 20
dias, tiempo en que aparecicron las colonias bacterianas
compatibles a_Acdithiobacillus ferroxcidans por haber sido gram
negativo v presentar precipitados de color rojo naranja.

Obtencion del indculo microbiano biolixiviante

Del cultivo de enriquecimiento, se tomo 5ml y se
inoculd a 100 ml del medio de cultivo 9k contenido en un
biorreactor de 1000em’ de capacidad con una aireacion de 1
vvm y se incubé a temperatura ambiente hasta que el cultivo
estuvo en fase logaritmica, determinada por recuentos en
camara de Neubauer para observar que la dinamica de creci-
miento fuera constante. Se realizo un recuento final de célu-
las en cimara de Neubauer para establecer la concentracion
inicial de células del indeulo.

Caracterizacion y preparacion del mineral calcopirita a
lixiviar en la experimentacion

Se aplico la técnica del cuarteo a todo el mineral para
tomar una muestra significativa del mineral calcopirita. La
muestra se pulverizo por molienda en el molino de bolas del
laboratorio de procesos de la Facultad de Metalurgia. El
mineral molido se tamizd, usando la malla Tyler 100 y se
separd en cantidades de 77g,

Inicio dela experimentacion
Se instalaron 12 biorreactores aireados de capacidad
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de 1 litro de PVC, considerando en la experimentacion 4
tratamientos con 2 repeticiones y 1 control. Los 4 tratamien-
tos experimentales fueron 25, 40, 55 y 70°C. En cada bio-
rreactor se adicioné 700 ml del medio 9K Silverman y Lund-
gren modificado, 70 ml del inoculo microbiano biolixiviante,
77 g del mineral calcopirita (10% del volumen total) y airea-
cionde Tvvm (Archilla, 2005).

El tratamiento control tuvo 70 ml de medio 9K en
lugar de inéculo microbiano, conteniendo todos los demas
otros componentes. La incubacion se realizo a la temperatu-
ra de experimentacion.

Evaluacion de la experimentacion

a) Determinacion de la concentracion de biomasa
(recuento celular)

Se realizo conteo celular cada 24 horas del medio
contenido en cada biorreactor con previa dilucion de 10", El
conteo se realizo con ayuda de una cimara de Neubauer yun
microscopio de campo. Los conteos se graficaron expresa-
dos en unidades logaritmicas de cel/ml versus el tiempo,
para establecer la curva de crecimiento microbiano v en ella
el valor maximo de crecimiento; dado por el valor mas alto
de concentracion microbiana.

b) Evaluacion del fierro total y fierro ITI por método de
espectrofotometria (Cabaiia 2005)
Se realizé cada 48 horas desde el inicio de la fermen-
tacion en el laborarorio de Quimica general por un especia-
lista.

c) Determinacion de la curva patrén para determinar
Fe total y Fe ITI

Determinacion de Fe total

Se realizo una dilucion de la muestra al 1/100. Se
colocé 0,5 ml de la muestra diluida en tubos de ensayo, se le
adiciond 0,5 ml de H,SO, 3M, 1-2 gota de KMnO, 0,1N vy 3
ml de KSCN 2M; los tubos se enrazaron a 10 ml con agua
destilada y se realizo la lectura en el espectrofotometro a 477
nm. Los valores de absorbancia obtenidos se llevaron a la
curva patron para determinar la correspondiente concentra
cion.

Determinaciin de Fe IT1

Se colocd 0,5 ml de la muestra diluida y se agregé 0,5
ml de H,50, 3M y 3 ml de KSCN 2M, luego se enrazé a 10
ml con agua destilada, se realizo la lectura en el espectrofoto-
metro a 477 nm. El valor de absorbancia obtenido se llevo a
la curva patron para determinar la correspondiente concen-
tracion.

Determinacion de Fe IT
Se realizé por diferencia de Fe total con el Fe I11:
Fe Il = Fe total — Fe 111

d) Evaluacién de la biolixiviacion de cobre total por
absorcion atomica

Determinacion del Cu
Se realizé cada 24 horas tomando del biorreactor

10ml filtrandolo con filtro de membrana N°42, El filtrado
fue llevado al equipo de absorcion atomica (Figura 2) de la
FFacultad de Ingenieria de la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann, donde se determind la lectura. Los
valores de absorbancia obtenidos se llevaron a la curva
patron para determinar la correspondiente concentracion
de cobre. Los valores obtenidos (g/1) se graficaron versus el
tiempo para establecer la curva de biolixiviacion y en ella el
valor maximo de cobre biolixiviado dado por el valor mas
alto de concentracion de cobre. Esta evaluacion se aplico
solo en aquel tratamiento donde se presentd mayor biooxi-

dacion de Fe I1.

Figura 2. Equipo de Absorcion Atémica

e) Anailisis Estadistico

Se aplico en el programa de Excel el ANOVA para
establecer la diferencia significativa entre los tratamientos de
concentracion microbiana como el de los de biooxidacién
de FeIl.

Se determiné en el programa Excel la correlacion
entre el crecimiento microbiano, la biooxidacion del Fe IT y
la biolixiviacion del cobre.

RESULTADOS

Determinacion de concentracion microbiana

Se muestra que la mayor concentracion microbiana
sedioa70°Cylamenora25°C (Tabla 1).

Se observa que la mayor concentracion microbiana
dada ala temperatura de 70°C se dio alas 312 horas de inicia-
do el proceso de biolixiviacion del cobre (Figura 3).

Tabla 1. Valores de maximas concentraciones microbianas
en unidades logaritmicas cel/ml, con sus repeticiones y
promedio obtenidas a las temperaturas de 25, 40, 55 y 70°C
en el proceso de biolixiviacion del cobre.

Tratamientos Mayor concentracion microbiana
R1 R2 Promedio
25 8 8,08278537 8041392685
40 8,14824251 8,20394000 8,176091259
55 8,10918125 8,18307482 8,146128036
70 8,24139269 8,166847276 8,204119983
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Figura 3. Curva de crecimiento microbiano a la temperatu-
ra de 70°C en la biolixiviacion del cobre.

Por anilisis de varianza, el Valor- P de 0,77 obtenido
nos indica no hay una significancia estadistica entre los valo-
res de maximas concentraciones microbianas de los trata-
mientos con un 95% de nivel de confianza.

Determinacion del Fierro I11

Se muestra que la mayor concentracién de Fe 11
biooxidado se dio a 70°C ylamenor a40°C (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de maximas concentraciones de e 11 biooxi-
dado en g/, con repeticiones y promedio a las temperaturas
de 25,40, 55y 70°C en el proceso de biolixiviacion del cobre.

Tratamientos Fierro 11
R1 R2 Promedio
25 6,70022703 T 42078768 T,06050736
40 552561445 6,66074425 6,09317935
a5 539729543 8,73358997 T,0654427
70 10,0167802 129088935 11,4628369

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 4).

Por analisis de varianza el valor- P de 0,11 obtenido
nos indica no hay una significancia estadistica entre los valo-
res de maximas concentraciones de Fe IT biooxidados de los
traramientos con un 95% de nivel de confianza.

Determinacion de la biolixiviacion de cobre

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

Se observa que la mayor concentracion de cobre
biolixiviado fue de 0,275038931 alcanzado a las 144 horas de
iniciado el proceso a 70°C (Tabla 3) (Figura 5).

Tabla 3. Valores de concentracion en g/l de cobre obteni-
dos en el tratamiento experimental a la temperatura de 70°C
en la biolixiviacién sobre la calcopirita.

Horas Concentracion de Cu (g/1)

0 0,113303503

48 0,206481244

96 0,252587175

144 0,275038931
192 0,212335653
240 0,235437898
288 0,195580611
336 0221462222

Concentracion de Cu
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0 100 200 300 400

Tiempo (Horas)

Figura 5. Curva de Concentracion del Cobre obtenido en el
tratamiento experimental de 70°C en la biolixiviacion sobre
la calcopirira.

16
14
N Determinacion de correlacion
« 12 Se observa una correlacion entre el crecimiento
z10 microbiano, la biooxidacion del Fe 11 y la biolixiviacion de
'ﬁ 8| L pdian cobre en el tratamiento a 70°C con un valor de alrededor de
§ : | alaraii 0,9 (Tabla 4).
g 5 ——Fell
= Tabla 4. Valores de correlacion entre el crecimiento micro-
2 - biano, biooxidacion de Fe 11 y la biolixiviacion de Cu a la
0 temperatura de 70°C en el proceso de biolixiviacion sobre la
200 300 400 calcopirita.
Tiempo (Horas) Correlacion Valores
Figura 4. Curva de concentraciones del Fierro total, Fierro  Concentracion microbiana - Concentracion de Fierro 11 0,922207698
11 v Fierro 1l obtenidos en el tratamiento cxpcrimcntal ala Concentracion microbiana - Coneentracion de Cu 0,964194326
temperatura de 70°C del proceso de biolixiviacion del cobre Concentracion de Fierro 111 - Coneentracion de Cu (,882478032
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DISCUSION

La temperatura es uno de los principales factores
fisicos involucrados en el proceso de biolixiviacion asimis-
mo el factor bioldgico, el indculo microbiano, usado en su
fase logaritmica, después de cultivos sucesivos. La oxidacion
de Fe II por los microorganismos depende de las condicio-
nes del medio ambiente, como también de la naturaleza
cristaloquimica de los minerales portadores de la fuente de
energia (Judrez, 2004).

El medio liquido 9K (Silverman & Lundgren, 1959)
modificado empleado para biolixiviantes, fue apropiado
permitio el crecimiento y desarrollo adecuado del cultvo
microbiano biolixiviante, hubo poca produccion de jarosita
en el biorreactor, esta impide el crecimiento de las bacterias y
por tanto afecta la biolixiviacion. La aireacion de 1vvm utili-
zada fue la apropiada para la fermentacion del desarrollo
microbiano, estas bacterias necesitan un ambiente con oxi-
geno (1-1,5 vvm) para su crecimiento microbiano como para
realizar la biolixiviacion.

Una mayor concentracién microbiana; 1,1 x10°
cel/ml; y de biooxidacion; 12,90 g/1 dados en el tratamiento
experimental de 70°C, nos indica que la temperatura tuvo un
efecto significativo en la cinética de disolucion de la calcopi-
rita. Hs observable que al aumentar la temperatura se mejora
la velocidad de disolucion. A bajas temperaturas la accion de
las bacterias disminuye y con ello la recuperacion de cobre
(Ibafiez, 2012). La mayor tasa de solubilizacion de cobre
ocurre a elevadas temperaturas (>65°C), siendo asi atractivo
por ello el uso de microorganismos hiperterméfilos hierro y
azufre oxidantes en la biolixiviacion.

Estudios indican, como regla general, la velocidad de
las reacciones quimicas se duplica con el aumento en 10°C
en la temperatura. A pesar que la velocidad de descomposi-
cion es lo suficientemente rapida en 35- 40°C para casi todos
los minerales, para otros casos como calcopirita temperatu-
ras en el intervalo 45-80°C son indispensables para hacer
que el proceso sea econdmicamente viable (Rawling, 1994).
En este trabajo al aumentar la temperatura hasta 70°C hubo
un mejor crecimiento microbiano, mejor biooxidacion y
biolixiviacion de cobre sobre la calcopirita.

En el proceso de biolixiviacion realizado, se usaron
consorcios microbianos. El cultivo microbiano biolixiviante
nativo utilizado permitié un mejor proceso de biolixiviacion
del cobre a partir de la calcopirita. Este cultivo es un consor-
cio microbiano donde los microorganismos alli presentes
interactian entre si, algunos de estos microorganismos
ﬂt’.Ct‘.SitElﬂ dCl pr()ducto quc gCﬂCI’ﬁ umn lnicr()()rgﬂnismo
precursor, creando asi un ambiente propicio para el desarro-
llo de otro; se tiene descrito por ejemplo que se mejora la
oxidacion del mineral cuando las poblaciones son mixtas.
Los co-cultivos de L. Ferroxidans y los oxidadores de azufre 1.
thivoxcidans o 1. caldos (termofilos moderados) han mostrado
una mas eficiente disolucion de la calcopirita que en cultivos
solos. El proceso de sinergismo, propicia sincronia metabo-
lica a las bacterias termofilas moderadas Sulfobaciiius spp v .
Ferooxidans que oxidan el azufre. (Ibafiez, 2012) (Orrantia,

1997).

CONCLUSIONES

En las condiciones trabajadas se concluye lo siguiente:

La temperatura produce un efecto de incremento en
el crecimiento del cultivo microbiano biolixiviante v en la
biolixiviacion del cobre a partir de la calcopirita directamen-
te proporcional.

A la mis alta temperatura de la experimentacion,
70°C, se obtuvo la mas alta concentracion microbiana bioli-
xiviante, 8,204119983 unidades log. cel, y de cobre biolixi-
viado, 0,275038931 g/1.
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