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Resumen

La biolixiviacion de minerales para la recuperacion de metales es una tecnologia de gran aplicacion,
rentabilidad, de bajo costo y amigable con los ecosistemas. En este proceso los microorganismos
lixiviantes catalizadores del proceso son influenciados por factores biolégicos, fisicos y quimicos propios
de su entorno, uno de estos factores es la densidad de pulpa del mineral a lixiviar; por lo que, en
este trabajo se tuvo como objetivo determinar la influencia de la densidad de pulpa de la arsenopirita
en la biomasa maxima, productividad de biomasa maxima y velocidad especifica de crecimiento de A.
ferrooxidans solo y en consorcio con A. thiooxidans. Los tratamientos experimentales considerados por
duplicado fueron cultivos liquidos discontinuos, uno con A. ferrooxidans y otro con A. ferrooxidans y A.
thiooxidans, ambos en medio 9K con arsenopirita al 8 y 10%, incubados todos a 26 °C con aireacion
durante 288 horas. Se hizo recuentos de células en camara de Neubauer tomando muestras cada 48
horas de cada cultivo. Los datos fueron procesados en el programa de Excel que permitié obtener las
curvas y ecuaciones polindmicas de la producciéon de biomasa; asimismo, los valores de los parametros
cinéticos de la curva de crecimiento microbiano en las que la biomasa y productividad maxima en el
cultivo puro fue inversamente proporcional a la densidad de pulpa, pero directamente proporcional para
el consorcio; y que la velocidad de crecimiento en el cultivo puro fue directamente proporcional a la
densidad de pulpa pero inversamente proporcional para el consorcio.

Palabras clave: Acidithiobacillus ferrooxidans; Aciditiobacillus thiooxidans; arsenopirita;
biolixiviacién; densidad de pulpa.
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Abstract

The bioleaching of minerals for the recovery of metals is a technology with great application, profitability, low
cost and friendly to ecosystems. In this process, the leaching microorganisms that are catalysts of the pro-
cess are influenced by biological, physical, and chemical factors typical of their environment. One of these
factors is the pulp density of the ore to be leached; Therefore, in this work, the objective was to determine
the influence of the arsenopyrite pulp density on the maximum biomass, maximum biomass productivity
and specific growth rate of A. ferrooxidans alone and in consortium with A. thiooxidans. The experimental
treatments considered in duplicate were discontinuous liquid cultures, one with A. ferrooxidans and the other
with A. ferrooxidans and A. thiooxidans, both in 9K medium with arsenopyrite at 8 and 10%, all incubated at
26 °C with aeration for 288 hours. Cell counts were made in a Neubauer chamber, taking samples every 48
hours from each culture. The data was processed in the Excel program that allowed obtaining the curves and
polynomial equations of the biomass production; likewise the values of the kinetic parameters of the microbial
growth curve in which the maximum biomass and productivity in the pure culture was inversely proportional to
the pulp density, but directly proportional for the consortium; and that the growth rate in the pure culture was
directly proportional to the pulp density but inversely proportional for the consortium.

Keywords: Acidithiobacillus ferrooxidans; Aciditiobacillus thiooxidans; arsenopyrite; bioleaching; pulp
density.

Introduccion

Los microorganismos que viven en condiciones extremas de temperatura, concentracion de sales,
acidez y metales son llamados extremdfilos; uno de estos grupos son los biolixiviantes que viven en acidez
y concentraciones de metales extremos y que actualmente permiten el desarrollo de tecnologias aplicables
a sectores industriales y biotecnolégicos (Gémez, 2017; Castillo et al., 2021). Los biolixiviantes son los que
ejercen la accion de la lixiviacion bacteriana; tecnologia que se aplica en el sector minero para la recuperacion
de metales preciados en solucion como el cobre, zinc y niquel a partir de minerales sulfurados; y por
ser limpia, de bajo costo, generadora de significativas utilidades y amigable con el ambiente; constituyen
el catalizador bioldgico principal en la biolixiviacion, por lo que es importante el conocimiento sobre los
factores ambientales que afectan su biomasa y actividad (Watling, 2015; Delgado & Castillo, 2019; Castillo
et al., 2021). La actividad de estos organismos microbianos sobre los minerales, que normalmente tienen
una composicion quimica y mineraldgica variable, permite la separacion del metal a partir del mineral por
reacciones de oxidacién del hierro y azufre y que pase a un estado de soluciéon cuya concentracion puede
llegar a niveles que afectan a los microbios lixiviantes (Watkin et al., 2009; Delgado & Castillo, 2019; Castillo
etal., 2021).

Las altas concentraciones de metales pesados, formas inorganicas y organicas en los ecosistemas
afectan la biomasa, morfologia y metabolismo de los microorganismos por lo que se producen alteraciones
como desnaturalizacion de las proteinas, alteracion de las membranas celulares, disminucién de la
actividad y tamafio de la biomasa (Pirt,1975; Brookes & McGrath, 1984; Leita et al., 1995). En los suelos
de cultivo, cuando estan contaminados con metales por encima de los limites aceptables, las poblaciones
microbianas benéficas disminuyen significativamente su abundancia, por lo que la tasa de respiracion en
estos suelos es baja, ademas la nodulacién y fijacion de nitrégeno en las raices de las plantas por los
microorganismos fijadores de nitrégeno disminuye (Renella et al., 2002; Brookes, 1995; Brookes et al.,
1986; McGrath et al., 1988).

En los ambientes mineros, los microorganismos lixiviantes viven y actuan en altas concentraciones de
metales; sin embargo, son afectadas con inhibicidn o disminucién en su tamafo de biomasa, productividad
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de biomasa, velocidad de crecimiento, funcionalidad y o actividad cuando la concentracion de los metales
se incrementa a valores superiores a los tolerados, debido a la toxicidad de los metales. El cobre y el zinc
en concentraciones mayores a 10 000 mg/L causa efectos inhibitorios en Acidithiobacillus ferrooxidans;
asimismo, el plomo cuando esta en concentraciones igual o superior a 0. 012 mg/L (Gentina & Acevedo,
2005; Aston et al., 2010; Mejia et al., 2011)

La arsenopirita (FeAsS) es la fuente mineral de arsénico mas comun en la superficie terrestre, se
encuentra en una variedad de sistemas como depdsitos magmaticos, hidrotermales y porfidos, se asocia
a la aparicién de oro, su explotacién origina residuos soélidos. Es comun encontrarlo combinado con otros
minerales y metales pesados como plata, cadmio, hierro, niquel, cobre, plomo (Corkhill y Vaughan, 2009;
Castillo et al.,2021).

Enla biolixiviacion, los microorganismos lixivian el metal de interés y otros como el hierro, dependiendo
de la composicion quimica y mineralégica del mineral, esta actividad es favorecida en la medida que los
microorganismos lixiviantes tengan un contacto con una mayor area superficial del mineral, que a su vez se
relaciona con el tamafo y la densidad de pulpa (concentracion) del mineral y la biomasa microbiana. Estos
factores determinan el aumento de la concentracion de los metales pesados en la solucién lixiviada que
puede sobrepasar los limites superiores tolerables por los microbios lixiviantes, causando un efecto limitante
o la muerte de los biolixiviantes. En la Arsenopirita, por su composicion mineraldgica, se puede encontrar
galena, calcopirita, pirita, esfalerita, y por su composicion quimica a As, Pb, Fe, Cu, Cd. (Baloch et al., 2017;
Deng et al., 2020; Castillo et al., 2021;)

La biomasa de los microorganismos lixiviantes es importante para la eficiencia de la recuperacion de
los metales preciados, por lo que sus caracteristicas cinéticas, considerando los parametros fisicos (densidad
de pulpa, area superficial y tamafio del mineral), quimicos (pH, composicién quimica y mineraldgica) y
biolégicos (especies y cepas microbianas lixiviantes y microbios heterétrofos) del ambiente fermentativo en
la naturaleza o en un biorreactor deben ser estudiados. El comportamiento cinético de la biomasa puede
ser explicado por su respectivo modelo matematico que permite determinar su concentracion maxima de
biomasa, velocidad especifica de crecimiento y productividad maxima. La velocidad de crecimiento es el
incremento de células en la unidad de tiempo, o el valor de la pendiente de una recta inclinada ascendente
cuando en un grafico se relaciona la biomasa con el tiempo. Cuando la velocidad aumenta, la multiplicacién
celular sucede en un menor tiempo; asimismo, si la biomasa maxima obtenida en la fermentacion se divide
con el tiempo transcurrido, se obtiene la productividad maxima, que es un parametro que ayuda a optimizar
la recuperacion de un producto. La determinacion de la velocidad especifica de crecimiento microbiano se
hace en la fase logaritmica de la curva de crecimiento que ademas presenta una fase de latencia anterior y
una fase estacionaria posterior a la fase logaritmica (Zarate, 2015; Baloch et al., 2017; Colorado, 2018).

La efectividad de la biolixiviacion en los minerales para la recuperacién de metales preciados
necesita del mas amplio conocimiento de los factores que lo afectan, por lo cual, el objetivo en este
trabajo fue determinar la influencia de la densidad de pulpa de arsenopirita sobre la cinética de la biomasa
de microorganismos lixiviantes, con el propésito de establecer en qué medida los parametros cinéticos de
biomasa maxima, productividad maxima de biomasa y velocidad especifica de crecimiento microbiano son
afectados por los cambios de la densidad de pulpa del mineral.

Material y métodos
Caracteristicas de la arsenopirita y los microorganismos lixiviantes

La arsenopirita utilizada; concentrado mineraldgico con 1.6 % galena (PbS), 7 % pirita (FeSz), 4.3 %
esfalerita, 0.2 % calcopirita (CuFeS: ), 73.5 % arsenopirita (FeAbS) y 13.4 % ganga; tuvo una composicién
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quimica de SiOz (5.15 %), Cu (0.07 %), Zn (2.88 %), Pb (1.21 %), As (33.8 %), Al (0.21 %), Ni (1.72 %), Au
(81.5g/t), CO (1.4 %), Bi (1.84 %), Cd (0.01 %), Fe (27.9 %), Sb (0.22 %) y Ag (154 g/t). Los microorganismos
lixiviantes empleados fueron Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans.

Activacién y adaptacion de los lixiviantes

Cada Acidithiobacillus, 2 ml, se sembré en 25 ml del medio 9K, incubé a 25 °C y aired hasta que
alcanzo6 102 cel ml™" con ayuda de una camara de conteo de Neubauer y un microscopio de campo claro, y
finalmente 25 ml de esta suspension Ultima se sembrd en 225 ml de medio 9K hasta que alcanzoé 108 cel
ml™" (Kim et al., 2002; Pavez, 2011).

El microorganismo activado, en un volumen del 10 % se inoculé a 600 ml de medio OK, que tuvo
una densidad de pulpa de arsenopirita de 1 % (w/v), e incubd y aired a 25 °C hasta que alcanzé 108 células
ml".

Cultivos microbianos con diferentes densidades de pulpa de arsenopirita

En un frasco de vidrio estéril de 1000 cm?® se colocaron 630 mlde medio OK, 70 mlde A. ferrooxidans
del cultivo adaptado y 8 % (w/v) de densidad de pulpa de arsenopirita; en un segundo frasco, 630 ml de
medio OK, 70 ml de A. ferrooxidans del cultivo adaptado y 12 % (w/v) de densidad de pulpa de arsenopirita;
en un tercer frasco, 630 ml de medio 0K, 35 ml de A. ferrooxidans con 35 ml de A. thiooxidans de los cultivos
adaptados y 8 % (w/v) de densidad de pulpa de arsenopirita; y en un cuarto frasco, porciones similares al
tercero, pero con 12 % (w/v) de densidad de pulpa de arsenopirita. Cada frasco constituyé un biorreactor
que estuvo por duplicado. Se incubaron con aireacién a 25 °C por 288 horas.

Evaluacion del crecimiento microbiano

Se evalué con camara de Neubauer y graficé el numero de células por mililitro cada 48 horas versus
el tiempo, para la obtencion de una curva de lineas y puntos que fue ajustada, con el programa Excel, a
una curva polindmica con R? [o mas cercano a 1, obteniendo a su vez la respectiva ecuacién del modelo
matematico representativo del crecimiento poblacional de A. ferrooxidans y del consorcio A. ferrooxidans 'y
A. thiooxidans, a diferentes densidades de pulpa. Esta ecuacion permitié con el programa Excel, aplicando
los maximos y minimos, la determinacion del Maximo crecimiento microbiano, que, dividido con el tiempo,
que tuvo de incubacion, permitié conocer la Productividad maxima de biomasa microbiana.

La observacion de cada una de las curvas polinémicas permitiéo que se establezca, con el programa
Excel, la fase logaritmica de la curva de crecimiento con su respectiva recta, ecuacion y pendiente que
constituyo la velocidad especifica de crecimiento de los microorganismos lixiviantes.

Los datos de maximo crecimiento, productividad maxima y velocidad especifica de crecimiento
microbiano (u) fueron llevados a graficos de columnas para su evaluaciéon en relaciéon a la densidad de
pulpa de la arsenopirita.

Resultados

Por el R?, cercano a uno, las ecuaciones polindmicas de las respectivas curvas ajustadas de
crecimiento de biomasa representaron los procesos de produccion de biomasa. En estas curvas se muestra
que tienen en comun las fases de latencia, logaritmica y estacionaria; sin embargo, presentan diferencias
cinéticas, ya sea en los cultivos de A. ferrooxidans y el consorcio A. ferrooxidans con A. thiooxidans, como
cuando la densidad de pulpa de Arsenopirita es de 8 y 12%, lo cual se refleja en modelos matematicos
diferentes para cada caso de produccion de biomasa (Figura 1) (Figura 2) (Figura 3) (Figura 4).
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Figura 1
Curva polinbmica y modelo matematico de la produccion de biomasa de A. ferrooxidans en una densidad
de pulpa del 8% de arsenopirita.
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Figura 2
Curva polinémica y modelo matematico de la produccién de biomasa de A. ferrooxidans en una densidad de
pulpa del 12% de arsenopirita.
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Figura 3
Curva polinémica y modelo matematico de la produccién de biomasa del consorcio A. ferrooxidans con A.
thiooxidans en una densidad de pulpa del 8% de arsenopirita.
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Figura 4
Curva polindémica y modelo matematico de la produccién de biomasa del consorcio A. ferrooxidans con A.
thiooxidans en una densidad de pulpa del 12% de arsenopirita
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En el cultivo de A. ferrooxidans se observa que cuando la densidad de pulpa de arsenopirita es
del 8% se obtiene la mayor biomasa y productividad maxima, pero con menor velocidad especifica de
crecimiento (Figura 1) (Figura 2) (Figura 5) (Figura 6) (Figura 7) (Tabla 1); sin embargo, en el consorcio
A. ferrooxidans con A. thiooxidans, la mayor biomasa y productividad maxima con menor velocidad de
crecimiento se obtiene cuando la densidad de pulpa de arsenopirita es del 12 % (Figura 3) (Figura 4) (Figura
5) (Figura 6) (Figura 7) (Tabla 1).
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Tabla 1

Biomasa, productividad de biomasa maxima y velocidad especifica de crecimiento (u) de A. ferrooxidans y el
consorcio A. ferrooxidans con A. thiooxidans a diferentes densidades de pulpa (%) de arsenopirita, durante
288 horas de incubacion.

Tiempo de Biomasa Productividad Velolc!dad

. . . : . o . especifica de

Microorganismo con arsenopirita incubacién maxima (Cel/ maxima (Cel/ o
(Horas) ml) ml.h) crecimiento
(W) ()

A. ferrooxidans + arsenopirita 275 1.13E+08 4.12E+05 0.011 h"
8%
A. ferrooxidans + arsenopirita 283 8.72E+07 3.08E+05 0.0137 h!
12%
A ferrooxidans + A.thiooxidans + 193 1.46E+08 7.56E+05 0.0332h"
arsenopirita 8%
A.ferrooxidans + A. thiooxidans 211 1.99E+08 9.42E+05 0.0166 h-'

+ arsenopirita 12%

Figura 5
Porcentaje de biomasa maxima de A. ferrooxidans y el consorcio A. ferrooxidans con A. thiooxidans a
diferentes densidades de pulpa (%) de arsenopirita.
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Figura 6
Porcentaje de productividad de biomasa maxima de A. ferrooxidans y el consorcio A.ferrooxidans con
A. thiooxidans a diferentes densidades de pulpa (%) de arsenopirita.
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Figura 7
Porcentaje de velocidad de crecimiento (h”') de A. ferrooxidans y el consorcio A. ferrooxidans con A.
thiooxidans a diferentes densidades de pulpa (%) de arsenopirita.
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Discusion

Las curvas de produccién de biomasa obtenidas son similares a las polinébmicas establecidas para
los microorganismos, en las que se muestran las fases de latencia, logaritmica y estacionaria; asimismo,
Sus ecuaciones que se asemejan al de una curva de crecimiento microbiano (Braddock et al., 1984; Zarate,
2015; Vanegas & Ramirez, 2016; Chambi & Torres, 2021). Las diferencias en las curvas y ecuaciones
de los cultivos microbianos se debe a que los factores ambientales fisicos, quimicos y biolégicos de los
cultivos fueron diferentes; asi en cada cultivo puro y en consorcio hubieron dos niveles de densidad de
pulpa de arsenopirita (8 y 12%); en el cultivo puro una sola especie microbiana; y en el consorcio dos
especies; donde hubo mayor densidad de pulpa (12 %) fue mayor el numero de particulas de arsenopirita;
en consecuencia, mayor el area superficial total del substrato y de la concentracién de metales en solucion.
Esto explica porque cada cultivo tuvo su propia curva y ecuacién polindmica representativa del crecimiento
microbiano especifico, la cual es propia de cada especie microbiana y de los factores ambientales de su
entorno. En estos factores se considera también las propiedades de la superficie del mineral que se sabe
afectan su corrosién como la adsorcion y la cinética de la oxidacion microbiana, asimismo, el estado del
microorganismo, que en consorcio se adhiere mas rapidamente y en mayor cantidad a la superficie del
mineral a lixiviar, que cuando esta en solucién (Natarajan, 2003; Ndlovu & Monhemius, 2005; Liu et al.,
2011).

La mayor biomasa y productividad maxima obtenida en el cultivo de A. ferrooxidans a una menor
densidad de pulpa (8 %) son probables debido a que en el cultivo liquido con menor densidad de pulpa
hubo menos concentracion de metales inhibidores del crecimiento celular y de hidrofobicidad de A.
ferrooxidans en solucion (Natarajan, 2003; Liu et al., 2011); a diferencia del cultivo consorcio, donde la
mayor biomasa y productividad maxima obtenida con la mayor densidad de pulpa (12%) son probables
porque el consorcio estuvo mas cerca de una fermentacion de substrato sélido, donde la adherencia
microbiana a las superficies de las particulas se incrementé por la relativa hidrofobicidad de los
microorganismos, aumentada en consorcio junto con la multiplicacién celular con un desprendimiento
de células que elevan su concentracion en suspension, a pesar del aumento de metales en solucion
producto de la biolixiviacion (Natarajan, 2010; Liu et al., 2011). Esto refleja que la biomasa y la
productividad maxima en el cultivo puro A. ferrooxidans es inversamente proporcional a la densidad de
pulpa; pero directamente proporcional para el consorcio A. ferrooxidans y A. thiooxidans.

La mayor velocidad de crecimiento en el cultivo A. ferrooxidans con la densidad de pulpa mas alta
(12%) es probable porque a una mayor concentracién de metales inhibidores en solucién, los microorganismos
adoptan una mayor capacidad de adaptacion y resiliencia, por lo que en el cultivo puro su velocidad de
crecimiento fue directamente proporcional a la densidad de pulpa; a diferencia que el consorcio, donde la
velocidad de crecimiento fue mayor con la menor densidad de pulpa (8 %), por lo que el consorcio tuvo una
velocidad de crecimiento inversamente proporcional a la densidad de pulpa, posiblemente debido a que la
concentracion de metales en solucién estuvieron por debajo de los niveles en el que se limita la respuesta de
capacidad de adaptacion y de resiliencia. Los microorganismos en los concentrados de sulfuros metalicos
sufren inhibicién o disminucién de su actividad a altas densidades de pulpa, por la friccion de las particulas
minerales con sus paredes celulares que son dafadas y el efecto nocivo de iones metalicos como Pb?+,
Cu?+, y Zn?+; asimismo, el crecimiento de A. ferrooxidans es inhibida con 20.8 g/L de hierro ferroso; de A.
thiooxidans, con 30 g/L de hierro ferroso; y de A. ferrooxidans con A. thiooxidans, con 10 g/L de i6n férrico,
5 g/L de arsenito y 40 g/L de arsenato (Collinet & Morin, 2003; Akcil et al., 2007; Zarate, 2015)

La velocidad de crecimiento con 8y 12% de arsenopirita, en el cultivo A. ferrooxidans
(0.01M1 h""y 0.0137h™") y el consorcio, A. ferrooxidans con A. thiooxidans, (0.332 h"™'y 0.0166h™") al
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compararse con las velocidades de 0.03 h™" de Thiobacillus ferrooxidans en el medio liquido Touvinen and
Kelly modificado, 0.016 h™" de Leptospirillum ferrooxidans en medio 9K a 20 °C, 0.021 h™* de Leptospirillum
ferrooxidans en medio 9K a 26 °C, 0.018 h™" del consorcio acidofilo en medio 9K a 26 °C y de 0.067 h™’
y 0.0404 h™* de Thiobacillus thiooxidans con diferentes condiciones en el medio Starkey corrobora que la
velocidad de crecimiento es propia de cada microorganismo y de determinados factores presentes en el
ambiente del microbio como el de la temperatura (Braddock et al., 1984; Rohr et al., 2005; Zarate, 2015;
Castillo et al., 2016).

Conclusiones

La biomasa maxima, productividad de biomasa maxima y velocidad especifica de crecimiento de
A. ferrooxidans y del consorcio A. ferrooxidans con A. thiooxidans, en cultivo liquido discontinuo, son
influenciados por la densidad de pulpa de arsenopirita. La biomasa y productividad maxima en el cultivo puro
fue inversamente proporcional a la densidad de pulpa, pero directamente proporcional para el consorcio.
La velocidad de crecimiento en el cultivo puro fue directamente proporcional a la densidad de pulpa, pero
inversamente proporcional para el consorcio.
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