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GLOSARIO DE ABREVIATURAS 

e - electron. 

Eº potencial normal est~ndar (comparado contra 

electrodo normal de hidrógeno). 

Fen 1,10 fenantrolina. 

g gramos. 

mg. miligramos. 

ml. mililitros. 

µm 1 micrómetro 10-6 metros. 

nm 1 nanómetro = 10-.;, metros. 

PBS solución amortiguadora de fosfatos (pH 7). 

lt p/v porciento peso en volumen. 

rpm revoluciones por minuto. 

sol. solución. 

V volts. 

iv 
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INTRODUCCION 
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La extracci.:n de metales por medio de microorganismos, a 

partir de loa minerales que los contienen, ha ido cobrando 

gran importancia en los últimos a~os. La necesidad de extraer 

con óptimos rendimientos metales como cobre o uranio en 

escorias, dado el potencial económico que representa, o la 

reducción de contaminantes en aguas ácidas provenientes de 

minas y en combustibles fósiles al ser quemados (liberación 

de S0
2 

por el alto contenido de azufre), ha justificado la 

inversión de grandes cantidades de dinero en proyectos 

biohidrometalurgicos en paises desarrollados, y últimamente 

algunos paises como Perú. Chile. o México. 

Seg~n datos de Gentina y Acevedo'
11

, en 1983 se 

produjeron en México 193 1 000 toneladas de cobre. En Cananea, 

la lixiviación in ~itu y por terrazas (sobre escoria de 

cobre) utilizando J""f..le~a.cU.l~~ r~~~~~áa.r..c generaba 9,000 

toneladas, lo que significó un 4~ de la producción total para 

ese a~o. 

Por lo anterior. la posibilidad de utilizar 

microorganismos en la industria metalúrgica se ha 

incrementado considerablemente en lo que va de la década y 

tiene un futuro promisorio. Los costos para la extracción de 

metales a partir de minerales de baja ley por m~todos 

bacteriológicos, disminuyen respecto a aquellos que utilizan 

sólamente sustancias quimicas. Por ejemplo, metales del grupo 

del oro, plata y platino, se encuentran finamente diseminados 

en la pirita, por lo que su recuperación por procesos 

convencionales, como el tratamiento con cianuro, se hace 

dificil. En éste caso, una previa extraccion microbiológica 

de la pirita sirve para liberar los metales preciosos de su 

matriz, haciéndolos más accesibles. 

Este trabajo pretende contribuir con una alternativa a 

la biohidrometalurgia del carbón mineral. Hasta la fecha, en 

dicho campo han sido reportados solamente métodos de 

desulfurizaci~n y no de extracción de metales. Con los 

métodos aqul presentados, se propone un método de 
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purificación del carb.:n, para incrementar su 

calor1fica, y se determina el aluminio y hierro 

bacteriológicamente con una mezcla de .. l"-hl:t~a.:.i.!!':.L0 

variables condiciones de cultivo. de muestras 

capacidad 

extra1dos 

app., en 

de carbc!in 

provenientes de Rio Escondido, Coah. 1 ya que éstas contienen 
sulfuros de varios metales, en particular hierro, que 
presentan la oportunidad de ser aprovechados después de 

recuperarse por métodos analiticos. 
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Los microorganismos constituyen hoy por hoy, uno de los 

campos sujetos a investigación más interesantes, pues son 

importantes protagonistas de los procesos naturales 

rodean. Una gran cantidad de reaciones en 

que nos 

el agua, 

particularmente las que involucran procesos de 6xidoreduccion 

y transformación de materia orgánica, es regulada por 

bacterias. 

Entre los microorganismos, existen aquellos individuos 

que requieren materia org~nica como fuente de carbón y 

energia. Estos son conocidos como heter6trofos y son muy 

comunes en los procesos de descomposici6n o putrefacción. Por 

otro lado, existen los microorganismos14
ei:

1 
que para obtener 

carbono, de lo único que dependen ea del C0
2 

que se encuentra 

en el aire. Dentro de esta divisi6n de microorganismos, 

llamados aut6trofos, est~n aquellos cuya fuente de energia 

proviene de procesos enzimáticos de oxidaci·!>n de austratos 

inorgánicos reducidos, tales como compuestos de hierro y 

azufre. Estos microorganismos, conocidos como . 
quimiolitótrofos, utilizan la energia de éstos procesos de 

oxidación para la formación de ATP
1461

• 

Uno de los principales elementos en la bi6sfera es el 

azufre, que dentro de ella sufre diversos cambios. Los 

microorganismos quimiolit6trofos, que tienen la capacidad de 

metabolizar el azufre, lo hacen interviniendo en un ciclo 

microbiolégico que podri a representarse como siguec271
: 

PROTElNAS AZUFRADAS 
DE PLANTAS Y ANIMAL~Q 

ASIMILACJON ~ 
POR PL.ANTAY 

~ PUTREFACCION 

~ POR DACTERlAS 

BACTERIAS 
SUL.FAtOS 

RE:IJUCTORAS 
SULFUROS 

BACTERIAS 

OXIDADORAS 

DE AZUFRE ~ / 

BACTERIAS 

OX JDADORAS 

DE SUL.FUROS 

AZUFRE 

CICLO MICRODIOLOOICO DEL AZUFRE 
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Existe una verdadera gama de microorganismos con los que 
se trabaja para fines metalúrgicos (tabla I); 

PROCESO EFECTUADO REF. 

--~~-~------•1-~·~--~-ir----~·~~--~~------~1---~~1 

Yul/.elt"hV.) •P· 

'Yl-'11.io app. 

•ulfuros R•9•nera.ción lix1.vi.Qnle 
meldli~o• por oxidoc1.ón de Fe<II> 

Oxldacidn dlr•cla Je 
aulfuroa metdlicoe 

aulíuro3 Regeneración lLX\Vl~nle 

meLdlicoe por ox1.dac1.dn de F•<II> 
sulfuro• Rw9~n•ra.c1.6n lixivianle 
melcil L<;os por ox1.dac1.ón de Fe< Il> 

Oxidac1.6~ d1.recto dw 
aulfuroa metdt1.~o• 

F• r r oman

gune•o. 
Ferroma.n-

D1.orreducción 

" Mn< 1 I > 
81.o.>rraducción 

d• Mn\ IVI 

do MnC IV> 

ga.neao 
'ele~t.ri.idiu.m app aoethLla, 

FeOOH y 

Q Mn< I 1) 

Diorredueci.ón 
Q Fe C I I > 

de Fe< I 1 I > 

h'9mal 1. la 

gnl~~q~acte~ ap a~elhila, D1.orteducc1.¿r, de Fe(Ill1 

30 

30 

BO 

30 

30 

34 

32 

F•OOH y a F•<II) 95 

Hongo a 

hema.L i la. 

sulfuros 

Di.orr&ducció~ d• Cr<VI> 
a. Cr l I I I > 
Qu•lata.e\Ón y a.ciditica-

... 
metdl1.c~9 ción con óc1.doa c(Lrico 30 

Sul fu roa L~~ivia.ción dcida. con 
de. aulf~rico dilu(do .. ---------- _,_, ___ ..... __ _ 

TABLA I. EJEMPLOS DE MICROOROANISMOS QUE PUEDEN PROMOVER LA 

SOLUDILIZACIOM DE IONES METALICOS EN MINERALES Y 

ESCORIAS. 

sin embargo, aquellos que mas se han utilizado, sobre todo en 
escorias de cobre y uranio para una mayor extracción de 

dichos metales, son :rhl..,~a.c.dlU/.> f.eHeexUúJ.n,-o y :rh/4~a.ciUu.~ 

tf..i.e~<',, -el primero m.!.s generalizado-. Al occidente de 

Estados Unidos, una porción significativa en la producción de 
cobre es la biolixi viación de minerales de baja le/21

• En 

cifras, dicha producción alcanza el lB:t actualmente."' 
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Caracteristicas biologicas.-

se descubri~ en aguas ácidas de drenaje en minas de carbón, y 

fue hasta 1957 cuando se encontró una relaci6n entre la 

presencia de la bacteria y la disolución de metales al 

efectuar operaciones de lixiviado de cobre. Es un bacilo 

móvil, flagelado, no esporulado~ Gram negativo de 

aproximadamente O.Sµm de an~o y 2µm de longitud''· 5 ! Es 

quimioaut6trofo, es decir, su fuente de carbono proviene del 

C0
2 

atmosférico y su fuente de energia 

sustratos inorgánicos (Fe2
• o azufre 

de la oxidación de 

en bajos estados 

oxidación); aerobio estricto, por su necesidad de 

atmosférico¡ acidófilo, pues se desarrolla en medios cuyo 

es aprox. 2, y termofilo moderado, por ser su intervalo 

temperatura en cul tivoa Ln vi t.ro de 25-4S0c~ 31 

de 

º· 
pH 

de 

Se le encuentra en terrazas utilizadas para lixiviación 

(heap Leach.ir,6 y dwnp Leachlnef) junto con rhl.4lladlu.ó 

lhi.4'~'1/.). quien es morfol6gicamente similar a 

La diferencia fundamental entre las 

incapacidad de :rf> • .ú:r~a.dUu..·~ tf-... te~..ida.,f' .. ~ 

sulfuros metálicos insolublest 4
'

5 ~ 9 
J • El 

dos especies 

de oxidar 

azufre que 

es 
Fe2

• 

la 

y 

oxidan 
puede presentarse como sulfuros insolubles, azufre elemental, 

tiosulfato, o tetrationato, dando lugar a la formaci6n de 

sulfatos. 

Mecanismos de lixiviación.- Existen dos mecanismos por 

los cuales el microorganismo puede efectuar la oxidación del 

sustrato mineral: el mecanismo directo y el indirecto. 

En la lixiviación directa las bacterias oxidan los 

sulfuros presentes en los minerales: 

HS + zo2~ HSO_. 

(Hn• 

7 

i6n met!.lico) 



Como es lógico suponer, la bacteria debe permanecer adherida 

a la superficie del sustrato, donde el sulfuro presenta el 

siguiente equilibrio de disociación: 

HS,¡. = HS = 2-• s 

El sulfuro soluble (52-J es inmediatamente captado por el 

sistema enzim~tico de la bacteria y oxidado a sulfato, 

lo que facilita el desplazamiento 

solubilidad a la derecha. <>.tOJ 

del 

.. -
Fe + e 

equilibrio de 

El aislamiento de los ci tocromos e y a de :J'l,.t.4'$a...:Ultv:> 

(.e."Lw~ida.t1.1~, permite proponer un mecanismo de transferencia 

de electrones, en el que la oxidación de hierro. con oxigeno 

como aceptar final, es mediado por dichos citocromos. Dicho 

mecanismo es el siguiente: 11
•
121

: 

Fe2 + 

X 
c~toc;cmo 

OM\.J.QdO 

~ oltccrcmc e 
1 •duc~do 

X 
~\tccro:nc o X 1- 'º' + m 

r•ducLJo 

e~ tocromo c. H20 
oJ<i..dado 

Los citocromos son protelnas conjugadas que contienen 

una porfirina con hierro como grupo prostético y funcionan 

como transportadores de electrones en las cadenas 
respiratorias. La estructura del citocromo e se muestra a 

continuación: 

8 



c~locromo e 

La porfirina del citocrorno e se une a los residuos de 

cisteina del componente protéico, a 

tioéster. La porfirina del citocromo a 

través 

es la 

similar a la del citocromo e, aunque 

der enlaces 

porTirína A, 

su principal 

caracteristica es la de poseer ut1a larga cade11a hidrof6bica 

isoprenoide, similar a la porfirina de la clorofila. 

Los iones met~licos no penetran a la c~lula bacteriana. 

sino que los electrones liberados por la oxidación del metal 

(o del sulfuro, hablando de :r. ~!:.l.e~x!±U' . .:)) pasan por éste 

sistema de transporte, gracias al cual la bacteria obtiene su 

energia. Aunque 7. f.tll/i.t!3XÚ:Í.1UVJ crece a pH 2. su pH interno 

es casi neutro y el gradiente transmembranal es de 4.5. Se ha 

calculado para Qstos valores un potencial de membrana de 

-10mv, valor suficiente para la formaci6n de ATP. uaJ 

En la lixiviación indirecta no hay ataque frontal a la 

estructura atómica del mineral. En lugar de ello, y como 

anteriormente vimos, la bacteria genera Fe3
• por oxidación de 

Fe
2
•• El ión férrico tiene un potencial de oxidaci:'.:n 

relativamente alto (E0 = 0.77V.) y puede oxidar los metales 

de otros sulfuros. 
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La forma oxidada soluble del metal, es generada en un medio 

sulfúrico 

y el Fez• ea reoxidado por los microorganismos 

con lo cual el ciclo redox se repitecai.Lundgren 

describen el proceso de oxidación del Fe•• en medio 

en 2 etapas: 

+ZHSO +O . . . 

_,¡.t o.lUBJ 

sulf!Jrico 

El sulfato férrico, producto de oxidación, reacciona con 

agua para formar hidróxido férrico y ácido sulfúrico. Esta 

reacción es espontánea y produce un aumento en la acidez del 

medio. De hecho, se generan varios complejos hidroxilados y 
sulfatados que, según A. E. Torma1•i, provocan una disminución 

en la velocidad de lixiviación en el mineral, ya que dichos 

compuestos recubren su superficie. Estos complejos 

constituyen la jarosita, que aparece como precipitados 

amarillentos a rojizos con capacidad amortiguadora de pH, que 

influye en las reacciones del hierro~ 191 

En solución ácida sin la bacteria, el Fe2
• es estable y 

la lixiviación mediada por Fe9
• ser!. a lenta. :r. {UVU1axiifo.r.;J 

puede ncelerar dicha oxidación en un factor de m~s de un 

millón, por medio de lixiviación indirecta. 

Factores ~ Afectan ~ Crecimiento Bacteriano.- El 

conocimiento de la actividad metabólica de .rM46o.dU•.Ló en 

diferentes condiciones ambientales (pH, temperatura, 

10 



nutrientes, etc.), puede ayudar al biotecnólogo a determinar 

las condiciones óptimas para una máxima velocidad de 

crecimiento y por tanto, una mayor extraccion del mineral. 

A.E. Torma ' 3
·

91 hace un estudio completo de los factores m~s 

importantes 1 y reporta los siguientes para ? . ,t.::.,.'i."".:~.:J.:!.:!." • .:').: 

a) pff. La oxidación biológica de los sulfuros metálicos 

involucra movimientos de protones y electrones, por lo que el 

pff es determinante en el metabolismo bacteriano. Se ha 

encontrado que los valores óptimos de pH están entre 2.3 y 

2.s en el caso de la calcopirita (CuFeS
2
), ZnS, calcocita 

(Cu
2
s), covelita (CuS), y hierro 

la capacidad amortiguadora de 

influye en el control del pff. 

ferroso. Como se dijo antes, 

los sulfuros hidroxilados, 

b) TEMPERATURA. Se ha encontrado que la temperatura 

óptima oscila entre 25 Y 45°C. Para la oxidación del hierro 

ferroso se reportan valores de 20ºc, 32ºc y 3sºc. Para la 

extracción de sulfuros met~licos, 35°C. Se acepta que la 

actividad bacteriana se detiene en el punto de congelación 

del medio de cultivo. Estas bacterias pueden ser clasificadas 

como mes6filas (temperatura óptima de 35 a 37°C). 

c) POTENCIAL REDOX. El potencial debe conservarse debajo 

de soomv .. para evitar la precipitación de Jaroaita. 

d) NUTRIENTES. Silverman y Lundgren' .. ' informan en 1959 

del desarrollo de un medio mineral para 
f.vvuiuxi.da,.rv.:, conocido como 9K, cuya composición se 

en la tabla I I. 

Variaciones en la concentración de (NH ) SO 
• 2 • 

afectan la actividad bacteriana. La ausencia de 

muestra 

y K HPO 
2 • 

nitratos, 

calcio, cloruros y potasio, no influye notablemente en el 

crecimiento, sobre todo si consideramos que dichos iones se 

encuentran los minerales a lixiviar, en cantidades 

suficientes para el microorganismo. 

11 



COMPONENTES CANTIDAD EN GRAMOS 

il 
;aLBs ba.i;i.~,;i.s 

(NH
4

) 
2
50

4 
3.00 

KCl 0.10 

K
2

HPO, o.so 

MgSO, 7H
2
0 o.so 

ca(N0
3

)
2 

0.01 

H
2
0 c.b.p. 700 ml. 

u
2
so, 10 N 1 ml. 

F'u-=-nt6' de 
ener6La 

Feso, 7H
2

0 300 ml. de sol. 
al 14.74 % p/V 

TABLA Il. COMPONENTES DEL MEDIO 9K, REF, U41 

Se ha encontrado que el crecimiento de cultivos de ::r. 
f .. ~/·.,wexi.dar .. :> es inhibido en medios que contienen cloruro 

ferroso en lugar de sulfato. Dicha inhibici~n se asocia a la 

necesidad en el microorganismo de altas cantidades de sulfato 

en relación al cloruro para oxidar hierro. Sin embargo, la 

adaptación a cloruros es factible, teniéndose un rApido 

desarrollo de mutantes capaces de 

bajos en sulfatou5
i. 

oxidar FeCl • en medios 

e)TAMAHO Y ~REA DE PARTlCULA. Para el caso de pirita y 

marcasita, se ha encontrado que las muestras molidas son más 

susceptibles a la acciCn de J'. f.t."..".e~.,') que las de 

particula grande. En un mineral determinado las ganancias en 

la cantidad de metal cxtraido son función de dos 

alternativas: las ganancias al disminuir el tamaRo de 

part1cula contra los costos de molienda para obtener el 

tamaRo deseado. 
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I.2. Sistemas de Lixiviación 

TrabaJo Experimental.- Los trabajos de laboratorio en 

lixiviacicn microbiológica de minerales sulfurosos se 

efectúan 
llamados 

en columnas (aLrLl/t 

respirjmetros de 

percolators, fig 1), loa 

Warburgu61y botellas para 

lixiviación estacionaria'';1
• 

para 

F'IOURA I, Column<.l. po.ra hxi.vi.aci.6n. 

Un método que provee una aereacion rapida y 

un crecimiento satisfactorio es el 

suficiente 
matraz en 

agitaciónue,&~i. donde comparativamente con los anteriores, 

se han encontrado muy buenos rendimientos (fig. 2). 
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.... 

FIOURA ll. NQf.r.:>.ce• en ag\.lac\.Ón 

Aplicaciones Comerciales.- Desde un punto de vista 

industrial, la biohidrometalurgia dispone de varios m~todos 

para la extracción de metales a partir de sus minerales. La 

razón de la variedad radica fundamentalmente en la ubicación 

y la naturaleza del sustrato, asi como las necesidades del 

microorganismo en función de dichas caracteristicas. 

Entre los métodos más utilizados se "'mencionan la 

lixiviación por terrazas (dump leachine). Es recomendable 

para minerales de baja ley y sus montajes son relativamente 

senc~llos, ya que generalmente se construyen en un valle, 

aprovechando sus pendientes.naturales, lo que facilita la 

recuperación de las soluciones a'plicadas. No es necesaria la 

inoculaci~n, ya que micróorganismos como :T!-..i:~c.::.U!''...1~~ y otras 

bacterias mesófilas y acidófilas son ubicuos y cuando las 

condiciones necesarias para el crecimiento de las bacterias 

en el mineral se cumplen, éstas proliferan. Las muestras 

minerales tomadas del tope de la terraza presentan más de un 

millón de bacterias por gramo (fig.3). 

.La terraza es rociada en su parte superior con 

soluciones ácidas,que se filtran a través de ella Las 

soluciones impregnadas se recogen y el catión metálico es 

recuperado. Se reportan buenos resultados en el caso del 

cobre, donde el metal es recuperado por cementaci6n, en la 
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que hierro ferroso toma el lugar del cobre en solución, o por 

extracci~n con disolventes. La disolución original, ya 

desmetalizada, se recicla en las 
(2,8l 

terrazas . 

FIGURA tu. L\.X\.V\Gc\.Ón por l•rra:z.o.s. 

Si la terraza se construye sobre bases de material 

impermeable, y el sustrato es de un mineral con mayor 

concentración de •etal, el método se conoce co•o h9ap 

L9achlne. Pueden instalarse sistemas de aereaci6n para 

aumentar el flujo de aire en el mineral apilado {fig. 4). 

La lixiviación Ln GLtu es una técnica prometedora en el 

caso de minerales que se encuentran en sitios inaccesibles 

como minas abandonadas. La técnica tiene un impacto mlnimo en 
el medio y ha sido utilizada en el caso de minerales de 
uranio. Cuando la calidad del mineral solubilizado es 

demasiado baja para Justificar operaciones de extracción 

convencionales, es posible triturarlo y lixiviarlo ya molido. 

El mineral es rociado en el mismo lugar con soluciones 

lix1v1antes y el metal solubilizado se bombea hacia 
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afuera.'ª· 2 º 1 donde se recupera. 

FlOURA IV. T•rra.za.• 11obr• 1:-o•e lmpermea.bl•. 
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I.3. El Cartx.n. 

El proceso de carbonización, o sea la transformación de 
un vegetal en un mineral, muestra la influencia de altas 

temperaturas y presiones, asi como la acción de 

microorganismos. Ambos factores dan como resultado diversas 

especies de carbon mineral, citadas en la siguiente tabla: 

ESPECIE X CAR BON usos 

Turba 50-59 Calderas domésticas, 
y destilación a bajas 

Lignito 69 

~ 
temperaturas 

1 

Producción de gas, 
alumbrado, operaciOn 

Hulla 82-94 de grandes calderas, 
fraguado (coque me-
tnlúrgico). 

Antracita 95-100 Calefacción domésti-
ca, fraguado. 

TABLA 111. DATOS TOMADOS DE LA REF, t211. 

Entre las numerosas aplicaciones del carbón, dos pueden 

considerarse fundamentales: el carbQn no coquizable, que 

puede usarse como combustible, ya que no produce destilacion 
de coque, y el coquizable, que se usa en la metalurgia para 

la producción de diversas variedades y calidades de hierro. 

El carbón fué, hasta el desarrollo explosivo de la 
industria petrolera, el combustible comercial más importante. 
Sin embargo, el futuro de la producci0n mundial de petroleo 
es inseguro, ya que dicha producción declinara en 10 a 25 

a~os. Se espera que los palses, en su busqueda de fuentes 
alternativas de combustible, recurran de nueva cuenta al 

carbón, ya que sus reservas mundiales est¿n garantizadas para 

200 a~os de consumo. AdemAs, dentro de esta perspectiva, debe 
considerar~e el notorio retraso observado hasta ahora en el 

mundo en los programas de expansión de las plantas nucleares. 
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En Héxico existen importantes regiones carbon1feras en 

los estados de Coahuila, Oaxaca y Sonora, asi como otras de 

menor importancia en San Luis Potosi, Puebla, Veracruz y 

Chihuahua. 

Se considera al estado de Coahuila como la región donde 

se originó la miner1a del carb6n en Héxlco y donde 

actualmente tiene su mayor desarrollop La región carbontfera 

de Coahuila se divide en dos grandes cuencas conocidas como 

la cuenca de Sabinas y la de Rlo Escondido o Fuente. La 

primera cubre un ~rea de 10,000 km
2 

aproximadamente y se 

sutxSivide en nueve subcuencas. El carbón localizado alll es 

del tipo bituminoso (de betun) de volatilidad media a baja, 

siendo su aplicación principal la siderurgia, una vez 

transformado a coque. En la segunda cuenca se han realizado 

trabajos de exploración que han cuantificado, hasta 1906, del 

orden de 600 millones de toneladas de carb6n no coquizable. 

Los principales sistemas de explotación en minas de 

carbon en México son: 

1.- Explotación a cielo abierto (tajos). Utilizado 

cuando el yacimiento se encuentra a una 

profundidad menor a 60 metros. 

2.- Explotación por frentes largas, que son 

sistemas de explotación masiva del carbón por 

medio de un equipo del mismo nombre. 

3.- Salones y pilares. 

4.- Cuartos y pilares. En estos sistemas, se van 

abriendo toneles o galerias a el manto y se dejan 

pilares gruesos carbón para sostener las capas 
superiores a dichos túnelest 21

•
221

. 

El interés en el tratamiento bacteriológico con carbón 

surge cuando, al ser dicho mineral quemado para utilizarse 

como fuente de energta en plantas carboeléctricas, se observa 

la liberación de gases que en un gran porcentaje contienen 

50
2

• El 50
2 

es, como se sabe, un importante contaminante 
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ambiental ya que reacciona con el agua para generar H so . El 
2 • 

carbón que contiene un 0.2~ de azufre total se clasifica como 

carb.!Jn de alto contenido de azufre, y en los Estados Unidos, 

los gases liberados son tratados para eliminar el exceso de 

dióxido de azufre y satisfacer las condiciones que la Agencia 

de Protecci )n Ambiental CEPA) establece'"'. En M~xico, 

reglamentación similar está en estudio actualmente. 

una 

Sin embargo, no Sólo el factor ambiental debe ser 

considerado para el tratamiento bacteriológico del carbon, 

aunque éste único seria suficiente. El carbón desulfurizado 

tiene también aplicaciones en la industria metalúrgica, donde 

el carbón no coquizable con bajo contenido de hierro puede 

ser de gran utilidad. Por medio de este trabajo se plantea la 

gran utilidad de J'h~~a.cl.!lu~ en dichos procesos. 

I.4. Tratamiento del Carbón Mineral 

Los trabajos realizados 

métodos no microbiológicos 

resultados interesantes sobre 

por 

sobre 
las 

agresivas) para extraer aluminio. 

HuKoz y Alzaga' 2 º 1 con 

carbón, han arrojado 

condiciones óptimas (no 

se efectuaron lavados variando el origen del agua de 

lavado, pH, tama~o del carbón, la presencia de 

centrifugación, y en todo caso, el tiempo de la misma. En 

todos los casos, la presencia de aluminio se detectó con 

aluminón (sal de amonio del ácido aurintricarboxilico) que 

forma un complejo a pH = 4 color rojo. El hierro debe ser 

eliminado con ~cido tioglicólico'37 
J si la proporción de 

hierro a aluminio no sobrepasa 20 a 1, o con cupferr6n en 

medio ácido, ya que la interferencia del ión férrico es 

significativa en la determinación. 

La determinaciOn de aluminio se desarrolló de la manera 

siguiente: A 0.2 ml. de muestra se le aagregaron 0.2 ml. de 

ácido tioglicólico de dilución 1:100, 0.2 ml. de 
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quinalizarina, 0.2 ml. de NH.OH, 0.2 ml. de ~cido ac~tico y 2 

ml. de agua destilada. se observa la formación de color, 

comparada contra un blanco de agua destilada. 

En cuanto a la variación del agua de lavado y el pH, se 

trabajó conforme a la tabla IV. Se realizaron los ensayos 

cualitativos sobre papel: 

SO.La 

100 pH = z 
ml. HCl pH . • 
Hz O so g. dest. Hz SO• pH . z 

de plf . . 
e so a 

100 
ml. fJCl pH . z 

fizo pH = • 
llave Hz SO• 

pH . z 
pH = • 

TABLA IV. ENSAYOS CUALITATIVOS DE VARIACION DE pll Y ORlOEN 

DEL AOUA DE LAVADO. EL TRABAJO SE REALIZO 

POR DUPLICADO. 

Los resultados de los ensayos se muestran en las tablas 

V y VI: 

SOJ.8 \+J 

100 pH = 2 \-} 
ml. HCl pH . • (+) 
Hz O 50 g. dest. Hz SO" 

pH . 2 (-) 
de pH . • (+) 

TABLA V, 

e sola (+¡ MUESTRA 1 

100 
ml. HCl pH = z (-) 

Hz O pH = . (-) 

llave 
Hz so. pH = z (-) 

pH = • (-) 
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11 SOia l+I JI 

IJ 100 pH = 2 ( +) :1 

1

1 ml HCl pH = • '..=2__]¡ 

LJ
,50 g. Jd~~~. __ H_z_s_o-.,---<c---P...,,.,..,-.-,-2-(+) ' 

pH = 3 ( +) 
T.\DLA VI. 

Eola (+) 

!~~ 11----H-C-l--~---p-H-=-2--(r+-·l~-ll 
pll = a (-) 

l~:~ell-------+---p-H-=-2--(r--¡~-ll 
HzSO• pH = a (+) .._ _ _.._~~---...1.---~·~--~--" 

MUESTRA 2 

No se encontró una variación significativa en los 

resultados para el origen del agua o valor de pH. Con baee en 

esto, y debido al bajo costo que ello implicaba, se 

seleccionó agua destilada para la siguiente etapa, que 

consistió en la extracción de muestras de carbón molidas a 

diversos tama~os, sin y con centrifugacion, y en su caso, a 

distintos tiempos de centrifugación. Los resultados se 

muestran en la grAfica 1. 

GRAílCA 

EXTRACC/ON DE ALUMINIO EN CARBON 

• d• Watlo d• lf•l•nofon dllll C 
s/c•nl, '°"'· 
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En la gráfica se observa que las mayores absorbencias se 
obtienen en la curva con menor tiempo de centrifugación. En 

general, para todos los tiempos de centrifugación, se observa 
que el carbon retenido en malla # 100 presenta los valores 
más altos de absorbencias. se observa también que el carbón 
de particula más peque~a (que pasa la malla# 100), presenta 
una disminución en los valores . se puede concluir que la 
extracción de aluminio se favorece a •enor tama~o, en 

presencia de centrifugación (se vi6 que agitando se obtentan 
resultados similares) y a tiempos cortos de la misma. 
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CAPITULO ll: 
PARTE EXPERIMENTAL. TRATAMIENTO DEL 
CAR BON MINERAL CON :r IWT~a;;illu.o. 
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JI. l. Objetivos. 

1.- Determinar las condiciones de maximo crecimiento 

para una mezcla de ."'rf.teea.::~Uu.';) spp., modificando las 

siguientes variables: 

a) Presencia de carb6n en la muestra. 
b) Presencia de medio de cultivo. 

c) Forma de cultivo (matraces y columna). 

Se pretende evaluar el coaportamiento de los sistemas, 

midiendo la cantidad de proteinas y hierro presentes en las 

muestras. 

Este estudio tratar~ de ser un modelo para un método 

industrial económicamente factible. 

II.- Cuantificar el aluminio extraido del carbón como 

posible producto de la lixiviación bacteriana. 

II.2. Hetodologia. 

II.2.1. Materiales y Reactivos. 

Se emplearon dos cultivos, no puros, 

spp., proporcionadas por el Dr. Sergio 

de 3'1.M~a.cUlu.o 

Palacios, del 

Instituto de Geologia de la UNAH. Estas mezclas, que se 

diferencian por las fechas de recolección y siembra, so 

denominan 3 y X. 

En todas las etapas del trabajo, el material de vidrio 

que se manejó, incluyendo los matraces y la columna con el 

carbón previamente pesado, fué esterilizado en el autoclave a 

lb/1n
2

. El medio 9K ae esterilizó por filtración con un 

equipo Hillipore y membranas tipo HA. 

Durante el manejo y la toma de muestras se trabajó en 

área estéril, proporcionada por la llama de dos mecheros. 
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Los reactivos para la preparacion del medio 9K, descrito 

en los antecedentes, son marca Merck. El carbón proviene de 

muestras molidas en y otorgadas por el Instituto de 

Ingenier1a de la UNAH, tomadas de la mina de Rio Escondido, 

Coah. El reporte de análisis del carbón proveniente de HICARE 

(Hinera Carbonifera Rio Escondido) está en la tabla VII. 

Para el an~lisis de hierro123
'
2

"
1 

se utilizaron 

reactivos Merck. Las soluciones fueron preparadas de acuerdo 
con la bibliograf1a citada, utilizando clorhidrato de 

hidroxilamina al 10~. El pH se ajust6 a 3.5 con ~cido 

sulfúrico cuando fue necesario. 

Para la determinaci6n de proteinas se utiliz6 el método 

de Lowrycz:;,z 6 1
• con soluciones de albUmina sé rica bovina 

para la curva estandar. Tanto para la determinación de hierro 
como para la de proteinae. se utiliz6 un eapectrofotometro 

Perkin-Elmer modelo 552. 

En cuanto a la determinación ~e aluminio, se utilizaron 

reactivos Merck, en las disoluciones de cupferrón y alumin6n, 

as1 como en los amortiguadores de pH. 
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DETERMINACIONES CARBON RIO PARAMETROS 
BASE SECA ESCONDIDO DE DISEf10 

I.ANALISIS PRIMARIO O PROXIMO 
'I: Hu•edad total muestra bruta 
'I: Ceniza 36.16 39.50 
'I: Materia volátil 32.36 39.50 
'I: carb6n fijo 29.46 33.10 

!!.PODER CALORIFICO SUPERIOR 
(BTU/LB) B,327 B,361 

Ill.ANALISIS ELEMENTAL O ULTIMO 
'I: carbono 36.59 44.69 
'I: hidr6geno 2.76 3.33 
% nitr6geno 1.17 0.92 
'I: cloro 0.02 
% azufre 0.77 1.20 
% oxigeno a.so 6.64 
% ceniza 36.16 37.00 
'I: hu•edad muestra p/análisis 6.00 

IV.ANALISIS MINERAL DE LA 
CENIZA 

'I: hierro (Fe
2

0
3

l 3.62 4.20 

'I: calcio (CaO) 1.16 1. 76 

'I: •agnesio (MgO,J 0.60 0.36 

'I: sodio (Na
2
0) 0.49 0.30 

'I: potasio (K
2
0) 1.06 0.4& 

% silicio (Si0
2

l 65.27 &0.30 

'I: aluminio (Al
2

0
3

) 25.06 29.90 

'I: titanio (Ti0
2

) O.B1 0.94 

'I: fósforo (P20~) o.os 
'I: azufre <so. l 1.46 

% otros 2.50 

TADt.A VII. Anci\i,.a"e do lao do c.·.l.rbón, 

mueet.rci• Lro.t.adcie fueron 

proporc:\onc.do'll por MICA.RE. 
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II.2.2. Procedimiento. 

El trabajo experimental se dividió en tres etapas: 

ETAPA I: Activación en carbon de una mezcla de 
y 

cultivada exclusivamente en medio 9K, pcr medio de resiembras 
sucesivas en dicho medio, con o-s g. de carbón. 

ETAPA II: Trabajo con matraces en agitacion en distintas 

condiciones de cultivo, a 3o0 c. 

ETAPA III: Trabajo en una columna de lixiviacion a 

temperatura ambiente,utilizando el microorganismo que mejor 

crecimiento haya tenido. 

A continuación se describe cada una de ellas: 

ETAPA I 

Se usaron los microorganismos :rh«>~C1GUl1.I/.> spp., 

denominadas 3 y X . La activación consistió en sembrar 5 ml. 

de cada inóculo en matraces que contentan 100 ml de medio 9K 

(tabla II, p~g 12). La cantidad de (NH.>
2
so

4 
se fue 

reduciendo, y se comprobó que la mitad de éste nutriente era 

suficiente para un crecimiento satisfactorio. Después de una 
semana, se tomaban 5 ml. de cada mezcla y se sembraron en 

matraces con medio 9K y cantidades cada vez mayores de carbón 

mineral (malla 100), hasta llegar a 5 g. Cada siembrµ se hizo 

pcr duplicado, de tal manera que para la siguiente, se hizo 

una selección del matraz con mejor crecimiento. Al final se 

tuvieron dos matraces, cada uno con 5 g. de carb!in, 

correspondientes a cada una de las mezclas originales. La 

mezcla X resultó ser la de mejor crecimiento de las dos y fue 

la que se eligió para la siguiente etapa. 
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ETAPA II 

Se sembraron 5 ml. de la mezcla X en matraces que 

se organizaron de acuerdo con la tabla VIII: 

MATRAZ CONTENIDO 

5g. d• ca.rb6n 
+ O, 059. 11: HPO 

FUNCION DEL MATRAZ 

D•L•rmLna.r el cr•eimienl~ de 
el Lnóculo 9\.n el gaslo d• 9K 

A +O. l5g. <NH > so+ cuanl\.fLca.r el h\.erro •xlra'-
o. lmt, H so do d•l carbé-n, y el r•ndi.-
gun cd\.c1..1lo11 de 
o)I( po ra lOOml. 

mi.onto 11\.n 9K. 

D•t•rmLnor \.Q OMidación ••
ponldnea de F• en pre••ncia. 

B '!!i9. de co.rb6n + de r.orbón. 
9K cua.nl\.fi.car el Fe con el que 

ain J"hio~a.clll"U/.> puede contribuir el ca.r'>ón a 
la. dL•oluci.ón. 

Comporor la. ca.nl\.dod de mi.-
C 9K + :rhiq~a,ci.llu--:> crc-orga.rn.amo a.deorb\.do al 

•in carbón carbón, mLdi.endo Fe y prot•1-
nQ• e contra. o>. 

cuanl\.fi.car el crecLm\.enlo de 
O 5g. de ea.rbón .... 7hi.u8a.ci.l(u,..;, en pr•••nci.a de 

9K • Tl..f..q~a.clllu.ó t.odoe Lo• nut.ri.ent.ea 

rLo• y •l carbón. 

TABLA VIII. EXPERIMENTOS PEALIZADOS EN MATRACES 

Se cuantifica el crecimiento de la mezcla de 

:TM8~a.ci.llU/.) en presencia de todos los nutrientes necesarios 

y el carbon. 

Para la etapa II se tomaron 2 muestras de 2 ml. en cada 

matraz, para no provocar cambios en las concentraciones de 

las disoluciones en los matraces. Cada muestra se trató como 

sigue: 

La muestra se deja reposar de modo que el carbón que 

haya en suspensión, sedimente. De el volumen total de 

sobrenadante se toman aproximadamente 1.5 ml. que se guardan 
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para la posterior determinaci~n de prote1nas y aluminio. El 
volumen restante se centrifuga 3' a 3500 rpm y se diluye 

1:100 manteniendo el pH en aproximadamente 3. Se toman 0.5 ml 
para determinar hierro (Ill y el mismo volumen para hierro 
total, llevando a 25 ml en cada caso. 

ETAPA III 

se seleccion6 el matraz D como el de mejor crecimiento 
(ver parte de resultados) y se trabaj6 la lixiviación en una 

columna de vidrio, con base de vidrio sinterizado, que se 
presenta en la figura s. 

____ Bamli~ 
Pirr-irtd tica 

Plirdia--

'Surtr-ata --
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El volumen inicial de trabajo fue de 300 ml. Se 

se•braron 5 ml. del matraz seleccionado en la columna y se 

toaaron 4 ml para determinación de hierro, aluminio y 

proteinas. Se reciclo el liquido con la bomba perist~ltica un 

20~ del tiempo de lixiviacion (5 horas diarias) y se tuvo en 

reposo el otro 80% para que la solución retenida en el 

sustrato penetrara en él y reaccionara con el cart»n. 

La setodologia seguida puede resumirse de la siguiente 

manera: 

ACTIVACION 
DEL 

MICROOROANISMO 
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Determinación~ Hierro' 2 ª· 2
•J.- Este mttodo se baea en 

la formacitn de un complejo octa~drico de [Fe(fenJI:·. rojo, 

muy estable C(ll = 10
2109

), que absorbe a 515 nm. El complejo 

de Fe (111), pese a que se forma, absorbe en otra región del 

visible (396 nm.), de manera que no interfiere en la 

determinación de Fe (11). Para determinar hierro total, se 

redujo el hierro (III) presente en la muestra, con 

hidroxilamina, de tal manera que el hierro total se mide como 

concentración de hierro (11) presente en la disolucion. 

AJ solución estándar. 

1. Disolver O.OS g. de hierro en polvo en HN0
9 

2H. 

Llevar la disolución resultante a 50 ml. (1000 mg/l Fe). 

2. Preparar una disolución acuosa de hidroxilamina al 

10% (p/v) y una de 1,10-fenantrolina al 0.25% (p/v). 

3. Preparar, por duplicado, disoluciones de hierro que 

vayan de 0-4 mg/l de hierro a partir de la solución 

anteriormente preparada. Una disolución se usa para 
determinar Fe(ll) y la otra para Fe total. 

4. Agregar a cada matraz 5 ml. de hidroxilamina (para 

los aatraces en que se va a determinar hierro total, 

únicamente). 

5. Agregar 4 ml de 1,10-fenantrolina. 

6. Aforar a 50 ml. con agua destilada, ajustando el pH a 

3.5 ± 1. 

7. Leer a 512 nm Fe(Il) y Fe total. 

B) Solución problema. 

1. Tomar 2 veces alícuotas de 0.1 ml. del sobrenadante 
de la solución ya centrifugada y colocarlas en 

matraces de 25 ml. 

2. Para Fe total, agregar a cada matraz 2.5 ml. de 

hidroxilamina. 

3. Agregar 2 ml. de 1,10-fenantrolina y aforar a 25 ml. 

con agua destilada, ajustando el pH. 

4. Para Fe(II), seguir el procedimiento sin agregar la 

hidroxilamina. 

s. Leer a 512 nm. 
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Determinación !!g Proteínas 12 ~' 261 .- Lowry utilizó el 

reactivo de Folio y Ciocalteau, que detecta grupos fenólicos, 

en un método para cuantificar proteinas. El reactivo de Folio 

detecta residuos de tirosina debido a su naturaleza fenólica. 

Al agregarle cu", los grupos -NH de los enlaces pept~dicos 
en las proteínas, reaccionan con él, dando un complejo 

cuadrado plano. El complejo Cu-prote1na provoca la reducción 

de los ácidos fosfomolibdico y fosfowolfrámico (componentes 

principales del reactivo de Folio) dando compuestos azules de 

molibdeno y wolframio, y principales responsables del color. 

Al Tratamiento de las muestras. 

1. Preparar las siguientes disoluciones: 

Acido tricloroacético (ATC) 10X p/v ............ 500 ml. 

NaOH o.4 N •.•.•...•.•.......•..••..••..••.••..• 500 ml. 

Sulfato de cobre al lX (Cuso .. 5H
2
o¡ ._ .............. 1 ml. 

Tartrato de sodio y potasio al 2~ en NaOH 0.1 N .. 98 ml. 

2. To•ar 1 ml. de muestra. 

3. Centrifugar a 5000 rpm por 10'. 

4. Agregar al sedimento ATC (2ml. por 1 de muestra). 

5. Congelar por 24 hra. 

6. Descongelar a temperatura ambiente y centrifugar a 

5000 rpa 10'. 

7. Suspender el sedimento en 5 ml de NaOH 0.4 N. Agitar 

fuertemente. 
8. Tomar 1 ml de esta disolución y aforar a 5ml. 

Bl Determinación de proteínas. 

1. Se hace una curva patr6n que vaya de 10-lOOµg con 

albúmina bovina. 

2. Se preparan los tubos problema con 1 ml.de muestra. 

El blanco con 1 ml. de agua o PBS. 

3. se mezclan las disoluciones de cobre, tartrato y 

carbonato en ese orden y se agrega a cada tubo 3 ml. 

4. Agitar y dejar reposar 10'. 

5. Agregar a todos los tubos 0.3 ml de reactivo de 

Folin-Ciocalteau diluido 1:1 con agua. 

6. Agitar bien y dejar reposando 30'. 
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7. Leer a 600 nm. 

Determinación Cualitativa ~ Aluminio' 37
'

3 ')'"º 1 
.- El 

método se basa en la capacidad del aluminio de formar 

complejos con la sal de amonio del ácido aurintricarbox1lico 

(alumin6n) a pH ; 4, y fue seleccionado para desarrollarse en 

forma cualitativa debido a que la poca cantidad de muestra a 

manejar no permitia un tratamiento adecuado para el uso de 

métodos cuantitativos convencionales. 

Debido a la interferencia significativa del hierro en 

las muestras, que no es posible eliminar por medio del ácido 

tioglicólico. se usa el reactivo cupferrén"'ºJ, que precipita 

el complejo color caf~ rojizo con Fe(III) en medio sulfúrico 

1:10. Este complejo es muy soluble en cloroformo, lo que 

facilita su extracción cuantitativa de la soluci6n acuosa. La 

extracción de hierro es más completa si se realiza S' después 

de agregada la soluci6n acuosa de cupferr6n. 

El reactivo de alumin6n se prepara disolviendo 0.5 g. 

del reactivo en 100 ml. de agua y 100 g. de acetato de amonio 

en 400 ml. de agua. Se le agregan 56 ml. de HCl, se mezclan 

las disoluciones y se afora a 1 l. con agua destilada. 

A) Se preparan las siguientes disoluciones: 

H
2
so, 10 N ••••...••••.............•.•........•.•. so ml. 

Disolución amortiguadora de ácido acético/acetato de 

sodio pH = 4.5 ....................................... 250 ml. 

Disolución acuosa saturada de cupferr,.:.in .......... 25 ml. 

Reactivo de alumin6n ............................ 100 ml. 

B) Método. 

l. Se mezclan 0.5 ml. de muestra, o.s ml. de H
2
SO, y o.s 

ml. de cupferr6n. 

2. Se agita y deja reposar 5'. 

3. Se extrae con 1 ml. de cloroformo, agitando 

vigorosamente durante 30 11
• Después de otras dos 

extracciones, se hace otra adicion de o.s ml. de 
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cupferrón hasta que en la rase acuosa aparezca un 
precipitado blanco (produc~o de descomposlci~n del 

cupferrón sin complejar en medio ácido). 

4. La disolución resultante se lleva a pH 4 con 

hidróxido de amonio o ácido sulfurico. Se afora a 5 

al. con buffer de acetatos. 

S. Se toman 2 ml. de la disolución y se agregan 0.5 ml. 

de reactivo de aluminon. 

6. Se registra la intensidad del color desarrollado, 

comparada con un blanco de agua. 
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CAPITULO III: 
RESULTADOS Y ANALISIS 
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III.I. Resultados. 

De acuerdo con la metodolog'a experimental aplicada se 

presentan los resultados obtenidos a continuación: 

Las tablas IX y X nos muestran los valores de 

absorbencia y concentraciones respectivamente, de hierro (II) 

perteneciente a los matraces. El matraz A (sembrado sin 9K) 

presenta muy bajos valores de absorbencia, sobre todo en los 

dias 0-5. El dia 7 alcanza su m:.ximo y luego decr·ece. Es 

notorio el decremento observado en los valores de los 

matraces B y e en los dias B y 11, donde la cantidad de 

hierro (II) se reduce pr:.cticamente a cero. 

DIA o 2 3 
MATRAZ 

5 7 8 11 

A º·ººª º·ººº o.ooa O,ot.Z o.oa2 O, Ott. o.01a 

B 0.058 o.ozo 0.010 0.029 0,01!5 o.ooe 

e o.º"' o. 030 o.oso o.oas 0,039 o. 025 o.ooa 

D 0.075 O. OtJO 0.0211 o.ºª" o.ozs 0.026 o.oats 

TABLA IK, ABSORBENCIAS OBTENIDAS EN LA PETERMINACION DE Fetll}, 
MATRACES. 

DIA o 2 3 5 7 8 11 
MATRAZ 

A 
"· 6 "· 6 "· 6 

600 3894 5Zd.6 ªºº 
B 75104.2 :114•9.Q 6'602.' 456il.? ª"'ªº·" t 158. 6 ~." 

e 607•. 1 "º"'.o 3614 "103. 7 !5008 2794. 6 2." 

D 10912.~ 8 206, z 3zoa.e 2629,B zeoo 2957,B 43~1.? 

TABLA x.. CONCENTRACION DE Fet 11 > EN mg/l, MATRACES, 
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En general, se puede observar por las tablas XI y XII 
que el hierro total (medido como Fe(JI)) tiene una tendencia 
creciente con oscilaciones. El valor más bajo lo tiene el 
matraz A el día 3 y los más altos corresponden en general al 
matraz B (sin microorganismos). 

DU o 2 3 5 7 8 11 
MATRAZ 

A 0.031 0.01• o. 011 0.012 o. 092 0.020 0.010 

B o. 069 o. 060 0,057 0.049 o. 052 0,094 o. 061 

e o. 06• º·º"ª 0.037 0.026 º·ºª' 0.027 0.032 

D o. 069 O,OGB f).028 O.OZ• 0.090 0.026 0,095 

TABLA l<I • ABSORBENCIAS OBTENIDAS EN LA D&:Tii::RMINACION DE Fe TOTAL 
MATRACES. 

DU o 2 3 5 7 8 11 
MATRAZ 

A 9770 989.6 49? 1500 1979. 7 200 899.6 

B 911156, 6 8500,6 8042. 2 5695.9 7140. 2 •269.9 0&16.a 

e 9190 6566 47 14. 2 2957.8 9D Zt;, O eoa9. a 9 94" 9 

D ?900 0206. 2 3203.0 262?, B a:i:5s. a 2?57 •351, 9 

TADLA MI I • COHCE:NTRACION DE ... TOTAL PRE:Sli:NTE COMO F'• 1 l X> EN 
mg,... l. MATRACES, 
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Las tablas XIII y XIV muestran las absorbencias y 

concentraciones respectivamente, obtenidas de protetnas. Los 
va1ores m~s bajos corresponden al matraz B y los m~s altos 
los comparten los matraces e (sin carbón) y D (con todo). 

º"" 2 4 5 7 8 11 
MATRAZ 

A O, OQ2 o.osa 0.029 o.oaa Q,OIS3 o.º"º 0,047 

B 0,023 0.029 o. 092 0.038 0.026 0.096 º·ºª' 
e o.º"" o. O•Y 

D o.oqo 0.097 0,007 0.060 0.047 o. o•!i º·º"ª 

TABLA XIII, ABSORBENCIAS OBTENIDAS EN LA DETERMINACION DE 
PROTEINA&, MATRACES. 

DU 2 4 5 7 8 11 
MATRAZ 

A 67t:S ... 'e l. 9' 1 .. t.6 191, 9 993 ... 2 52 ... a 22. 9 

B e t. z 1D1. 6 171, 9 2a2. a 1..1:&,4 2 1 2. 1 192, o 

e 690,6 423. 1 !:534 ... 4?4. 2 272. 6 34 3, 1 2 22. 2 

D ?06 222,Z 125, a o6!5B. 9 922.9 aoz. e 202. 6 

TABLA XIV. CONCENTRACION DE PROTEINAS EN mg/l. MATRACES, 
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La tabla XV muestra absorbencias de Fe (II) y Fe total y 
la tabla XVI las concentraciones correspondientes a dichas 

absorbencias. Es de notar el descenso de valores de hierro 
(II) y el aumento de hierro total hasta el dia 6. 

DIA A Conc. DIA Conc, 

o o.o•5 6000 8 0.020 azoa. e 

2 o.o3• 4269 9 0,030 3!531. ? 

-
4 0.041 !39 86 11 o.oa1 !1777. 9 

5 0,020 9870.Z 12 0.099 410!5. 9 

6 o.oto aaa. 6 15 o.oa1 9777,9 .__ 

TABLA ><V. ABSORBENCIAS y CONCENTRACIONES 'mg/l > PARA FeUU. 

COLUMNA, 

DIA A mg/l DIA A m9/l 

o 0,04:1 6200 8 0.037 4762 

2 0.051 7050.2 9 0.0•2 550(1 

4 0.0'52 
? '"º· 2 

11 º'º'º 0254 

5 o. 062 0062. 3 12 Q.05'5 7 71•. 2 

6 o. 062 00 62. 3 15 o.043 ~746 

TABLA XVI. AllSORUILNCIIAS V CONCE:NTRAClONE:SI t rng.·· l) ODTE'.NIDAS PARA 
Fo TOTAL. COLUMNA.. 
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La tabla XVII muestra las absorbencias y concentraciones 

de prote1nas en la columna. Se aprecia un descenso inicial 

hasta el dia 2, luego un aumento hasta el dia 7 y luego otro 
descenso en los valores. 

DIA A Conc. DIA A cor.e, 

o o. 005 ~04,2 7 0.092 6t!J. o 

2 o. 019 40.9 9 0.0.&2 :Zi'2. 6 

4 0,028 t 31. 6 JO Q,047 822.9 

6 0.071 !564. 7 13 0.0~7 42 9. 7 

TABLA MVII. ABSORDENClAS y CONCENTRACIONES EN mg_,l º" PROTEINAS, COLUMNA. 

40 



La tabla XVIII muestra los resultados de la 

determinaci6n cualitativa de aluminio. La cantidad de cruces 

se marcó en funci6n de la intensidad relativa de color 

desarrollado, medida contra un blanco con agua. 

MUESTRA Ma.tr~z Mo.L raz Mo.L raz Mo.L ra.z 
Ce Lumrio. 

DIA A D e o 

o + t+ - .. + 

2 + +++ - +++ + 

4 + +++ - +++ ++ 

5 ++ ++ - ++ + 

6 ++ ++ - ++ + 

B +++ + - +++ ++ 

10 + ++ - ++ ++ 

11 ++ +++ - ++ ++ 

12 +++ + 

H 
++ H 

15 ++ +++ ++ +++ 

Y COLUMNA. 

Se puede observar claramente que el matraz e, con 
ausencia de carb.!>n no presenta desarrollo de color 

apreciable. Asimismo, el desarrollo en el matraz A y en la 
columna son similares y a su vez menores que el matraz B. Es 

en el matraz D donde se encuentra mayor presencia de aluminio. 
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A partir de los datos presentados en los tablas 
IX-XVIII, se obtienen las siguientes gr~Cicas: 

DESARROLLO EN MATRAZ 8 
!000,.---------------=--=----~2'.(I)) 

o Prot•lnaa ~F~Clll e r.. total 

l~~ 

o 1 7 ~ 10 íf 
~PAF I ~e: 3 ~ i.CIS 
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En la gráfica 2 se observa una caida importante en las 

concentraciones de hierro y prote1nas. Esto ocurre hasta el 

dia 4 aproximadamente, cuando las concentraciones tienden a 
aumentar, llegando a un moximo el d1a 7. 

La gráfica 3 presenta oscilaciones 

concentraciones de las especies. 

irregulares 

Sin embargo, 

en las 

puede 

apreciarse un comportamiento descendente en la concentración 
de Fe(II) y una medida m~s o menos constante de la 

concentracion de Fe total. 

DESARROLLO EN MATRAZ C 
1000~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

En la gráfica 4 se observa un decremento en la 

concentraci~n de prote!nas, un m~ximo en el 4° dia y luego un 

decremento. Las concentraciones de Fe(Il) y Fe total tienden 

a caer en general, siendo minimas hacia el dia 4. La grdfica 

5 permite ver un notorio m~ximo en la concentración de 

proteinas el d1a 3, que coincide con caldas 
concentraciones de hierro (II) y total. 

grandes en las 

El dia anterior 

presenta un mínimo en lectura de prote1nas que coincide con 
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concentraciones altas de hierro. 

IW 
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El comportamiento en la columna, mostrado en la gr~fica 

6, permite apreciar una variacion en la lectura de prote1nas 

que llega a ser significativa etre los dias 2 y 7, donde se 

tienen las lecturas minima y m~xima, respectivamente. El dla 

6, la concentración de hierro (IIJ cae, mientras que la de 

hierro total tiene un aumento posterior al dia 9, con 

oscilaciones. 
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III.2. An~lisis de Resultados . 

. Desarrollo en !Q6. Matraces.- En el matraz A (ver parte 

experimental) se nota un incremento en las lecturas de Fe(!I) 

y Fe total, con un máximo en el s~ptimo dia. Como el hierro 

total siempre es mayor que hierro (II), es probable que el Fe 

(II) que se observa se deba a la solubilizaci6n del hierro 

presente en el carb6n. Dicha solubilizaci6n coincide con la 

fase "log" (Apéndice I) de proteinas, lo que implicarla la 

extracci6n de hierro en el sustrato por el microorganismo. La 

disminución brusca en la· concentración de proteinas 

probablemente se deba a la adsorci~n de microorganismos en el 

sustrato con un posterior crecimiento a partir del hierro 

presente. En cuanto a las lecturas de aluminio, se puede 

notar que el valor máximo observado coincide con el de hierro 

y proteinas: i.e., el dia siete. Pensando en que el matraz 

sin el medio 9K fuera el que menor costo implique, el dia 7 

seria el ideal para la posible recolecci6n del metal 

solubilizado. 

En general, se ve que hay una tendencia de hierro total, 

a un valor constante y de hierro (II) a una caida suave, 

debido a la oxidaci6n espontanea en el matraz B. La lectura 

de eroteinas tiende a ser constante. Los resultados en la 

extracci6n de aluminio son comparables a los obtenidos en el 

trabajo descrito en el capitulo I.4 de antecedentes, por lo 

que se confirma la capacidad de extraer aluminio con lavados 

acuosos en medios ácidos. 

Al comparar los valores iniciales de Fe total en el 

matraz B contra el O, no se observa 

significativa, por lo que se 

inicial del carbón a las 

infiere 

lecturas 

que 

de 

un 

la 

diferencia 

contribución 

hierro puede 

despreciarse frente a la del medio 9K. M~s adelante, la 

presencia de precipitados impide establecer una comparacion 

razonable de estas contribuciones. Comparando las lecturas de 

aluminio en los matraces B y D, tampoco se nota un diferencia 

apreciable, por lo que se deduce que la influencia de la 
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generaci~n del medio ~cido por el microorganismo en la 
extracci~n del aluminio es despreciable. 

En el matraz c. sin carb6n 1 se observa una caida grande 

en las concentraciones de hierro (11) y total, aunque poco 

pronunciada. Como se vi6 en los antecedentes (p:..g.11), la 

jarosita se forma a partir de Fe(III) y potenciales mayores a 

500 mv. Este potencial, que no se controló, dada la 

concentración de Fe(III) pudo haber llegado a dichos valores. 

En el matraz se observa la presencia al mismo tiempo Ca 

partir del dta 3) de un precipitado color pardo amarillento 

que probablemente sea jarosita, lo que explicarla las caldas 

de concentración. Al onceavo dia prácticamente no hay hierro 

(II) en disolución. No hay contribución apreciable de 

aluminio por el medio 9K. 

En la curva de proteinas se observa una fase "lag" corta 

(comparada con A) que abarca los dias 2 al 4 y que coincide 

con la oxidación y la precipitación de hierro. Esto implica 

un desarrollo máximo de microorganismos en ausencia de carbón 
al cabo de dos dias. 

Cuando se incluye carbón en el experimento. que es el 

caso de matraz o. se observa una m~s rapida aparición del 

precipitado que en c. La mayor tasa de oxidación de hierro y 

precipitación coinciden con la fase log más pronunciada, lo 

que indica un crecimiento máximo en el matraz o, con también 

máxima oxidación de hierro. Los valores de Fe(II) y Fe total 

son muy similares. La formación de precipitados a partir de 

Fe(III), provoca un desplazamiento a la derecha en el 

equilibrio de oxidación de Fe(II). Las curvas indican que el 

Fe(II) se oxida y casi simultáneamente precipita. 

El matraz o fu~ seleccionado para el trabajo en columna 

ya que. como se observa en las gráficas 7 y 8, presenta una 

mayor oxidación de hierro (con precipitaci~n practicamente 

simultánea) y una extracci~n máxima de aluminio (igual a la 
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del matraz B). La presencia del carMn, comparando con 

aumenta la velocidad de oxidaci:..n matraz sin carb~n. 

Fe( JI). se sabe"91 
que el microorganismo, particularmente 

adsorbe fuerteruente al carbón. 

por lo que se presume que al distribuirse en la superficie de 

la part1cula, la oxidaci~n de hierro sea m~s eficiente 

efecto del aumento de la superficie de contacto. 

por· 

En cuanto al crecimiento (gr.:O.f.ica 9), se puede observar 

que la fase lag más corta, asl como el m~ximo crecimiento, 

corresponden al matraz D. El matraz A tiene una fase 

dias aproximadamente más larga que D. Si el medio en 

tiene 9K, las condiciones para el desarrollo de 

lac 4 

A no 

los 
microorganismos son diferentes, al grado que las bacterias se 

ven obligadas a adaptarse a muy bajas concentraciones de 

hierro y sulfuros. Sin embargo, el crecimiento se presenta en 
el dia 7. Si el crecimiento depende exclusivamente de la 

capacidad del microorganismo para extraer los metales del 

carb~n. probablemente repetidas resiembras puedan aumentar su 
capacidad de extracción. 

CRECIMIENTO EN MATRACES 

l. a cC 

/" 
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Desarrollo ~ la ~-- En la columna se extiende la 

fase lag un dLa comparando con O, que fue la fuente del 

microorganismo sembrado. Sin embargo, la fase log de 

crecimiento cotncide con la mayor oxidación de Fe (II), lo 

que implica el máximo desarrollo. El aumento de hierro total 

podria indicar que el microorganismo lo está extrayendo. Cabe 

hacer notar.que la columna es el método de laboratorio m~s 

parecido al que actualmente utiliza la industria (dun.,> 

le•:icl'tln¡s). La recirculación del medio de cultivo sobre el 

sustrato por medio de la bomba peristáltica permite el 

aereamiento de la solución, ei cual, pese a todo, no es tan 

efectivo como el de los matraces en agitación. En este caso, 

el abastecimiento de aire en la columna se sacrifica por 

mantener la esterilidad en ella, por lo que es probable que 

si han sido efectivos el crecimiento y las extracción de 

hierro bajo estas condiciones, a aire libre lo sean más. Aún 

considerando la presencia de otros microorCanismos, son muy 

pocos los acidófilos que sobrevivirian a las condiciones de 

crecimiento de :TN.e6aMUu,<>. 
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CAPITULO IV: 
CONCLUSIONES 
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A partir del an~lisis de los resultados, se puede 

concluir lo siguiente: 

La presencia de carb:>n en el medio de cultivo de los 

microorganismos estudiados, afecta visiblemente su tasa de 

crecimiento, siendo ásta mayor cuando se agrega carbón al 

medio 9K que cuando no se incluye. Probablemente, la 

adherencia del microorganismo al carb~n provoque un aumento 

en la superficie de contacto, favorable a la oxidación del 

hierro ferroGo presente en la disolucivn. 

La cxtracciGn de aluminio aparentemente no se ve 

afectada por la presencia de microorganismos, sin embargo, es 

necesaria la agitación para lograr rendimientos máximos 

apreciables. Serla conveniente llevar a cabo el m~todo 

desarrollado para determinar aluminio, esta vez en forma 

cuantitativa (con mayor cantidad de muestra) para poder 

llegar a conclusiones más significativas. 

El sistema de oxigenación en la columna es deficiente, 

comparado con los matraces, que están bajo constante 

agitación. Sacrificar la OKigenaci6n fue necesario para 

mantener las condiciones de esterilidad del eKperimento. Sin 

embargo, si hay un sistema que, en pequería escala, se 

aproxima satisfactoriamente a las terrazas, es el de columna, 

por lo que los resultados obtenidos de ella son útiles para 

la implantaci~n de sistemas de bioliK1Viaci6n a gran escala. 

En el matraz sin 9K, se observó una tendencia a extraer 

el hierro y el aluminio del carbón. Es probable que mediante 

resiembras sucesivas pueda buscarse un mutante que tienda a 

extraer hierro al maJcimo. Con respecto a las pr~ximas etapas 

de el presente trabajo, seria interesante implementar 

columnas en serie con los microorganismos anteriormente 

mencionados, para buscar una mayor similitud con los sistemas 

de terrazas. 
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APENDICE 
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CINETICA DE CRECIMIENTO BACTERIANO 

El tamaí'io de la poblacion de bacterias y algaa en 

función del tiempo, se ilustra en la figura 6, que muestra 

una curva de poblaci~n para un cultivo bacteriano. Tal 

cultivo comienza con la inoculación de un medio rico en 

nutrientes con una pequeKa cantidad de bacterias. La curva de 

población consta de 4 regiones. La primera se caracteriza por 

una baja reproducci6n y se le conoce como fase lag. La fase 

lag se debe a la necesidad de la bacteria de adaptarse al 

nuevo medio donde se va a desarrollar. Después de la fase lag 

sigue un periodo de crecimiento bacteriano muy r~pido, 

conocido como fase log, o fase exponencial, durante la cual 

la población se duplica en periodos constantes. 

log CNo, 

de cO:h.ala• 
vi.abl••) 

El 

I 
crecimiento 

l'STACIOWUl,111 

l lempo 

bacteriano 

matemáticamente con un modelo en el 

se puede representar 

que el crecimiento es 

proporcional al número de individuos precentes y no existen 

limitantes tales como muerte o ausencia de nutrientes: 

dN/dt kN 
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Esta ecuacion ~e integra para dar 

In ~~.: = .~t 

donde !'{ es la poblaci.:.n al tiempo t y ;'fo es la poblaci::n al 

tiempo t = o. El liempo Je genéraciAn, o de duplicación 

(cuando N =No.', es ln (2)/.~. 

cuando se encuentra un factor limitante tal como 

eliminacivn de un nutriente esencial, presencia o sintesiE de 

sustancias téxicas, o ausencia de oxígeno,la fase lag termino 

y la f'ase eslac.tonaria comienza. Durante esta fase, el numero 

de c~lulas viables permanece casi constante y su duraci~n 

depende de la especie bacteriana y otras circunstancias. 

Después de la fase estacionaria, las bacterias comienzan a 

morir más rápido de lo que se reproducen y la población entra 

a la ras& de muerte. 
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