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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

e = electron.

E = potencial normal estindar (comparado contra

electrodo normal de hidrégeno).
Fen = 1,10 fenantrolina.
g = gramos.

mg. = miligramos.

ml. = mililitros.

um = 1 micrémetro = 10°° metros.

nm = 1 nanémetro = 10”° metros.

PBS = solucién amortiguadora de fosfatos (pH = 7).
p/v = porciento peso en volumen.

rpm = revoluciones por minuto.
sol. = solucién.

V = volts.
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INTRODUCCION



La extracci:n de metales por medio de microorganismos, a
partir de los minerales que los contienen, ha ido cobrando
gran importancia en los dltimos aNos. La necesidad de extraer
con éptimos rendimientos metales como cobre o uranio en
escorias, dado el potencial econémico que representa, o 1la
reduccién de contaminantes en aguas 4cidas provenientes de
minas y en combustibles fésiles al ser quemados (liberacién
de SOz por el alto contenido de azufre), ha Justificado 1la
inversién de grandes cantidades de dinero en proyectos
biohidrometalurgicos en paises desarrollados, y ultimamente
algunos paises como Perd, Chile, o México.

Segin datos de Gentina vy Acevedo”’, en 1983 se
produjeron en México 193,000 toneladas de cobre. En Cananea,
la lixiviacidén in situ y por terrazas (sobre escoria de
cobre} utilizando IFAisfocillve lewzexidans generaba 9,000
toneladas, lo que significd un 4% de la produccién total para
ese afo.

Por lo anterior, la posibilidad de utiliéur
microorganismos en la industria metaldrgica se ha
incrementado considerablemente en lo que va de 1a década y
tiene un futuro promisorio. Los costos para la extraccién de
metales a partir de minerales de baja ley por métodos
bacterioldgicos, disminuyen respecto a aquellos que utilizan
s¢lamente sustancias quimicas. Por ejemplo, metales del grupo
del oro, plata y platinc, se encuentran finamente diseminados
en la pirita, por lo que su recuperacién por procesos
convencionales, como el tratamiento con cianuro, se  hace
dificil. En éste caso, una previa extraccion mnmicrobiolsgica
de la pirita sirve para liberar los metales preciosos de su
matriz, haciéndolos mis accesibles.

Este trabajo pretende contribuir con una alternativa a
la biohidrometalurgia del carbdn mineral. Hasta la fecha, en
dicho campo han sido reportados solamente métodos de
desulfurizacion y no de extraccién de metales. Con los
métodos aqul presentados, se propone un nmétodo de



purificacién del carbin, para 1incrementar su capacidad
calorifica, y se determina el aluminio y hierro extratdos
bacterioldgicamente con una mezcla de JAéisfacilfus spp., en
variables condiciones de cultivo, de muestras de carben
provenientes de Rio Escondido, Coah., ya que é¢stas contlenen
sulfuros de varios metales, en particular hierro, que
presentan la oportunidad de ser aprovechados después de
recuperarse por métodos analiticos.



CAPITULO I
ANTECEDENTES



Los microorganismos constituyen hoy por hoy, uno de 1los
campos sujetos a investigacién mas interesantes, pues sBon
importantes protagonistas de los procesos naturales que nos
rodean. Una gran cantidad de reaciones en el agua,
particularmente las que involucran procesos de éxidoreduccion
y transformacién de materia organica, es regulada por
bacterias.

Entre los microorganismos, existen aquellos ipdividuos
que requieren materia orgainica como fuente de carbén y
energia. Estos son conocidos como heterédtrofos y son muy
comunes en los procesos de descomposicién o putrefaccién. Por
otro lado, existen los microorganisno€4w que para obtener
carbono, de lo unico que dependen es del COz que se encuentra
en el aire. Dentro de esta divisién de microorganismos,
llamados autétrofos, estan aquellos cuya fuente de energfa
proviene de procesos enzimaticos de oxidaci4n de sustratos
inorganicos reducidos, tales como compuestos de hierro vy
azufre. Estos microorganismos, conocidos coyo
quimiolitstrofos, utilizan la energia de éstos procesos de

oxidacisn para la formacidn de AT#‘“,

Uno de los principales elementos en la bidsfera es el
azufre, que dentro de ella sufre diversos cambios. Los
microorganismos quimiolitétrofos, que tienen la capacidad de
metabolizar el azufre, lo hacen interviniendo en un ciclo

microbiolégico que podria representarse como sigue'®’;

PROTEINAS AZUFRADAS
DE PLANTAS % ANIMALES

ASIMILACTION PUTREFACCION
POR PLANTAS POR DACTERIAS
BACTERIAS

SULFATOS SULFUROS
REDUCTORAS
BACTERIAS BACTERIAS
OXIDADORAS OX IDADORAS
DE AZUFRE DE SULFUROS
AZUFRE

CICLO MICROBIOLOQGICO DEL AZUFRE



Existe una verdadera gama de microorganismos con los que
se trabaja para fines metalurgicos (tabla 1I);

NOMBRE DEL MINERAL PROCESO EFECTUADO REF.
DROCANISMO
T. ferneexidons sulfuros Regeneracicén lixiviante
metdlicos por oxidacidn de Fe(IIX) 30
Oxidacidn direcla de
sulfuros metdlicos EL]
£, ferrexidans sulfuroca Regeneracidn lixiviante
meldlicos |por oxidacidn de Fe(II) 80
Fulfoeledus sp. sulfuros Regwneracidn lixiviante
metdal icoe por oxidacidén de Fe(II) 30
oxidacidn directa de
aulfurcas meldlicow 30
Yidrio spp. Ferroman- |jBLtorreduccidn de MniIV)
ganeso, a MniXr» e
Bocillus 29 Ferroman- JBiorreduccidn de Mn(IV)
ganeso a Mn(Ir) 32
Eleoinidium spp| dvethita, Biorreduccidn de Fe(I1II)
FeOOH y a Fel(lIl) a9t

hamatita
Brierodacten wpfl Goethita, [[Biorreduccidn de Fe(IXI.

FeGOH vy a FalIl) as
hematila :
P.chromatonhilal] crocovta Biorreduccidn de Cr(vi)
a Cr¢lIlx - E-3
Hoengos sulfuros Quetatacidn y acidifica=-
metdlicos [leidn con deidos citrico a0
y exdlico
T thicoxidans Sulfuros Lixiviacién dcida con
de. sulfurico diluide EE]

TABLA 1. EJEMPLOS DE MICROORGANISMOS QUE PUEDEN PROMOVER
SOLUBILIZACION DE IONES METALICOS EN MINERALES

ESCORATIAS.

sin embargo, aquellos que mas se han utilizado, sobre todo en
escorias de cobre y uranio para una mayor extraccién de
dichos metales, son JMlebociflus ferrseoxidans y  Thisdacillus
isgsxidens -el primero miés generalizado-. Al occidente de
Estados Unidos, una porcid¢n significativa en la produccidén de
cobre es la biolixiviaci¢n de minerales de baja ley”’, En

cifras, dicha produccién alcanza el 18% actualmente.'®

LA



I.1. Thiedacillu>.

Caracteristicas bilologicas.- Thiobacilluo fennsoxcidar.s
se descubris en aguas icidas de drenpaje en minas de carbén, y
fue hasta 1957 cuando s8e encontré una relaci4n entre la
presencia de la bacteria y la disolucién de metales al
efectuar operaciones de lixiviado de cobre. Es un bacilo
movil, flagelado, no esporulado, Gram negativo de
aproximadamente 0.5um de angho y 2um de 1ongitud"'5f Es
quimioautétrofo, es decir, su fuente de carbono proviene del
COz atmosférico y su fuente de energia de 1la oxidacién de
sustratos inorginicos (Fe®" o azufre en bajos estados de
oxidacién); aerobio estricto, por su necesidad de o,
atmosférico; acidéfilo, pues se desarrolla en medios cuyo pH
es aprox. 2, y termofilo moderado, por ser su intervalo de

temperatura en cultivos in vitro de 25-45°ct®

Se le encuentra en terrazas utilizadas para lixiviacién
(heap Lleaching y dump leaching) Jjunto con Tadodaciliue
thisovidans, quien es morfolégicamente similar a éfbﬁm).
La diferencia fundamental entre 1las dos especies es 1a
incapacidad de TAlsfaciftus tRisexidans de oxidar Fe y

sulfuros metalicos insolubles'®®°°'.

El azufre que oxidan
puede presentarse como sulfuros insolubles, azufre elemental,
tiosulfato, o tetrationato, dando lugar a la formacién de

sulfatos.

Mecanismos de lixiviacidn.- Existen dos mecanismos por
los cuales el microorganismo puede efectuar la oxidacién del
sustrato mineral: el mecanismo directo y el indirecto.

En la lixiviacién directa 1las bacterias oxidan los
sulfuros presentes en los minerales:

MS + zoz—EEiLJ HsO,

e

M = ién metilico)



Como es légico suponer, la bacteria debe permanecer adherida
a la superficie del sustrato, donde el sulfuro presenta el
sigulente equilibrio de disociacién:

MS, = HMS = MW" 5%

El sulfuro soluble (Sz-) es inmediatamente captado por el
sistema enzimitico de la bacteria y oxidado a sulfato,
- b . -
Sz N 202 actl Soi
lo que facilita el desplazamiento del equilibrio de
solubilidad a la derecha.'®*’

Thisbacilluo ferrsenidano puede ademis oxidar hierro:

El aislamiento de los citocromos c y a de JTlisbacilius
fernesxidaryy, permite proponer un mecanismo de transferencia
de electrones, en el que la oxidacién de hierro, con oxigeno
como aceptor final, es mediado por dichos citocromos. Dicho

111,12)
mecanismo es el siguiente %

Fe' citocrems € a 1:202 4+ H2
oxtdade reducido
ER 4
Fo A sitseremo c citoeromo o Hz0
reducide oxidado

Los citocromos son proteinas conjugadas que contienen
una porfirina con hlerro como grupo prostético y funcionan
como transportadores de electrones en las cadenas
respiratorias. La estructura del citocromo ¢ se muestra a
continuacidn:



citocrome ¢

La porfirira del citocromo ¢ se une a los residuos de
cisteina del componente protéico, a través de enlaces
tioéster. La porfirina del citocromo a es la porfirina A,
similar a la del c¢itocromo c, aunque su principal
caracteristica es la de poseer una larga cadena hidrofébica
isoprenoide, similar a la porfirina de la clorofila.

Los iones metalicos no penetran a la célula bacteriana,
sino que los electrones liberados por la oxidacion del metal
(o del sulfuro, hablando de T'. ‘(ZLizexiians) pasan por €gte
sistema de transporte, gracias al cual la bacteria obtiene su
energia. Aunque . ferwsxldans crece a pH 2, su pH  interno
es casi neutro y el gradiente transmembranal es de 4.5. Se ha
calculado para $stos valores un potencial de membrana de
-10mv, valor suficiente para la formacién de atp. ¥

En la lixiviacién indirecta no hay ataque frontal a la
estructura atémica del mineral. En lugar de ello, y como
anteriormente vimos, la bacteria genera Fe®* por oxidacién de
Fe®". El i6n férrico tiene un potencial de oxidaciln
relativamente alto (E° = 0.77V.) y puede oxidar los metales
de otros sulfuros.



M5 + 2Fe®~— M"" 4+ 2Fe™ + 8

La forma oxidada soluble del metal, es generada en un medio
sulfurico

> baat .
8% + 3.20, + H0 —2"2s H S0,

y el Fe*' es reoxidado por los microorganiamos

baet .

Fe™ + 1710 + 2o =2y we™ 4 HO

con lo cual el ciclo redox se repite’®’.Lundgren et at“®

describen el proceso de oxidaci¢n del Fe® en medio sulffrico
en 2 etapas:

bact
FeSO -
4FeSO  + 1sto‘ + oz —_— ZFez(SO‘)!a + 14,0,

:Fez(SO‘)sﬂz H,0 —> aFe(0QH) + 6H,50,

El sulfato férrico, producto de oxldacioen, reacciona con
agua para formar hidroéxido férrico y 4cido sulfurico. Esta
reaccidén es espontdnea y produce un aumento en la acidez del

medio. De hecho, se generan variogs complejos hidroxilados y

sulfatados que, segun A.E. Tormam, provocan una disminucion

en la velocidad de lixiviacién en el mineral, ya que dichos
compuestos recubren su superficie. Estos complejos
constituyen 1la Jjarosita, que aparece como precipitados
amarillentos a rojizos con capacidad amortiguadora de pH, que

influye en las reacciones del hierro®*®

En solucion icida sin la bacteria, el Fe®' es estable y
la lixiviacién mediada por Fe”" serfa lenta. 7. {enwoxidens
puede acelerar dicha oxidaci¢n en un factor de m&s de un
millen, por medio de lixiviacién indirecta.

Factores que Afectan el Crecimiento Bacteriano.- El
conocimiento de la actividad metabélica de JAledacifiue en
diferentes condiciones ambientales {pH, temperatura,

10



nutrientes, etc.), puede ayudar al biotecnslogo a determinar
las condiciones ¢ptimas para una mixima velocidad de
crecimiento y por tanto, uha mayor extraccion del mineral.
A.E. Torma ‘*'*'
importantes, y reporta los siguientes para 7. [faaesiidons:

hace un estudio completo de los factores mas

a) pH. La oxidacién biolsgica de los sulfuros metdlicos
involucra movimientos de protones y electrones, por lo que el
pH es determinante en el metabolismo bacteriano. Se ha
encontrado que los valores optimos de pH estan entre 2.3 vy
2.5 en el caso de la calcopirita (cheSz), ZnS, calcocita
(Cuzs). covelita (CuS), y hierro ferroso. Como se dijo antes,
la capacidad amortiguadora de los sulfuros hidroxilados,
influye en el control del pH.

b) TEMPERATURA. Se ha encontrado que la temperatura
«ptima oscila entre 25 y 45°C. Para la oxidacién del hierro
ferroso se reportan valores de 2a°c, 32°%¢ y 35°c. Para la
extracci¢n de sulfuros metalicos, 35°C. Se acepta que la
actividad bacteriana se detiene en el punto de congelacién
del medio de cultivo. Estas bacterias pueden ser clasificadas
como meséfilas (temperatura éptima de 35 a 37°C). }

c) POTENCIAL REDOX. El potencial debe conservarse deba.jo
de 5S00mV., para evitar la precipitacidn de jarosita.

d) NUTRIENTES. Silverman y Lundgren'*’ informan en 1959
del desarrollo de un medio mineral para Thisbacillus
ferngexidans conocide como 9K, cuya composicion se muestra
en la tabla II.

Variaciones en la concentracién de (NH ), SO, vy K,HPO,
afectan la actividad bacteriana. La ausencia de 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

Sales basicas

(NH ) S0 3.00
<72 4
KCl1 0.10
KZHPO‘ 0.50
HgSO‘ 7H20 0.50
Ca(NOa)z 0.01
Hzo c.b.p. 700 ml.
H_SO, 10 N 1 ml.
24
Fuente de
energia
FesSO, 7H20 300 ml. de sol.

al 14.74 % p/v

TABLA II. COMPONENTES DEL MEDIO 9K. REF. (14}

prv = pesosvolumen

Se ha encontrado que el crecimiento de cultivos de 7.
fenqeexidens es  inhibido en medios que contienen cloruro
ferroso en lugar de sulfato. Dicha inhibicién se asocia a la
necesidad en el microorganismo de altas cantidades de sulfato
en relacisn al cloruro para oxidar hierro. 5in embargo, 1la
adaptacisen a cloruros es factible, teniéndose un rapido
desarrollo de mutantes capaces de oxidar FeClz en medios
bajos en sulfato'.

e)TAMARO Y AREA DE PARTICULA. Para el cagso de pirita vy
marcasita, se ha encontrado que las muestras molidas son mas
susceptibles a la accién de I, faineaxidans que las de
particula grande. En un mineral determinado las ganancias en
la cantidad de metal extraido son funcisén de dos
alternativas: las ganancias al disminuir el tamafio de
particula contra los costos de molienda para obtener el
tamafio deseado.

12



I.2. Sistemas de Lixiviacidn

Trabajo Experimental.- Los trabajos de laboratorio en
lixiviacién microbiolégica de minerales sulfurosos Be
los

efectuan en columnas (airlift percolators, fig 1},
llamados respirsmetros de  Warburg™®y botellas  para

{171

lixiviacien estacionaria

. Selecca
lruwanta

FIQURA I, Columna para lixiviacién,

Un método que provee una aereacisn rapida y suficiente
para un crecimiento satisfactorio es el matraz en

£18,191

agitacisn . donde comparativamente con los anteriores,

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

13
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FIGURA II. Matraces en agitacién

Aplicaciones Comerciales.~ Desde un punto de vista
industrial, la biohidrometalurgia dispone de varios me$todos
para la extraccisén de metales a partir de sus minerales. La
razén de la variedad radica fundamentalmente en la ubicacidén
¥y la naturaleza del sustrato, asi como las necesidades del
microorganismo en funcién de dichas caracteristicas.

Entre los métodos mas utilizados se  mencionan la
lixiviacien por terrazas (dump Lleaching). Es Trecomendable
para minerales de baja ley y sus montajes son relativamente
Benc%llos, ya que generalmente se construyen en un valle,
aprovechando sus pendientes naturales, lo que facilita 1la
recuperacién de las soluciones aplicadas. No es necesaria la
inoculacisn, ya que micrdorganismos como TAisSeciflus y  otras
bacterias messfilas y acid4filas son ubicuos y cuandoe 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 mias de un
millén de bacterias por gramo (fig.3).

.La terraza es rociada en su parte superior con
solucfones acldas,que se filtran a traves de ella . Las
soluciones impregnadas se recogen y el catidén metilico es
recuperado. Se reportan buenos resultados en el caso del
cobre, donde el metal es recuperado por cementaci¢n, en 1la

14



que hierro ferroso toma el lugar del cobre en solucién, o por
extraccion con disolventes. La disolucidén original, ya

(2.8 - .
desmetalizada, se recicla en las terrazas .

FIGURA 1III. Lixiviocién por lerrazas.

5i la terraza se construye sobre bases de material
impermeable, ¥y el sustrato es de un mineral con mayor
concentracién de metal, el método se conoce como heap
Leaching. Pueden 1instalarse sistemas de aereacién para
aumentar el flujo de aire en el mineral apilado (fig. 4}.

La lixiviacion in situ es una te¢cnica prometedora en el
caso de minerales que se encuentran en sitios inaccesibles
como minas abandonadas. La técnica tiene un impacto minimo en
el medio y ha sido utilizada en el casc de minerales de
uranio. Cuando la calidad del mineral solubilizado es
demasiado baja para Jjustificar operaciones de extraccisn
convencionales, es posible triturarlo y lixiviarlo ya molido.
El mineral es rociado en el mismo lugar con soluciones
lixiviantes y el metal solubilizado se bombea hacia

15



t3,201

afuera, donde se recupera.

Theos deliquide fixivionke

ook s k] Vquido liviane
A o retl odrdido.

FIGQURA 1IV. Terrazas sobre base impermeable.
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I.3. El Carben.

El proceso de carbonizacién, o sea la transformacisn de
un vegetal en un mineral, muestra la influencia de altas
temperaturas y presiones, asi como la accién de
microorganismos. Ambos factores dan como resultado diversas
especies de carbén mineral, citadas en la siguiente tabla:

ESPECIE % CARBON usos

Turba 50-59 Calderas domésticas,
y destilacién a bajas

Lignito 69 temperaturas

Produccién de gas,
alumbrado, operacisn

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

Antracita 95-100 Calefaccién domésti-

ca, fraguado.

TABLA IIX. DATOS TOMADOS DE LA REF, 1211,

Entre las numerosas aplicaciones del carben, dos pueden
considerarse fundamentales: el carbosn no coquizable, que
puede usarse como combustible, ya que no produce destilacien
de coque, y el coquizable, que se usa en la metalurgia para
la produccién de diversas variedades y calidades de hierro.

El carbon fué, hasta el desarrollo explosivo de 1la
industria petrolera, el combustible comercial mas importante.
Sin embargo, el futuro de la produccion mundial de petroleo
es inseguro, ya que dicha producci®n declinara en 10 a 25
afios. Se espera que los palses, en su busqueda de fuentes
alternativas de combustible, recurran de nueva cuenta al
carbén, ya que sus reservas mundiales estin garantizadas para
200 atlos de consumo. Ademas, dentro de esta perspectiva, debe
considerarse el notorio retraso observado hasta ahora en el
mundo en los programas de expansién de las plantas nucleares.

17



En México existen importantes reglones carboniferas en
los estados de Coahuila, Oaxaca y Sonora, asf como otras de
menor importancia en San Luis Potos{, Puebla, Veracruz Yy
Chihuahua.

Se considera al estado de Coahuila como la regién donde
se origind la mineria del carbén en México y donde
actualmente tiene su mayor desarrollo. La regién carbonifera
de Coahuila se divide en dos grandes cuencas conocidas como
la cuenca de Sabinas y la de Rio Escondido o Fuente. La
primera cubre un irea de 10,000 km? aproximadamente y se
subdivide en nueve subcuencas. El carbsén localizado alli es
del tipo bituminoso (de betun) de volatilidad media a balja,
siendo su aplicacién principal 1la siderurgia, una vez
transformado a coque. En la segunda cuenca se han realizado
trabajos de exploracién que han cuantificado, hasta 1986, del
orden de 600 millones de toneladas de carbén no coquizable.

Los principales sistemas de explotacién en minas de
carbon en México son:

1.~ Explotacién a clelo abierto (tajos). Utilizado
cuando el yacimiento se encuentra a una
profundidad menor a 60 metros.

2.- Explotacién por frentes largas, que son
sistemas de explotacién masiva del carbén por
medio de un equipo del mismo nombre.

3.- Salones y pilares.

4.~ Cuartos y pllares. En estos sistemas, se van
abriendo tuneles o galerfas a el manto y se dejan
pllares gruesos carbén para sostener las capas

. (24,22
superiores a dichos tuneles' "%,

El interés en el tratamiento bacteriolégico con carbén
surge cuando, al ser dicho mineral quemado para utilizarse
como fuente de energia en plantas carboeléctricas, se observa

la liberacion de gases que en un gran porcentaje contienen
SOz. El SO2 es, como se sBabe, un importante contaminante
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ambiental ya que reacciona con el agua para generar HsSO |, gj
2 “+

carbén que contiene un 0.2% de azufrec total se clasifica como
carbsn de alto contenido de azufre, y en los Estados Unidos,
los gases liberados son tratados para eliminar el exceso de
diéxido de azufre y satisfacer las condiciones que la Agencia
de Proteccisn Ambiental (EPA) establece™™. En México, una

reglamentacién similar estid en estudlio actualmente.

Sin embargo, no s¢lo el factor ambiental debe ser
considerado para el tratamiento bacteriolégico del carben,
aunque éste unico seria suficiente. El carbén desulfurizado
tiene tambié¢n aplicaciones en la industria metalurgica, donde
el carbdn no coguizable con bajo contenido de hierro puede
ser de gran utilidad. Por medio de este trabajo se plantea la
gran utilidad de Jhiedacilflus en dichos procesos.

I.4. Tratamiento del Carbson Mineral
Los trabajos realizados por Muifoz y Alzaga'zn’ con
métodos no microbioldgicos sobre carbdn, han arrojado
resultados interesantes sobre las condiciones &ptimas (no
agresivas) para extraer aluminio.

Se efectuaron lavados variando el origen del agua de
lavado, pPH, tamafo del carbén, la presencia de
centrifugacién, y en todo caso, el tiempo de 1la misma. En
todos los casos, la presencia de aluminfo se detecté con
aluminén (sal de amonio del 4acido aurintricarboxilico) que
forma un complejo a pH = 4 color rojo. El1 hierro debe ser
eliminado con Acido tioglicolicom7’ s8i la proporcisn de
hierro a aluminio no sobrepasa 20 a 1, o con cupferrén en
medio 4cido, ya que 1la interferencia del ié4n ferrico es
significativa en la determinacién.

La determinacié¢n de aluminio se desarrolls de la manera
siguiente: A 0.2 ml. de muestra se le aagregaron 0.2 ml. de

acido tiloglicélico de dilucion 1:100, 0.2 ml. de
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quinalizarina, 0.2 ml. de NH‘OH, 0.2 ml. de &cido acftico y 2
nl. de agua destilada. Se observa 1la formacioen de color,
comparada contra un blanco de agua destilada.

En cuanto a la variacién del agua de lavado y el pH, se
trabajé conforme a la tabla IV. Se realizaron los ensayos
cualitativos sobre papel:

sola
100 pH = 2
ml. HC1 pH 3 3
Hz0
50 g. PH = 2
de dest. H2S04 oo o= a
¢ sola
100 Y
ml. HCL "
H20 pH = 3
llave pH = 2
Hz2504 UM

TABLA IV. ENSAYOS CUALITATIVOS DE VARIACION bPE PH Y ORIGEN
DEL AGUA DE LAVADO. EUL TRABAJO SE REALIZO

POR DUPLICADO.

Los resultados de los ensayos se muestran en las tablas
Vy VI:

sola (+)
100 e o= 2 (=)
ml. HCl p = 3 (+)
Hz0
sgeg. dest. H2504 z: - : ::; TABLA V,
[+ Soia ) MUESTRA 1
100 )
ml. HCl = s (-)
H20 PH =
llave HzSOe pH = 2 (=)
et = 3 (-}
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sola (+)
100 pH = 2 (+)
ml. HCl pH = 3 (=)
Hz0
S(d)eg. dest. H2804 ::: : : ;:; TABLA VI.
[o] =oia 3] MUESTRA 2
100
pH = 2  (+)
ml. HC1 ot = 3 (=)
H20
llave pH = 2 (-}
Hz50+ pH = 8 (+)

No Be encontré una variacién significativa en los
resultados para el origen del agua o valor de pH. Con batge en
esto, y debido al bajo costo que ello implicaba, se
selecciond agua destilada para 1la siguiente etapa, que
consistié en la extraccién de muestras de carbén molidas a
diversos tamafios, sin y con centrifugacion, y en su caso, &
distintos tiempos de centrifugacion. Los resultados se
nuestran en la grafica 1.

EXTRACCION DE ALUMINIO EN CARBON
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En la grifica se observa que las mayores absorbenclias se
obtienen en la curva con menor tieapo de centrifugacién. En
general, para todos los tiempos de centrifugaclén, se observa
que el carben retenido cn malla # 100 presenta los valores
mis altos de absorbencias. Se observa también que el carbén
de partfcula mas pequefia (que pasa la malla # 100}, presenta
una disminucién en los valores . Se puede concluir que 1la
extraccién de aluminio se favorece a menor tamatio, en
presencia de centrifugacién (se vié que agitando se obtenian
resultados similares) y a tiempos cortos de la misma.
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CAPITULO II: : :
PARTE EXPERIMENTAL. TRATAMIENTO DEL
CARBON MINERAL CON TAdodacilliuo.

23



II.1. Objetivos.

I.- Determinar las condiciones de maximo crecimiento
para una mezcla de ThAiefaciffus spp., modificando las
siguientes variables:

a) Presencia de carb4n en la muestra.
b) Presencia de medio de cultivo.
c) Forma de cultivo (matraces y columna).

Se pretende evaluar el comportamiento de los sistemas,
midiendo la cantidad de proteinas y hierro presentes en las
muestras.

Este estudio tratari de ser un modelo para un método
industrial econdmicamente factible.

IT.~ Cuantificar el aluminio extratido del carbsdn como
posible producto de la lixiviacién bacteriana.

II.2. Metodologia.
IX.2.1. Materiales y Reactivos.

Se emplearon dos cultivos, no puros, de JAiedacilius
spp., Pproporcionadas por el Dr. Sergilo Palacios, del
Instituto de Geologia de la UNAM. Estas mezclas, que se
diferencian por las fechas de recoleccién y siembra, se
denominan 3 y X.

En todas las etapas del trabajo, el material de vidrio
que se manejo, incluyendo los matraces y la columna con el
carbdn previamente pesado, fué esterilizado en el autoclave a
lb/inz. El medio 9K 8se esterilizé por filtracién con un
equipo Millipore y membranas tipo HA.

Durante el manejo y la toma de muestras gse trabajé en
area esteril, proporcionada por la llama de dos mecheros.
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Los reactivos para la preparacién del medio 9K, descrito
en los antecedentes, son marca Merck. El carbdn proviene de
muestras molidas en y otorgadas por el Instituto de
Ingenieria de la UNAM, tomadas de la mina de Rio Escondido,
Coah. El reporte de analisis del carbdn proveniente de MICARE
(Minera Carboni fera Rio Escondido) esti en la tabla VII.

Para el antlisis de hierro'?®®¥ se utilizaron
reactivos Merck. Las soluciones fueron preparadas de acuerdo
con la bibliografia citada, utilizando clorhidrato de
hidroxilamina al 104. E1 pH se ajustd a 3.5 con acido
sulfurico cuando fue necesario.

Para la determinacién de proteinas se utilizé el método

25,2
de Lowry'*®?®’

, con soluciones de albimina ssrica bovina
para la curva estandar. Tanto para la determinacién de hierro
como para la de proteinas, se utilize un espectrofotemetro

Perkin-Elmer modelo 552.
En cuanto a la determinacién de aluminio, se utilizaron

reactivos Merck, en las disoluclones de cupferrsn y aluminén,
asi como en los amortiguadores de pH.
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DETERMINACIONES CARBON RIO PARAMETROS
BASE SECA ESCONDIDO DE DISERO
I.ANALISIS PRIMARIO O PROXIMO
% Humedad total muestra bruta
% Ceniza 38.16 39.50
% Materia volatil 32.36 39.50
% Carbén fijo 29.48 33.10
11.PODER CALORIFICO SUPERIOR
{BTU/LB} 8,327 8,361
III.ANALISIS ELEMENTAL O ULTIMO
% carbono 38.59 A4 .69
% hidrégeno 2.76 3.33
% nitrégeno 1.17 0.92
% cloro 0.02
% azufre 0.77 1.20
% oxigeno 8.50 6.84
% ceniza 38.16 37.00
% humedad muestra p/analisis 6.00
IV.ANALISIS MINERAL DE LA
CENIZA
% hierro (Fezoa) 3.62 4.20
% calcio (CaO) 1.18 1.78
% magnesio (Hgoz) 0.80 0.36
% sodio (Na 0) 0.49 0.30
% potasio (Kzo) 1.08 0.46
% silicio (5102) 65.27 60.30
% aluminio (Al,0)) 25.86 29,90
% titanio (TiOz) 0.81 0.94
% fésforo (ons) 0.05
% azufre (S0,) 1.46
% otros 2.50
TABLA VII. Andlisie de las muesiras de carbdn, Las
muesatras tratadas [ andlias fueron

proporcionados por MICARE.
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IX.2.2. Procedimiento.
El trabajo experimental se dividis en tres etapas:

ETAPA 1: Activacién en carben de una mezcla de
Thloborilius hiooxidans 1 T ldedacilliuo ferneocidons
cultivada exclusivamente en medio 9K, por medio de resiembras
sucesivas en dicho medio, con 0-5 g. de carbén.

ETAPA II: Trabajo con matraces en agitacion en distintas
condiciones de cultivo, a 30%.

ETAPA IIl: Trabajo en una columna de 1lixiviacien a
temperatura ambiente,utilizando el microorganismo que mejor
crecimiento haya tenido.

A continuacisén se describe cada una de ellas:
ETAPA I

Se usaron los microorganismos TAedacilius spp. .,
denominadas 3 y X . La activacién consisti¢ en sembrar 5 ml.
de cada inéculo en matraces que contentan 100 ml de medio 9K
{(tabla II, p3g 12). La cantidad de (NH4)250‘ se fue

reduciendo, y se comprobdé que la mitad de éste nutriente era
suficiente para un crecimiento satisfactorio. Después de una
semana, se tomaban 5 ml. de cada mezcla y 8e sembraron en
matraces con medic 9K y cantidades cada vez mayores de carbén
mineral (malla 100), hasta llegar a 5 g. Cada siembra se hizo
por duplicado, de tal manera que para la siguiente, se hizo
una seleccién del matraz con mejor crecimiento. Al final se
tuvieron dos matraces, cada uno con 5 g. de carbén,
correspondientes a cada una de las mezclas originales. La
mezcla X results ser la de mejor crecimiento de las dos y fue
la que se eligié para la sigulente etapa.
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ETAPA II

Se sembraron 5 ml. de 1la mezcla X en matraces que
se organizaron de acuerdo con la tabla VIII:

MATRAZ CONTENIDO FUNCION DEL MATRAZ
Sg. de carbén Detorminar el crecimiento de
+ 0.05g,.K HpPO @l indcule si1n el gasto de 9K
A +0.145g. (NH ) SO +fcuantificar el hierro exlrai~
0.1ml. H SO t(me-fido del carbén, y ol rendi-
gun cdlculos de miento 3in 9K.

9K para 100ml.

peterminar la oxidacidn es-
pontdnea de Fe en presencia
B 53. de carbdn de carbén

9K cuantificar el Fe con el que
ain Jhisbacilluso [puede contribuir el carbén a
La disolucidn.

Comparar La cantidad de mi-
(] ok + Thicbacilluofcrcorganismo adeorbido al

sin carbdn carbén, midiendc Fe y proteil-
nas (contra D},

Cuantificar el crecimeento de
D 8g. de carbén «+ ThioBacliliuo an presencia de
9K + TJhiedaciliuoiodoa Los nutrientes necesa-
rios y ol carbdn.

TADLA VIII. EXPERIMENTOS REALIZADOS EN MATRACES

Se cuantifica el crecimiento de la mezcla de
Thiebacillus en presencia de todos los nutrientes necesarios
y el carbén.

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 traté como
sigue:

La muestra se deja reposar de modo que el carbén que

haya en suspensién, sedimente. De el volumen total de
sobrenadante se toman aproximadamente 1.5 ml. que se guardan
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para la posterior determinacicn de protetnas y aluminio. E1
volumen restante se centrifuga 3' a 3500 rpm y BsBe diluye
1:100 manteniendo el pH en aproximadamente 3. Se toman 0.5 ml
para determinar hierro (II} y el mismo volumen para hierro
total, llevando a 25 ml en cada caso.

ETAPA 1II

Se selecciond el matraz D como el de mejor crecimiento
{ver parte de resultados} y se trabaj¢é la lixiviacién en una
columna de vidrio, con base dé vidrio sinterizado, que se
presenta en la figura S.

Bomba
Perirtaltica

Medio ———

i5u:tratu—‘§g

FIGURA V. Reprewentaz.sn esquematica de la columna utilizada,
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El volumen inicial de trabajo fue de 300 ml. Se
sembraron 5 ml. del matraz seleccionado en la columna y se
tomaron 4 ml para determinacién de hierro, aluminio y
protefnas. Se recicle el liquido con la bomba peristaltica un
20% del tiempo de lixiviacien (S horas diarias) y se tuvo en
reposo el otro 80% para que la solucién retenida en el
sustrato penetrara en é1 y reaccionara con el carben.

La metodologia segulda puede resumirse de la siguiente

manera:

ACTIVACION STEMBRA
PEL EN COLUMNA
| S P S—
MICROORGANISMO MATRACES

DETERMINAGION
DE Feo. Al Y
PROUTEINAS
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i2a,2e)

Determinacion de Hierro .- Este m%todo se basa en

la formacisn de un complejo octa%drico de [Fe(fen)lg'. rojo,

muy estable (f33 = 102L9)_ que absorbe a 515 nm. El complejo

de Fe (I11), pese a que se forma, absorbe en otra regién del
visible (396 nm.), de manera que no interfiere en la
determinacién de Fe (II). Para determinar hierro total, se
redujo el hierro (I1I) preasente en la muestra, con
hidroxilamina, de tal manera que el hierro total se mide como
concentracien de hierro (II) presente en la disolucien.

A) Solucién estandar.

1. Disolver 0.05 g. de hierro en polvo en HNO,  2M.
Llevar la disoluci¢n resultante a 50 ml. (1000 mg/l Fe).

2. Preparar una disolucién 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 1la solucisn

anteriormente preparada. Una disolucién se usa para
determinar Fe(II) y la otra para Fe total.

Agregar a cada matraz S ml. de hidroxilamina (para
los matraces en que se va a determinar hierro total,

»

unicamente).

13

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(II) y Fe total.

B) Solucicén problema.

1. Tomar 2 veces alicuotas de 0.1 ml. del sobrenadante
de la solucién 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. pPara Fe(II), seguir el procedimiento sin agregar la
hidroxilamina.

5. Leer a 512 nm.
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Determinacién de Protefnas'?®: 2% Lowry utilizd el

reactivo de Folin y Ciocalteau, que detecta grupos fendlicos,
en un md¢todo para cuantificar protefnas. El reactivo de Folin
detecta residuos de tirosina debido a su naturaleza fendlica.
Al agregarle Cuz', los grupos -NH de los enlaces peptidicos
en las proteinas, reacclonan con ¢l1, dando un complejo
cuadrado plano. El complejo Cu-proteina provoca la reduccién
de los 4cidos fosfomol{bdico y fosfowolframico (componentes
principales del reactivo de Folin) dando compuestos azules de
molibdeno y wolframio, y principales responsables del color.

A) Tratamiento de las muestras.
1. Preparar las siguientes disoluciones:

Acido triclorcoacético (ATC) 10R p/v ............ 500 ml.
NaOH 0.4 N ... . . it iiininrenannanan eiaeans 500 ml.
Sulfato de cobre al 1% (Cuso‘ sﬂzo) ............... 1 ml.

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

2. Tomar 1 wml. de muestra.

3. Centrifugar a 5000 rpm por 10'.

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

5. Congelar por 24 hrs.

6. Descongelar a temperatura ambiente y centrifugar a
5000 rpe 10°'.

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

8. Tomar 1 ml de esta disolucion y aforar a Sml.

B) Determinacién de proteinas.

1. Se hace una curva patrén que vaya de 10-100ug con
albumina 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 nl 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.

Determinacién Cualitativa de Aluminio‘®7'27:%¢! _ g1
nétodo se basa en la capacidad del aluminio de formar
complejos con la sal de amonio del 4cido aurintricarboxilico
(aluminen) 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 acido
tioglicslico, se usa el reactivo cupferréﬁ‘on que precipita
el complejo color café¢ rojizo con Fe(III) en medio sulfurico
1:10. Este complejo es muy soluble en cloroformo, lo que
facilita su extracci¢n cuantitativa de la solucién acuosa. La
extraccisn de hierro ez mis completa sBi se realiza 5' después
de agregada la solucién acuosa de cupferrdn.

El reactivo de aluminen 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 1. con agua destilada.

A) Se preparan las siguientes disoluciones:

HZSO‘ T 50 ml.
Disolucion amortiguadora de 4acido acético/acetato de

BOdIo PH = 4.5 .. ittt ineiin et ieitnsennenasanonannans 250 ml.
Disolucién acuosa saturada de cupferran .......... 25 ml.
Reactivo de alumindn ......... ... iiiiinininnnn, 100 ml.
B) Método.

1. Se mezclan 0.5 ml. de muestra, 0.5 ml. de sto‘ y 0.5
ml. de cupferrén.

2. Se agita y deja reposar 5°'.

3. Se extrae con 1 ml. de cloroformo, agitando
vigorosamente durante 30". Despu$s de otras dos
extracciones, se hace otra adicioen de 0.5 ml. de
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cupferrén hasta que en la fase acuoca aparezca un
precipitado blanco (producto de descomposicisn del
cupferrén sin complejar en medio acido).

La disolucién resultante se 1lleva a pH = 4 con
hidréxido de amonio o 4cido sulfurico. Se afora a S
ml. con buffer de acetatos.

Se toman 2 ml. de la disolucién y se agregan 0.5 ml.
de reactivo de aluminon.

Se registra la intensidad del color desarrollado,
conparada con un blanco de agua.
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CAPITULO III:
RESULTADOS Y ANALISIS



IIT1.I. Resultados.

pe acuerdo con la metodologia experimental aplicad
presentan los resultados obtenidos a continuacion:

Las tablas IX y X nos muestran los valores
absorbencia y concentraciones respectivamente, de hierro
perteneciente a los matraces. El matraz A (sembrado sin
presenta muy bajos valores de absorbencia, sobre todo en
dias 0-5. El dia 7 alcanza su maximo y luego decrece
notorio el decremento obsérvado en los valores de

a se

de
(1I)
9K)
los

. Es
los

matraces By C en los dias 8 y 11, donde 1la cantidad de

hierro (II) se reduce practicamente a cero.

s 0 2 3 5 7 8 1t
A 0. 008 ©. 000 o. 008 0.012 0.082 0,014 T.048
B 0,053 0.020 0,047 0,010 . 029 0,015 . 008
c 0,048 ©.038 0,080 Q,038 0,039 0.023 ©. 008
D ©.075 0. 0%8 ©.020 0.024 0.023 Q,026 0.03%8
TABLA IX. AHSORBENGIAS OBTENIDAS EN LA DETERMINACION DE Fe(IIX).
= . MATRACES .,
DIA 0 2 a S 7 a8 11
MATRAZ
A 5.6 5.6 5.6 600 3894 520. 6 aoo
B 704, 2 2449.0 6402, % AB&R,. 7 3420. 4 4159. 6 5.9
c 6074, 1 4034. 9 361 4 4103.7 s008 2?794. 6 2.3
D 109412, 5 8206, 2 3203.8 2629.8 2800 2937.8a 4334, 9

TABLA X. CONCENTRACION DE Fei(Il) EN mgrsLlL. MATRACES.
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En general, se puede observar por las tablas XI y XII
que el hierro total (medido como Fe(Il)) tiene una tendencia
creciente con oscilaciones. El valor mas bajo lo tiene el
matraz A el dia 3 y los mis altos corresponden en general al

matraz B (sin microorganismos).

DIA Q 2 3 S 7 8 11
MATRAZ

A 0.0314 0.014 0.01¢ 0.012 ©0.082 0.020 0.0410

B 0. 068 0. 060 0,037 0.048 0,052 ©,034 0,061

C 0.064 0.0480 0.037 0.026 0,031 0.027 0.032

D 0.069 | 0.08a 0.028 0.024 0.090 0.026 0.035

TABLA XI. ABSORBENCIAS OBTENIDAS EN LA DETERMINACION DE Fe TOTAL
MATRACES

DIA 0 2 3 S 7 8 11
MATRAZ

A a77a 989.6 497 1500 1978.7] 200 pns. 6

B 9856. 6| 8500.6| BO42.2| 5695.9! 7140.2| 4269.9| ac16.2

c 2190 6366 4714.2| 2957.8] 3825.08| BOB9.8| Bo41. 9

D 2900 9206.2) 32023.8] 2629.8( as5ss8.3| 2957 4351, 9

TAULA XIX. CONCENTRACION DE Fe TOTAL PRESENTE COMO FeiXIX) EN
mgrsLl. MATRACES,
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Las tablas

XIII y XIV muestran las absorbencias vy

concentraciones respectivamente, obtenidas de proteinas. Los
valores mas bajos corresponden al matraz By los mis altos
los comparten los matraces C (sin carben) y D (con todo).

DIA 0 2 4 S 7 8 11
MATRAZ

A o, 082 ©.083 0.029 0.028 0. 063 a, 040 G, 047

B 0,023 ©.028 0,082 ©.038 0.026 ©. 036 0.034

C ©.084 o0.087 a. 068 O. 064 0.048 G.oev o. 607

o} ©.090 o.087 0,007 0.060 ©0.047 0.045 0.043

TABLA XIII.

ABSORBENCIAS OBTENIDAS EN LA DETERMINACION DE
PROTEINAS., MATRACES.

DIA 0 2 4 S5 7 8 11
MATRAZ

A 676, 4 184, @ 141.6 181, 9 289, ¢ 252, 4 222. @

B a1.2 131. 6 171, 9 282.3 141.4 212.1 192. 0

C 693. 6 429,12 534. 4 49e.2 272.6 343. 1 222, 2

D 756 222.2 725,89 488, 9 822.9 s02.0 202. 6

TABLA XIV, CONCENTRACION DE PROTEINAS EN mgsl. MATRACES,

38




La tabla XV muestra absorbencias de Fe (II) y Fe total y

la tabla XVI las concentraciones
absorbencias.

Es de notar el descenso de

correspondientes a dichas
valores de hierro

(I1) y el aumento de hierro total hasta el dia 6.

TABLA XV.

TABLA XVI.

DIA A Conc. DIA A Conc.
V] ©. 045 6000 8 o.02a | #azoa.s
2 0,034 4269 @ ©.030 9531, 9
4 0.044 saae 11 0.031 83777. 9
S 0,020 s870.2 12 ©.039 4105, 9
6 0.010 233. 6 15 0.034 2777.9
ADSORDENCIAS Y GONCENTRAGCIGNES (mgsLl) PARA FeuD.
COLUMNA.
DIA A mgsL DIA A mgs
0 0,043 6200 g 0.037 4762
2 0.0851 7058, 2 9 0.042 5500
4 0.052 7140, 2 11 ©.040 8254
S 0. 062 onez.3 1z 0. 033 7714.2
& 0.062 0862, 3 15 ©0.043 5746

ARBORBENGIAS Y CONCENTRAGIQONES (mg.

Fe TOTAL.

COLTUIMNA,
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La tabla XVII muestra las absorbencias y concentraciones

de proteinas 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.

Dra A Conc. DIA A conec.
0 0. 005 504, 2 7 0.092 6135, 0
2 0.019 0.9 9 0.042 272.6
4 o.0z28 131.6 10 0,047 822.9
& 0.071 564.7 13 0.037 428.7

TABLA HVII. ABSORDENCIAS Y CONCENTRACIONES EN mgs\ DE
PROTEINAS. COLUMNA.
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La - tabla XVIIl muestra los resultados de la
determinacién cualitativa de aluminio. La cantidad de cruces
se marcd en funcién de 1la intensidad relativa de color
desarrollado, medida contra un blanco con agua.

MUESTRA [iMatraz MatrozjiMatraz Matraz
DIA A ] c [
0 + + - (X3 +
2 + +HE - ++ +
4 + +++ - 4+ ++
S ++ X3 - +E +
6 ++ +4+ - ++ +
8 +44+ + - (223 ++
10 + ++ - ++ ++
11 ++ 4+ - -+ ++
12 et + - ++ ++
15 t XY - + s
TARLA MUIIZ, BETEAMINAGIOM QUALITATINA DR ALUMIMIG  EH HATRAGDS

Y COLUMNA.

Se puede observar claramente que el matraz C, con
ausencia de carbén no presenta desarrollo de color
apreciable. Asimismo, el desarrollo en el matraz A y en 1la
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 las
IX-XVI1I, se obtienen las siguientes graficas:
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En la grafica 2 se observa una caida importante en las
concentracliones de hierro y proteinas. Esto ocurre hasta el
dia 4 aproximadamente, cuando las concentraciones tienden a
aumentar, llegando a un maximo el dia 7.

La grafica 3 presenta oscilaciones irregulares en las
concentraciones de las especies. Sin embargo, puede
apreciarse un comportamiento descendente en la concentracidn
de Fe(II) y una medida mis o© menos constante de la

concentracion de Fe total.

DESARROLLO EN MATRAZ C

-

2
Fe(ll)g

o Pratainas aFa(il) aFe totat

=

mg/l Proteiras
rg/ B

\
/J?
:

En la grafica 4 se observa un decremento en la
concentracizsn de protefnas, un mzximo enh el 4° dia y luego un
decremento. Las concentraciones de Fe(Il) y Fe total tienden
a caer en general, siendo minimas hacia el dita 4. La grafica
5 permite ver un notorio maiximo en 1la concentracién de
proteinas el dia 3, que coincide con catdas grandes en las
concentraciones de hierro (II}) y total. El1 dia anterior
presenta un minimo en lectura de proteinas que coincide con
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concentracicnes altas de hierro.
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El comportamiento en la columna, mostrado en la grifica
6, permite apreciar una variacion en la lectura de protelnas
que llega a ser significativa etre los dias 2 y 7, donde se
tienen las lecturas minima y maxima, respectivamente. E1 dta
6, la concentracién de hierro (II) cae, mientras que la de
hierro total tiene un aumento posterior al dia 9, con
oscilaciones.
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IIX.2. Anilisis de Resultados.

-Desarrollo en los Matraces.- En el matraz A (ver parte
experimental) se nota un incremento en las lecturas de Fe(lI)
y Fe total, con un maximo en el séptimo dia. Como el hierro
total siempre es mayor que hierro (II), es probable que el Fe
(I1) que se observa se deba a la solubilizacién del hierro
presente en el carbén. bicha solubilizacién coincide con 1la
fase "log" (Apéndice 1) de proteinas, lo que implicaria 1la
extraccion de hierro en el sustrato por el microorganismo. La
disminucién brusca en la - concentracién 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 maximo observado coincide con el de hierro
y protetnas; 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 recoleccién del metal
solubilizado.

En general, se ve que hay una tendencia de hierro total,
a un valor constante y de hierro (II) a una calda suave,
debido a la oxidaci¢n espontanea en el matraz B. La lectura
de proteinas tiende a ser constante. Los resultados en 1la
extraccién de aluminio son comparables a los obtenidos en el
trabajo descrito en el capttulo I.4 de antecedentes, por lo
que se confirma la capacidad de extraer aluminio con lavados

acuosos en medios acidos.

Al comparar los valores iniciales de Fe total en el
matraz B contra el D, no se observa un diferencia
significativa, por lo que se infiere que la contribucién
inicial del carbsn a las lecturas de hierro puede
despreciarse frente a la del medio 9K. Mis adelante, 1la
presencia de precipitados impide establecer una comparacicn
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 1la influencia de 1la
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generacisn del medio acido por el microorganismo en la
extraccion del aluminio es despreciable.

En el matraz C, sin carbdn, se observa una caida grande
en las concentraciones de hierro (II) y total, aunque poco
pronunciada. Como se vié en 1los antecedentes (pag.i1l), 1la
jarosita se forma a partir de Fe(IIl) y potenciales mayores a
500 mv. Este potencial, 9que no se controlé, dada la
concentracisn de Fe(III) pudo haber llegado a dichos valores.
En el matraz se observa la presencia al mismo tiempo (a
partir del dia 3) de un precipitado color pardo amarillento
que probablemente sea jarosita, lo que explicaria las caidas
de concentracisn. Al onceavo dia practicamente no hay hierro
(IX) en disolucién. No hay contribucién apreciable de
aluminio por el medio oK.

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 oxidacién y la precipitacién de hierro. Esto implica
un desarrollo maximo de microorganismos en ausencia de carbon
al cabo de dos dias.

Cuando se incluye carbon en el experimento, que es el
caso de matraz D, se observa una m&s rapida aparicién del
precipitado que en C. La mayor tasa de oxidaci¢n de hierro y
precipitacién coinciden con la fase log mas pronunciada, lo
que Indica un crecimiento maximo en el matraz D, con también
maxima oxidacién de hierro. Los valores de Fe(II} y Fe total
son muy similares. La formacidn de precipitados a partir de
Fe(IXl), provoca un desplazamiento a 1la derecha en el
equilibrio de oxidacién de Fe{II). Las curvas indican que el
Fe(lI) se oxida y casi simultaneamente precipita.

El matraz D fué scleccionado para el trabajo en columna
ya que, como se observa en las graficas 7 y 8, presenta una
mayor oxidacisn de hierro (con precipitaci¢n practicamente
simultinea) y una extraccicn maxima de aluminio (igual a 1la
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del matraz B}). La presencia del carb:n, comparando con el
matraz sin carbsn, aumenta la velocidad de oxidacizn de
Fe(II). Se sabe"®” que el microorganismo, particularmente
Thicbacifuus fivieeawcans, se  adsorbe fuertemente al carbén.,
por lo que se presume que al distribuirse en la superficie de

la particula, la oxidacicn de hierro sea mis eficiente por’

efecto del aumento de la superficie de contacto.

En cuanto al crecimiento (grafica 9), se puede observar
que la fase lag m4&s corta, as!i como el maximo crecimiento,
corresponden al matraz D. El1 matraz A tiene una fase 1lag 4
dias aproximadamente mis larga que D. Si el medio en A no
tiene 9K, las condiciones para el desarrollo de los
microorganiemos 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
carbon, probablemente repetidas resiembras puedan aumentar su
capacidad de extracci¢n.

CRECIMIENTO EN MATRACES
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Desarrollo en la Columna.- En la columna se extiende 1la
fage lag un dia comparando con D, que fue la fuente del
microorganismo sembrado. $Sin embargo, 1la fase log de
crecimiento coincide con la mayor oxidacien de Fe (II), 1lo
que implica el maximo desarrollo. El aumento de hierro total
podria indicar que el microorganismo lo est4 extrayendo. Cabe
hacer notar que la columna es el m&todo de laboratorio mas
parecido al que actualmente utiliza la industria (dump
leaching). La recirculacisn del medio de cultivo sobre el
sustrato por medio de 1la bomba peristaltica permite el
aereamiento de la solucién, el cual, pese a todo, no es tan
efectivo como el de los matraces en agitacisn. En este caso,
el abastecimiento de aire en la columna se sacrifica por
mantener la esterilidad en ella, por lo que es probable que
81 han sido efectivos el crecimiento y las extraccién de
hierro bajo estas condiciones, a aire libre lo sean mas. Aun
considerando la presencia de otros microoréanismos. son muy
pocos los acidofilos que sobrevivirian a las condiciones de
crecimiento de Zhigbaciltus,
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CAPITULO IV:
CONCLUSIONES



A partir del analisis de los resultados, se puede
concluir lo siguiente:

La presencia de carbon en el medio de cultivoe de 1los
microorganismos estudiados, afecta vigiblemente sBu tasa de
crecimiento, siendo ¢sta mayor cuando se agrega carbsn 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 1la oxidacién del
hierro ferroso presente en la disolucicn.

La ecxtraccié¢n de aluminio aparentemente no se ve
afectada por la presencia de microorganismos, sin embargo, es
necesaria la agitacién para lograr rendimientos msximos
apreciables. Serta conveniente 1llevar a cabo el mé$todo
desarrollado para determinar aluminio, esta vez en forma
cuantitativa (con mayor cantidad de muestra) para poder
llegar a conclusiones mas significativas.

El sistema de oxigenacién en la columna es deficiente,
comparado con los matraces, que estan bajo constante
agitacién. sSacrificar la oxigenacién fue necesario para
mantener las condiciones de esterilidad del experimento. Sin
embargo, si hay un sistema que, en pequefia escala, se
aproxima satisfactoriamente a las terrazas, es el de columna,
por lo que los resultados obtenidos de ella son utiles para
la implantacisn de sistemas de biolixiviacién a gran escala.

En el matraz sin 9K, se observé una tendencia a extraer
el hierro y el aluminio del carbén. Es probable que mediante
resiembras sucesivas pueda buscarse un mutante que tienda a
extraer hierro al maximo. Con respecto a las préximas 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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CINETICA DE CRECIMIENTO BACTERIANO

El tamafio de la poblacion de bacterias y algas en
funcion del tiempo, se ilustra en la figura 6, que muestra
una curva de poblacisn para un cultivo bacteriano. Tal
cultivo comienza con la 1noculacién de un medio rico en
nutrientes con una pequeffa cantidad de bacterias. La curva de
poblacidn consta de 4 regiones. La primera se caracteriza por
una bala reproduccién 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 rapido,
conocido como fase log, o fase exponencial, durante la cual
la poblacién se duplica en periodos constantes.

Llog (No,
de células
viables)

ESTACIONARIA

Ltiempe

FIOURA VI, Cineética de Crecimienlo Bacteriano.

El crecimiento bacteriano se puede representar
matemiticamente con un modelo en el que el crecimiento es
proporcional al numero de individuos presentes y no existen
limitantes tales como muerte o ausencla de nutrientes:

cdN/dt = RN

54



Esta ecuacion se integra para dar

k.
in —%7 = kt = N = Ns & t

donde N es la poblaci:n al tiempo t y Y: es la poblacicn al

tiempo t = 0. E1 tiempe de¢ generaci™n, o de duplicacién
(cuando X = X2, es 1n (2)/%.

Cuando se encuentra un factor limitante tal como
eliminacion de un nutriente esencial, presencia o sintesie de
sustancias te¢xicas, o ausencia de oxi{geno,la fase log termina
y la fase estacionaria comienza. Durante esta fase, el numero
de células viables permanece casi constante y su duracion
depende de la especie bacteriana y otras circunstancias.
Después de la fase estacionaria, las bacterias comienzan a
morir mis rapido de lo que se reproducen y la poblacién entra
a la fase de muerte,
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