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RESUMEN

La biolixiviacién de concentrados con mxcroorgan Smos termoﬁl s‘ extremos en

aproximar ‘el

3y5% de

proceso de biolixiviacion en un concentra e calcopirita‘en‘muestras: con 1

solidos.

Con .uha 'raplda' adaptacion de’:terméfilos extremds’ nativos“a condiciones  de -

laboratorio v muestra de’bxohxnvmcnon esto m ro rgamsmos demostraro'

de bxohxwlar ca]copnnla recuperando una can ldad de cobre en solucién del 88. 5% en un




perlodo de 15 a 20 dias. Las condlclones para ]as fases de mcubacxén y de biolixiviacién

correspondxeron a 1ntervalos de temperaturas de 70° 3° C y pH 2 0.

muestran lOS equlllbnos entre ‘diversas especnes qulmxcas presentes. .




OBJETIVOS
Objetivo General

e Estudio de la lixiviacién de un concentrado sulfurado de cobre con bacterias

termofilas extremas.
Objetivos particulares

e Localizar y demostrar la capacidad biolixiviante de una bacteria terméfila

extrema nativa.

e Determinar los mejores pardmetros de adaptacién bacteriana para un proceso

. Verificar el efecto negativo de Ag m _éh la fase de adaptacién yfel‘éfeéto

catalitico de la adicién de Bi (III) en el proceso de biolixiviacién. .




Hipétesis de trabajo

La lixiviacién en presencia de bacterias termofilas extremas depende del equilibrio

entre los mecanismos de disoluciéon quimica y de disolucién biologica afectando de manera

~El estudio de la biolixiviacién con base en:los diagramas de Pourbaix puede generéu'

una mejor ilustracié plicacio los fer

biolixiviacién. "

s e o el £ At <
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Capitulo 1

Revision Bibliografica
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1.1 Antecedentes del cobre

Hacia el afio 3000 AC, los egipcios ya utilizaban el cobre en una variedad muy amplia de
objetos creados para satisfacer las necesidades de la vida cotidiana. Asimismo, perfeccionaron los

procedlmlentos de aleaclon del cobre y estano, de los cuales se. obtxene bronce. El cobre tomé como

Segtn la-historia,; el:h

en la aclualidad se,han desarrollado’:técnicas para‘la’e traccxon de cobre y otros metales a parnr de su

estado mmeral no dependxendo mas del'metal nativo
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El cobre ademas de tener diversos usos cotidianos, actualmente se utiliza en la tecnologia
aeroespacial; por ejemplo, el revestimiento interior de la camara de combustién de los grupos

propulsores del Ariane 5 consiste en una aleacién de cobre, plata y circonio.

La estructura mlsma de un: trasbordador espacxal es una aleacnén de aluminio que contiene

La mdustna uimica sabe valorar la sobresallente resxstencxa a la corrosxén y a la conducnvxdad

térmica de este maten I Por estas mnsmas razones y por las ngurosas ex1gencxas de hlglene las

industrias de ahmentacnon y bebxdas recurren cada vez. ma ‘a ,unhzar'cobxjg, 'comoA es ej caso en

recipientes de fermentacxonh :

! hup://procobrevenezuela.ore/historia_cobre antigua.htm
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1.2 Metalurgia extractiva del cobre

La metalurgia extractiva del cobre se basa en todos aquellos pasos por los cuales es posible
obtener cobre metailico a partir de sus on’genes minerales, en donde pueden participar procesos tanto

fisicos como qulmlcos. Los procesos f'smos se encargan principalmente de reducxr el tarnafio del

mineral y aumentar la concentracxon de los valores deseados o menas. Los procesos qu1m1cos se

s son tratados principalmente

xidados'son - procesados por la ruta

para lograr su separacion.’

*T. L. Brown. (1987). Quimica *La Ciencia Central”. Prentice Hall, Meéxico.pag. 726.
* A.K. Biswas.(1980)_Extractive Metallurgy of Copper, Pergamon Press.USA. pag.257.
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Figura 1. Metalurgia extractiva del cobre por via pirometalirgica e hidrometalirgica
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La flotacidn es un método muy importante para la concentracion de minerales sulfurados. Una
suspensién en agua del mineral molido se va agitando en tanto se le hace pasar aire a través de la
mezcla tal como se muestra en la Fig. 2. Aqui se agregan sustancias quimicas de tal manera que se

forman espumas o burbu_]as Las partlculas del mmeral que se desea (menas), quedan adhendas a las

sustancias quimicas que se]ectlvameme se adsorben sobre la superficxe de'las partxculas de” mena para

. .. 4
reducir su humectacion por agua’.

CELDAS DE FLOTACION

ENTRADA
- SISTEMA MOTMZ

vaALVULAY
OF DAROOS

CONCENT AA LD ALIME T AC IO N

Figura 2. Celda de flotacion

* Brown, op. cit., pig.727.
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El extremo negativo de la molécula de un colector se une a la superficie de un mineral sulfuroso
como la Cu;S, mientras que el extremo organico no polar de la molécula se extiende mas alla de la
superficie para inhibir la aproximacién de las moléculas de agua®. De esta forma la flotacién es un

proceso que concentra de 0.3% hasta 30% de cobre.

1.3 Procesos pirometalirgicos del cobre

La: plrometalurgla |mp11ca la utilizacioén del calor para convertir un mineral o concentrado de

una composxclon quxmlca a otra de mayor ley y eventualmente en un metal puro, a: traves de la

oudacxon del Fe_a FeO'v.la oxxdacxon de S en forma de SO;.

La fusion de‘l"p)xjoduc'to e

calor sensible de estos’: productos

liquidas separables f(inmi’st'_:ibles),kuna que contendra la

El objetivo principal es - producir.dos’ fases

* idem.
® Biswas, op. cit., pag. 65.
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mayor parte del cobre de la carga (mata 35-65% Cu) como Cu;S y FeS, la segunda en menor

proporcion contendra a las impurezas existentes Fe (como FeO, Fe30,), SiOa2, Al,O3 y CaO.
El ajuste de azufre en la fundicién consiste en obtener la relacién molar Cu,;S:FeS. La
eliminacién del azufre es_para tener una composicién de 60-40% Cu>S-FeS en el eutéctico para la

menor temperatﬁré'defﬁsidh 9402

metdlico 1i

cabo en el

Posteriormente el cobre pu u

de cobre que seran utilizados en el refinamiento electrolitico (Fig. 3).
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SECADOR

FUNDICION
Reverbero

MOLDEQ ANOCOS

Horno de Refino
BLISTER

CATODOS
N ELECTRO.

Figura 3. Etapas de los procesos pirometalirgicos 7

_TESTS CON
FALLA DE ORIGEN |

" Fuente:http://www.codelco.conveu_zonacobre/fr_zona.html
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1.4 Procesos hidromctalirgicos del cobre

En la hidrometalurgia de cobre se utilizan regularmente minerales oxidados, sulfuros de baja
ley ademas de concentrados de ﬂotacién. La lixiviacién se basa en disolver a ]os minerales o

concentrados medlante un agente 11x1v1ante que normalmente se encuentra ‘en solucxon acuosa; este

os se unhzan en casos

puede ser ac1do s lfurnco, amoniaco [+} acldo clorhxdrlco donde estos dos ul

donde eXi$tén'sulfuros ‘de Cu-Ni

metal, se le

nuevamente en'l

® Ornelas Tabares J. “Preparacion y tratamiento electrolitico de Cu para su reduccién en la hidrometalurgia del cobre™.
Facultad de Ingenierfa. U.N:A.M. México.pag. 1-10.
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Finalmente el producto del despojo pasa por procesos de electrobeneficio y electrorefinado en

celdas electroliticas para la obtencién de catodos de cobre con una pureza de 99.99% de Cu.’
1.5 Métodos de lixiviacién de concentrados de sulfuros de cobre

In situ. Es aquélla donde la mena no es transportada del lugar en que se formé geoldgicamente
y el elemento valioso se disuelve a partir de la solucién lixiviante, siempre que la roca encajonante.'®

La lixiviacion in situ se subdivide en:

Disolucién por""'sondeobs Esta reqmere que los yacxmlentos posean caractensucas geologxcas

grietas y fracturas iniciales que permnten‘la,exposmxon del mmeral para’ ser ata do por el lquldO quel

circula a través de é1.'!

N hnn /iwww.codelco.com
“ Biswas. op. cit.. pag.261.

"' hupi//www.procobremexico.convaplica/indus. huml#ind
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Lixiviacion por Terreros (Heap y Dump). Ambos tipos de lixiviacion son semejantes, ambos
difieren solamente en la cantidad de material y en la preparaciéon del mineral. En Heap se coloca una
lona que permite recolectar los licores percolados. La lixiviacién Dump utiliza material de despojo de

mina, en donde la cantldad de mmeral a 11xw1ar es del orden de mlllones de toneladas El matenal

apilado es llxxvxado medxante un agente hxxvnante durantes largos penodos de tlempo Ios Ilcores de

llx1v1acxori son recogidos mediante sistemas de drénaje dxseﬁados Y. colocados en la'basé donde se aplla

extraccion del metal Los mmera]cs a hxnvxar por este metodo deben tener una ley de cabezas menor a

0.35% de Cu, deb:do a que a mayor ley se concentra por ﬂotac:on 13,

!* Habashi, F. (1970), Principles of extractive metallurgy, Gordon & Brech Press Inc. Vol. 11, USA, pp.7-23.
'3Habashi, Op cit. pag. 67-71
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Transporte de pulpa

ACIDO
SULFURICO

Reactores Agitados

Fig. 4. Esquema de lixiviacién por tanques (VAT)

Lixiviacion Agitada. Este tipo de lixiviacion se lleva a cabo en tanques con agitacién mecanica

(tanques con propelas) como se observa en la Fig. 5 6 mediante agitacion neumatica (tanques Pachuca)

ambos para concentrados con tamaﬁo de partlcula fino (menores a 20 mallas). La llxwlacxén en

autoclaves o. tanques Pachuca puede reahzarse a elevadas presiones para favorecer la dxsolucnén del

concentrado avtemperaturas que’oscilan entr 0043009 C segun el diseiio de la autoclave o tanque

en cuestion. El tiempo . de lixiviacion es'de:2:a:10 horas de‘proceso en donde el Gnico inconveniente es

la posible: pasxvacmn o”centrado durante a operacxon. Se puede utilizar este método para

concentrados con leyes de "0 a 40% de Cu.
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Fig. 5. Tanque para lixiviaciéon agitada. '?

1.6 Aspectos termodinamicos de la lixiviacion de sulfuros de cobre

Con ayuda de la termodinamica es posible predecir el resultado de algunas reaccxones quxmlcas

ran los equilibrios termodinamicos posibles

Pourbaix 6 potencial'vs'p

entre las especies quimicas'®, asi como las'zonas de estabilidad con sus:iones en solucién acousa.'

TESIS CQX
FALLA DE ORIGEN

" www . codelco.com
'* Tejeda Zafiga C.J. (1993).Estudio de caracterizacion y cindtica de lixiviacién para un mineral oxidado de cobre. Tesis

para obtener el titulo de Ingeniero Quimico Metalurgico. Facultad de Quimica. U.N.A.M. México. pp. 25.
" Garrels M. Robert. Solutions, (1965).Minerals and Equilibria.Ed. Freeman, Cooper & Company. USA. Pag. 172.
" Avila J.. Genesca Joan. (1987). Mas alla de la herrumbre, Editorial Fondo de cultura econémica. Coleccidon La ciencia

desde México no. 9. México. Pag. 61.
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Para un sistema Cu-Fe-S-H>O se puede construir un diagrama Eh vs pH en el cual se pueden
visualizar las zonas de estabilidad de las fases quimicas a 70° C como se observa en la Fig. 6, en donde
la zona de estabilidad del cobre en forma de diversos sulfuros coexisten la calcopirita, covelita y
calcocita ocupando una area con potencxales menores a 250 mV los cuales pueden ser oxidados por

especies con potencxales con valores mas elevados.

Eh (Volts) " Cu-Fe-S-H20 - System at 70.00 C
2.0 — —T T T T T T T T I T
Cu(+2m) )
— Cu(OH)Z (=)
15 | —— I
1.0 Cusoi(n) | .
os b > | AT
0.0 Cu20*Fe203
-0.5
-1.0
-1.5
o 2 4 6 8 10 12 14
File: C:\HSC3\CUFES702.1EP pH
= QT" 'p. o
Fig. 6. Diagrama de Pourbaix ‘ LNEE ORIGEN

" Garrels M.R. (1965). “Solutions, Minerals and Equilibria™. Ed. Freeman. Cooper & Company. USA. Pag 213-219.
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En la zona de pH acido del diagrama se observa que existe Cu®* a partir de los sulfuros

complejos, si se logran condiciones oxidantes (elevados valores de potencial de electrodo) y
condiciones acidas (bajos valores de pH) se habran logrado condiciones donde puede llevarse a cabo un

proceso de biolixiviacion.

Este txpo de dlagrama se construye de acuerdo a las especies quimicas presentes y sus posibles

reaccxones, kehg:endose olo. una condxcxon de oxxdacmn o reduccion (Fig. 6). Las lineas de estabilidad

que representan los equll;br;os pueden desplazarse al variar la temperatura de las reacciones.
1.7 - Aspectos cinéticos de la lixiviaciéon de sulfures de cobre

La termodmamu:a proporctona informacién, si una determinada reaccién puede llevarse a cabo
onoy con ello estab]ecer si un proceso de lixiviacién es capaz de disolver un mineral. La velocidad

con la que la likiviacioh selleva a cabo determinard la viabilidad de este proceso.'?

Para la transformacxon en términos dé tiein'pb"y :vdlu'm'en'de la masa (soluto) en las operaciones

de lixiviacion y precxpltacxon éstas pueden er ya sea:en reacciones heterogéneas en la interfase

° Tejeda Zufiga C.J.op cit pag. 30. : )
* Ornelas Tabares J, Preparacién y tratamiento electrolitlco de Cu para su reduccién en la hidrometalurgia del cobre.

Facultad de Ingenieria. U.N.A.M. México.pag. 1-10.
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De acuerdo a la primera ley de Fick la velocidad de difusidén es proporcional a la velocidad de

disolucién dependiendo de:

e Coeficiente de difusidén (funcién de la temperatura)
e Superficie de reaccic’m libre

e  Capa hmxte de difusion

. .-,,Grad nt d concentracxon en la mterfase y la solucién

. La ley de Flck se escnbe dela 51gu1ente manera2

-(6jc/5t) - ,-ii.; A(8Cy /8X)
eﬁ do’vn'dev :

n = Numero de moles de la sustancia B fluyendo a través del area A en un tiempo t;

Dg = Es el coeficiente de difusién;

se xncrem nt

2! Tejeda C.J. op cit. pag. 31.
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Una forma simple de entender los mecanismos de cinética heterogénea es utilizando el modelo

de nucleo no reaccionado. Este modelo descrito en los textos de ingenieria quimica®?, asume que al

avanzar la reaccidén a través de una particula esférica €sta conserva su forma y tamaiio al mantenerse la
capa de mmeral reaccionado. De esta forma, antes de que ocurra la reaccxon es necesana la dnfusxon de

los reactivos a traves de la capa de matenal reaccxonado (F:g 7), y se asume que luego se produce una

reaccion de pnmer orden en la superﬁcxe del nucleo no reacc1onado de la pa.rtlcula.

: Flpjo‘de Solucion -

‘Nucleo No
Reaccionado

Mineral
Reaccionado

Fig. 7. Esquema de una particula durante el proceso de lixiviacion.

El m@delo estd basado en suponer que el concentrado es isotrépico y que tanto los

reactivos como los productos son transportados por la solucion que llena completamente los poros de la
particula. Ademas se supone que la solucién es suficiente para cubrir completamente y circular por la

superficie externa de la particula de mineral.??

-q
FALLA DE ORIGEN

2 Levcnsplel O., (1981)."Ingenieria de las Reacciones Qulmlcas" 2% ed., Reverte S.A., Barcelona, Espafla, pag. 385-415.
* Meruane Naran_)o Gabriel E. (1999). “Criterios de diseiio del circuito de solucmnes en la lixiviacién bacteriana de
sulfuros de cobre en pilas”. Memoria para optar al titulo de Ingeniero Civil Quimico, Universidad de Chile. pag. 16
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En el caso de minerales de cobre es comun el uso de este modelo, considerando como

agente lixiviante el acido en el caso de minerales oxidados®* ?° y el ién férrico para lixiviacion de

sulfuros. Del mismo modo entonces, es posible suponer que la cinética de consumo de acido por parte

de la ganga mineral responderd a una cinética de nucleo sin reaccionar.

~Aliporiér'en;contactb,‘una' solucién’acida con un mineral de cobre, tanto las especies

portadora de ellas reaccionaran de acuerdo con la

n-conjunto el consumo de acido por parte del

mineral.

** Roman R.J., B.R. Benner and G.W. Becker, (1974). “Diffusion Model for Heap Leaching and its Appliéations to Scale-

Up". Trans. Soc. Min. Engrs. AIME, Vol. 256, pag. 247-252.
** Shafer J.L., M.L. White and C.L. Caenepeel, (1979)," Application of the Shrinking Core Model for Copper Oxide
Leaching”..Min. Eng. Vol 31(2), pag. 165-171.
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11.1 Biometalurgia aspecto internacional

En la actualidad existen muchos retos que estén afrontando las compaiiias mineras en forma
particular. Una de las preocupaciones mas grandes, es el desarrollo e implementacion de las mas
eficientes tecnologlas en, el procesamlento de.minado y proceso. La tecnologia mas eﬁcnente no

siempre - significa'la: mas 'avanzada, cuando ‘menos desde el punto de vista estnctamente ‘de

recuperamén La carrerajen los mas rec:entes requerimientos ambientales, ha sido el punto de

La..aplicaciénide una  operacion ~de. tostaciéon podria satisfacer los ‘requerimientos - de

recuperacién:par

esariamente es la mejo tecnologi:

polvos, pfaﬁ

[ 'Biolixwxa

20

emorias Semana de la Metalurgia y Materiales.(2000). ESIQUIE, L.P.N., México. pp. 1-3.
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Siendo la biolixiviacion la mejor tecnologia aplicada para implementarla a las operaciones de

lixiviaciéon en montones (Heap leaching).

La oxidacién bacteriolégica es un proceso que tiene aplicacién en la Metalurgia Extractiva para
el tratamiento de minerales producto de una flotacién tipica de sulfuros, con el propésito principal de

liberar metales’ preciosos;" otros: metales: no-susceptibles de disolucién. y - disolviendo (lixiviacién) los

para produci

7.
“"idem

* Miller P.C & Winby et al., (1999) , Comercialization of bioleaching for base-metal extraction, Biotechnology Special
Issue,Minerals& Metallurgical Processing, Vol 16, No. 4 Canada, pp 42-50.
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11.2 Tipos de bacterias utilizadas en la Biolixiviacién

Comuinmente las bacterias son consideradas como un enemigo, pero pueden llegar a convertirse
en pieza clave del procesamiento de minerales después de muchos afios de investigaciéon. Hay mucho

que descubrir de estos microorganismos a los cuales se les ha clasificado de la siguiente manera: .

Las arqueas son un:grupo de antiguas bacterias que:crecen’en

Bacte}ias‘ terméfilas extremas:

(Archaea)k

habltats se establece otra clasificacién’ masfuncmnal

bacilares como.los

Los habitats
Ambos presentan

superan los 100°p.C,

La caract grupo. es su aﬁmdad po esto medxos lo que condiciona su

modo de obtencion de energia, crecxmlemo y ﬁsnologla.

2% http://www.biologia.edu.ar/bacterias/arqueobacterias.htm
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También son consideradas las primeras formas de vida del planeta, pues a dichas temperaturas,

pHs alcalinos, neutros y condiciones andéxicas asemejan algunas etapas iniciales de la superficie

terrestre primitiva.

Para que sea p051b1e la vida se debe asegurar la termoestabxhdad de los metabolltos 'y

estructuras de las celulas por lo que presentan adaptamones caracterlstxcas que las dxferenc1an de otros

grupos. Tales son

plasmat ca esta forrnad

90°76.:100° C es casi nula Esto tlene dos consecuenc:as

la solubilidad de este a. temperaturas.de
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directas: metabolismo anaerobio o aerobio facultativo y necesidad de un aceptor final de electrones

distinto al oxigeno.

La fisiologia y la bioquimica de las arqueas se divide en:

> Quimiolitoautétrofos. Utilizan CO3 como fuente de carbono y su energia de la oxidacién de
azufre o sulfuros. . .
> Quimioorganétrofos.: Utilizan fuentes de’ carbono reducido, para obtener tanto carbono como

fre suele ser’ el aceptor final

como fuente de cal:bono._'Susce_lulas se “adhieren’'a cristales de azufre pues el S° es muy

insoluble y se utiliza como donador externo de electrones.
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- Thermoproteus 'y Thermofilum. Son anaerobios estrictos con respiraciéon basada en el
azufre y extrema sensibilidad al oxigeno. Thermoproteus es quimiolitoautdtrofo dependiente o
quimioorganotréfico dependiente de sustratos complejos de carbono.

0

Algunos géneros de arqueas de.dreas volcdnicas submarinas son:?

* hup://danival.org/archaea/archaea_22 clasif fisio.html o htitp://danival.org/presenta.html
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intervalos de pH de 1 a 6 estos microorganismos son quimiolitdtrofos, o sea que obtienen su energia a

partir de reacciones quimicas de compuestos inorganicos (Oxidacién de sulfuros o azufre).

Estas bacterias se localizan regularmente en terreros o aguas de minas y parecen ser menos

eficaces que las especles de termoﬁlas, porque el mcremento de la temperatura en la lixiviacién de

la ox1dac1on de sulfuros, a'c‘ual,es una reaccqon

terreros ocurre a traves d

observado alcanza tempe

especies, ‘sin"embargo al ser trasladadas a contenedores o tanques con condiciones 6ptimas estas se

desarrollan de manera favorable convirtiéndose en una buena opcién de lixiviacién en tanques.
IL.3 Morfologia de los principales microorganismos utilizados en biolixiviaciéon

El acercamiento a una clasificacién aproximada de cada microorganismo lixiviante dentro de
cada especie proviene de los resultados arrojados por un analisis morfolégico del cuitivo con ayuda del

microscopio de contraste de . fases que permlte observar. la forma que presentan este upo de

3! Konishi Yasuhiro. Et al. (1999). Bioleaching of sulfide mineral by acidophilic Thermophile Acidianus brierly:.

Biohydrometallurgy and the environment toward the mining of 21* century. Elsevier. pag. 485.
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gram positivas y gram negativas (en este caso, los términos positivo y negativo no tiene nada que ver

con carga eléctrico, sino simplemente designan dos grupos morfolégicos distintos de bacterias).

La tincion de Gram es uno de los métodos de tincidon mas imponames en el laboratorio

bacteriolégico y con el que el estudlame debe estar perfectamente famlhanzado. Su uulldad pracnca es

indiscutible; las refe enc tivos

a la mokfologla celular bacte iana (cocos, baml ’s, po gativos, etc.)

se basanjuStamente e

Cabe’ ' m ‘ ede ntar - “similitudes ™ en’ ; lentro - de

microorganismos de: la misma especie o género. La morfologia ' puede’ variar entre especies como
cocos, bacilos, ete,. Un ejemplo de las caracteristicas morfoldgicas se observa a continuacién en donde
las formas de cocos lobulados e irregulares corresponden a caracteristicas de una especie de arquea

llamada Sulfolobus (Figura 8).

Figura 8 . Morfologia de Sw/folobus acidocaldarius.?

En la Tabla.1 se observa la morfologia de los cultivos utilizados principalmente en

biolixiviacion y algunas de sus caracteristicas morfoldgicas.
g

Trey O

FALLA DE ORIGEH

L3

* www.bact.wisc.edw/Bact303/MajorGroupoh Procaryotes
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Tabla 1. Diferencias en las caracteristicas de algunos microorganismos biolixiviantes®?

Tipo de Morfologia Tipo de Diimetro pH Temperatura Gram

bacteria crecimiento (um) °C
Termoafilos Cocos Quimiolitocautétrofo 1-2 1.5-4 70-95 negativo

extremos lobulados

Aerobio
Sulfolobus irregulares
Terméfilos Bacilos o Endoesporas Diametro 1.1-5 50 positivo
moderados bastones
Aerobio-estricto 0.6-0.8 Sptimo
Sulfobacillus
o Longitud
thermooxidans Quimiolitotrofo- 2
1.0-3.0

facultativo

Con crecimiento en

grupos

** Fuente: Bergey’s Manual of determinative bacteriology, (1994).Editorial Williams & Wilkins, 9Ed. USA, pags. 447.750
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11.4 Equipos de Biolixiviacion

En la actualidad existen diferentes mecanismos y equipos para llevar a cabo una lixiviacién
bacteriana. Este proceso puede llevarse a cabo desde la mina directamente hasta la utilizacién de

complejos con tecnologia altamente especializada para el desarrollo de bacterias y diversos tanques o

reactores de biolixiviacién de diferentes tipos.

a‘biolixiviaciéon

riar desde simples pilétas o cubas- hasta reactores o tanques de

flujo ascendente. '

A nivel laboratorio se pueden utilizar matraces Erlenmeyer con medio de cultivo en incubadoras

para cuestiones de investigacion de procesos de biolixiviacidn.

** hup:/www.codelco.com




Biolixiviacién 31

Figura 10. A la izquierda recactores de Biolixiviacion en Sao Bento Brasil, a la derecha un reactor

biolixiviacién de columna ascendentce™

11.5 Modeclos del mecanismo de lixiviacién por medio de bacterias

En la actualidad existe una gran diversidad de opiniones sobre el papel que desempeiian las
bacterias en el proceso de biolixiviacién. Muchos investigadores han publicado los posibles

mecanismos de bxohxnvmcxon en donde las bacterias ocupan un papel dxrecto asi como uno secundarlo

o mdlrecto, en donde la reaccxon quxmlca de omdacnon total o parcnal de azufre, el posmlonamxento de

** http:/investigadores.uncoma.edu.ar/Biolixiviacién. html
® Konishi, op. cit. 490,
* Donati S. et al. (1990). Influencig de la superficie en la biocatilisis de la oxidacion de sulfuros metdlicos. Revista de
metalurgia # 26 Madrid. Espaia. pag. 368.
* Isamu Suzuki. (2001). Microbial leaching of metals from sulfide minerals. Elsevier, Biotechnology Advances 19. pag.
121-123.
* Guerrero Rojas José 1. (1998), Biotegnologia en la disolucion v recuperacion de metales, Primer Congreso Peruano de
Biotecnologia ¥ Bioingenieria. Trujillo. Pert. e-mail: esojgue@ hotm:nl com

jwcross/phytoremediation/Biotecnologia hin

TESH Codl
FALLA DE ORIGEN
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Algunas de las reacciones que caracterizan los diferentes tipos de

biolixiviacién son las siguientes:®'
Mecanismo Directo

CuFeS; + 9/2 O, + H* — Cu®* + 2 SO,* + Fe** + 1/2 H,O

Mecanismo indirecto completo

CuFeS,;+ 16Fe®” + 8H,O —» Cu®* + 280,% + 17Fe®* + 16H.

17Fe®* + 17/4 O+ 17H" — 17Fe** + 17/2 H20.

Mecanismo indirecto incompleto -

CuFeS; + 4Fe** —>Cu2" 2S v
SFe®* + 5/4 O, + SH' — SFe*" + 5/2 H,0.

28°+ 3 O, + 2H,0 <5 2H,805.

mecanismos en

32

la

** Boon M. (2001). The mechanism of ‘direct’ and ‘indirect® bacterial oxidation of sulphide_minerals, Hydrometallurgy.

Pag. 67-70.
*' hup:/depa.pquim.unam.mx/~relva/Mecanismos.html
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,
Me*"

Bacteria

biolixiviacion transformando os 1ones Fe é Fe favorecnendo de esta manera Ia reaccién’ qulmxca y

de hierro, cobre y azufre eléme}nal ;

FALLA DE omcm

*2 Lépez Juirez Alfonso. (2001),
termofilos moderados, Tesis para obtener el grado de Maestria en Metalurgia, Facultad de Quimica, U.N.A.M, pag. 14,
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II1.1 Caracterizaciéon del mineral de adaptacién y concentrado de sulfuros
Una muestra de pirita (FeS;) a utilizar en la fase de adaptacién se analizara con el fin de conocer
solamente ¢l grado de pureza del mineral y el grado de transformacién que pueda alcanzar en la fase de
adaptacion debido a la accién bacteriana.

ion’ se trata de calcopirita (CuFeS2) proveniente de la

El concentrado:de cobre para biolixiviac

planta San Martin localizada en el Estado de Zacatecas, México Los analisis a los que se Sometera la

muestra sera

conocer informacion':

biolixiviacion.

** Wills B. A. (1987).Tecnologia del tratamiento de minerales “Tratamiento de menas v recuperacién de minerales™. Ed.
Limusa. México. Pag. 87.
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I11.2 Toma de muestra

Se procedié a localizar en la Repiblica Mexicana las zonas con manantiales o lagos

geotérmicos azufrados para la probable ubicaciéon de microorganismos terrnéﬁlos extremos que tienen

como habitats naturales este tlpo de reglones De esta forrna se ellglo la zona conocnda como “Los
Azufres> en;elvEstadovde'Mlchoacan para tomar'

bacterias.

El' muestreo se r

X

- T
)
e >
©1 B, LAGACHUPINA
MARITARGS __NOahers Zone
TEIAMANILES  Southwrn Zone -
LAGHS A
CamS.

S v m b o)

To
CPES) Ceontrml plant (SORMW) - Producton well
D Ovor hoat unit (SAMW) O Damnged well or undarevaiuaton
IS Oinary cyale urnit v Injecton well
(T.ShAV - Monitoraed wall

Fig. 12 Localizacién de ]la zona geotérmica

Las temperaturas varian entre los 40° C y 95° C y tienen pH de 4 a 6.

172°1S CON
FALLA DE DRIGEN
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El traslado de cada muestra se realizé en contenedores adiabaticos o termos de 1 litro para

mantener la temperatura. La pérdida de calor registrada durante cada traslado fue de 10° C en 5 horas

de viaje con una temperatura inicial de muestra de 92° C.

I111.3 Fase de adaptacion

II1.3.1 Caracterizacion de los microorganismos

Se realizaron pruebas para verificar el tipo de respuestas a la tmmon de Gram‘N (Ver Apendlce

I) para complementar un analisis morfolégico de los mlcroorganxsmos y tratar de: reahzar una

aproxnmacmn a la clasﬂ'cacxon del tipo de bacteria, tomando como base el hecho de” que fueron

muestreados en condxcxones de habitat para termofilos extremos.
111.3.2 Mectodologia experimental para la fase de adaptacién

111.3.2.1 Medios de cultivo

Cada uno de los medios de cultivo fue seleccionado a partu- de dxferentes fuentes blbhograﬁcas

donde se encontraron a estos medios como favorables para el desarro]lo ‘de mlcroorgamsmos termoflos

extremos, sea como medlo caracteristico para el,cultl\{qok com}omedxvo,par_a' la'qxxdacxon ‘de ‘sulfuros

(Biolixiviacion).

** Ramirez R.M. et al.(2001). Manual de Pricticas de Microbiologia General. Ed. R.M. Ramirez Gama, Laboratorio de
Microbiologia Experimental. Facultad de Quimica.U.N.A.M. México. D.F,




Desarrollo Experimental 38

Los reactivos utilizados para preparar cada medio de cultivo poseen un grado de pureza de

reactivo analitico, a excepcidn de la pirita.
Medios de cultivo para la fase adaptacién de terméfilos extremos:

> Medio 1: (NH4)2504 (0.4 g/L), MgSO. »7H20 (0.5g/L), KH,PO, (0.2g/L), pirita (FeS,,

5g/L), HzO a5

70 (0680,

> Medlo 2: KzSO4 (6.0 g/L), NaH2P04 (1 o g/L) MgSO4 CaCl; «7H,0

(0.2g/L), HzO
> Medlo 3 (DSMZ-88): (NH4)2504 a
CaClz «7H20 (0.07g/L), FeCl3+6H:0 (0. 02 g/L :

ZnSO4-7HzO (0.22mg/L), CuCl; 2H,0 ©. OSmg/L) §\

(DIFCO) (1g), H,0.

Los medios se esterilizaron en autoclave previamente y se ajustaron a un valor de pH = 2.0 con

H>SO4 (0.1M).

111.3.2.2 Condiciones ékpéi‘iméntales ¥ cquipo para la fase de adaptacién

Cada medxo de culuvo se colocd en volimenes de 150 mL en matraces Erlenmeyer de 250 mL
v se inoculd con "0 mL de agua termal de cada pozo muestreado. La mcubacwn se llevo a cabo en una

Incubadora Modelo G74 marca Ne\v Brunswick Scientific, con las s:gunentes condlcnones

** Escobar Blanca, Casas Jestis, Madani Jorge and Badilla-Ohlbaum. (1993).Bioleaching of a copper concentrate with
Sulfolobus BC, Biohydrometallurgical Technologies, Volume 1.Chile. pag. 196.
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e Temperatura 70° C, +4° C.
e  Agitacién de 120 r.p.m.

El monitoreo del crecimiento microbiano se realizé cada 24 h mediante cuantificacién de

células en una camara de Newbauer en un microscopio éptico Zeiss con set de grabacién en video.

miento xﬁicrobiano obtenido Se sélet:cio afSe éomo

base para

como agentes bactencxdas en mlCl‘OblO]Ogla

** Gémez E. Ballester A. Gonzalez and M.L. Blizquez.(1999). “Leaching capacity of a new extremely thermophilic
microorganism, Sulfolobus rivotincei **. Hydrometallurgy 52. Pags. 349-366.
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I11.4 Proceso de biolixiviacién

I111.4.1 Eleccion del cultivo base para el proceso de biolixiviacién

Como se mencioné el medio de cultivo que contenga el mejor desarrollo microbiano se

seleccionod para mantener viable al cultivo y tambi€n como base para el proceso de biolixiviacion.

111.4.2 Desarrolio Experimental

Para evaluar el proceso de biolixiviacién se utilizé un tratamiento’ identificandose: por la

siguiente nomenclatura:

y 5% de calcopirita (CuFeS;) con volimenes de 150 mL medio de cultivo.e'inoculados con 20 mL de

cultivo base.

> Muésti-a's ‘para - efecto _catalitico. Matraces Erlenmeyer de 250 mL contemendo

porcentajes de SO]ldOS de 1 3 y 5% de Calcopirita (CuFeSa), con volumenes de 150 mL de agua

destilada, e inoculados con ”O mL de medio de cultivo base Ademas de lg de canon de Bl“/kg

concentrado para determinar el efecto catalitico en el proceso

” Ballester A.(1994). Effect of silver and bismuth on bioleaching of copper sulphide concentrates with thermophilic
microorganisms. Memorias.Hydrometallurgy Symposium, inglaterra, pigs. 371-383.
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111.4.2.1 Condiciones Experimentales

Las condiciones experimentales seleccionadas para evaluar el proceso de biolixiviacién y

aplicadas a cada una de las muestras fueron:

> Temperatura de proceso 68°+ 2° C,

Y

Y

El L e os’ parametros fue llevado a cabo con un equipo ' Oakton pH/mV/°C meter

Modelo 3 1488 que p‘oské‘e electrodo de calomel.

111.4.3 Paf:{hl\e;i'os de estudio

> Velocidad de desarrollo _de los microorganismos. Evaluacién de . .la  cantidad . de

8

microorganismos mediante conteo con camara de NewBauer.?

Capacidad biolixiviante. Busqueda de evidencia de- bio}ixi\'/jab 'Viués'trz'isi'ndeiproc’:éso

Y

comparandolas con muestras testigo para evaluar. la densidad de pulpa’6ptima mediante la
medicién de la concentracién de cobre total en: solucién’por espectrofotometria:de absorcién

atomica.

*Ramirez R.M. et al.(2001). Manual de Practicas de Microbiologia General. Ed. R.M. Ramirez Gama, Laboratorio de
Microbiologia Experimental. Facultad de Quimica.lUU.N.A.M. México. D.F.
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» Tiecmpo miaximo de proceso. En caso de existencia de un proceso de biolixiviacién se realizé

evaluacidon del tiempo total o parcial de proceso mediante la cuantificacidn de la cantidad de

cobre y hierro en solucidn por espectrofotometria de absorcién atomica.

> Variacién del pH en funcién del tiempo.
> Variacion del potencial de electrodo en funcién del tiempo.
> Aniilisis de los residuos de biolixiviacion.

An:ilisis de los residuos de biolixiviaciéon con ayuda de los diagramas de Pourbaix.

\'/

Efecto catalitico del ién Bi (III) en 1a extracciéon de cobre.

‘1

Influencia de la concentracion de los iones férrico y ferroso en la recuperaciéon del cobre

v

mediante pruebas de Permanganimetria®*® y Colorimetria.*®
LS. Resumen y revision final de resultados obtenidos

Recapitulacién de los resultados para el planteamiento de las conclusiones.

** Orozco D. Fernando.(1970). *Analisis Quimico Cuantitativo™, Editorial Porrua, 7. Edicién, México. Capitulo 22, Pags.
307-323. .

* Melvin K. Muir and Terrell N. Andersen, (1977). **Determination of Ferrous Iron in Copper Process Metallurgical
Solutions by O-Phenanthroline, Metallurgical Transactions B, September, USA. Pags. 517-518.
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Resultados y Andlisis

IV.1 Resultados de caracterizacion de mineral y concentrado

Los resultados del analisis quimico cuantitativo por espectrofotometria de absorcién atomica

mucstran que el concentrado posee una ley de cobre.de 20% y 30% de hierro.

LLos resultados del andlisis Difraccion de Rayos X (Fig. 13 y 14.) muestran que los compuestos

contenidos en el mineral de pirita asi como en el concentrado de flotacién son los siguientes:

Tabla 2. Resultados del anilisis por Difraccion de Rayos X del mineral de pirita.

Pirita FeS,

Kyanite AlSOs

Tabla 3. Resultados del aniilisis por Difraccion de Rayos X del concentrado de cobre

Calcopirita CuFeS:>
Pirita FeS,
Pirrotita FeS

Cuarzo SiO,
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Para los analisis de Fluorescencia de Rayos X se realizé una prueba semi-cuantitativa debido a

delimitaciéon de muestras patréon.

Tabla 4. Resultados del anilisis por Fluorescencia de Rayos X de la pirita.

PORCENTAJES DE LAS ESPECIES QUIMICAS

Fe
S
PbO:2
SiO2
CaO
AlLO;
K:O

35.2
48.1
0.560
13.3
1.97
0.711

0.142

%%

%

%

%

%

Yo

%%

0.053 %

3 %

Tabla 5. Resultados del anidlisis por Fluorescencia de Rayos X del concentrado

PORCENTAJES DE LAS ESPECIES QUIMICAS

Cu
Fe

S

PbO:

1.96
1.03
0.450

0.147

%
%
%
%
%
%
%

%

Error St. 3 %

Traza ppm
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Debido a que la prueba fue semicuantitativa y el equipo mostré un error de 3%, de ahi que no coincidan

con los datos de analisis por espectrofotometria de absorcién atémica.

Anailisis granulométrico

Solamente se realizé anadlisis granulometnco del concentrado de sulfuros ya que el mineral de

pirita no se usé en el proceso de bxohxnvxacmn y motivo por el cual no posee relevancia.

tamafio dé particula promedio esta j)or debajo dej las —140 mailas; en las cuales se alcanza el 82.3% del

acumulado negativo, o sea, que el 80% de las particulas del concentrado tienen un diAmetro menor a

75um.

Tabla 6. Resultados del anidlisis granulométrico del concentrado.

lm%rev ale # Malla T;:-?i::l:e Peso (2) | % Retenido '%(’ f)‘c %(_‘;‘c
Mallas pm

+100 100.0 150.0 1.5 1.1 1.1 98.9
-100+120 120.0 125.0 5.3 3.8 4.9 95.1
-120+140 140.0 106.0 5.9 4.2 9.1 90.9
-140+200 200.0 75.0 12.1 8.6 17.7 82.3
-200+250 250.0 63.0 13.2 9.4 27.1 72.9
-250+350 350.0 53.0 21.5 15.3 42.4 57.6
-300+400 400.0 45.0 8.1 5.8 48.2 51.8

-400 -400.0 38.0 72.6 51.8 100.0 0.0

Total 140.2
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En la grafica 1 se muestra la distribucion total de acuerdo al porcentaje de acumulado negativo.

Resultados y Andlisis

120.0
100.0
80.0

60.0°4:

% Ac ()

' 40.0

VZO.Qv:-

0.0 - T Y - — T T T

0~ 20 40 60 80 100 120 140 160

Tamaiio de particula (um)

Gr:’lfic.fl'l. Porcentaje de acumulado negativo vs tamario de particula

cvq'n‘dir:e‘r el tamafio de particula ya que éste indica la calidad del proceso de

Es importari t

molienda, o sea, si'el'tamaiio de liberacién de valores de mena en el mineral es el ideal o se ha llegado

a la sobre molienda

La adecuad Ilberacnon de metahcos en la h‘(lVlaClOn aumenta conforme existe un tamaio de

a cantldad de ganga en el m| ’ al ya que la presencna de ésta pudiera

particula pequeno

implicar un gasto deacido enila dlsolucxon de otras’ especies:Cor bas n lo: antenor el tamario de

particula alcanzado és ideal para el prp;:eso ademds de tener una cantidad reducida; de ganga (Tabla 4).
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IV.2 Muestreo

La zona de “Los Azufres” es un area de alteraciéon hidrotermal formada en su mayor parte por
calcosilicatos. Esta zona sobresale por manifestaciones hidrotermales superficiales (géiser y lagos

geotérmicos). La evolucic’m de las alteracioxies hidrotermales en “Los Azufres”, pudiera ser un modelo

de componamlento h:drotermal en ciertos deposxtos de menas sulfurosas que se dan por ebu111c1on y

oxidacién de los ﬂuxdos hldrotermales en zonas donde se aproxxman a mantos magmauco

Los pozos elegidos para muestreo'ﬁieron' los pozos A-S, A-17, A-3, A-2, A-19 (Fig. 15). El
muestreo se realizé con ayuda de un brazo. Se hizo un muestreo en la parte superficial para obtener
microorganismos aerobios y seleccionar de esta manera termoéfilos extremos, ya que estos se

desarrollan bajo este tipo de condiciones. La temperatura de los pozos se aproximan a los 93° C.

Figura 15. Lagunas Geotérmicas de la Comision Federal de Electricidad
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Figura 16. Pozos, lagunas geotérmicas e infraestructura de Pozos de Comision Federal de

Electricidad
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Figura 18. Ecosistema erosionado Marzo 2002

Es muy importante observar las Fig.16, 17 y 18 ya que en tan solo 2 afios la modificacion del
ccosistema sufrio considerables cambios. a medida que la zona geotérmica ha sido sobre explotada por

parte de C.F.E.
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1V.3 Resultados de Ia fase de adaptaciéon
IV.3.1 Caracterizacién de los microorganismos

El primer acercamiento para la clasificacién de estos microorganismos dentro del dominio
Arquea se basa en su localizacion en héabitats de condiciones extremas  (altas temperaturas)

aproximédndose a las condiciones de. desarrollo de los microorganismos termdfilos -y termoéfilos

extremos.

El segundo ace

un tamafio aproximado de

de laboratorio, en »la,tf'I‘abAla 7
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Las condiciones necesarias para el desarrollo del género Sulfolobus son condiciones de pH
acido, presencia de sulfuros para su oxidacién y utilizacién como fuente de energia, temperatura de 70°
C aproximadamente y oxigeno necesario para su metabolismo. Ademas del hecho que estos

mlcroorgamsmos se han reportado como capaz de reahzar oxxdacxon de sulﬁxros y hberacnon de valores

metdlicos (onhx:vxaclén) S'v

extremos pued

Iv.3.2 Desziﬁ-o'llé'én ‘l'os diferentes medios de cultivo

El metodo desarrollado para la fase de adaptacién (Fig.20) permitié una Sptima manipulacion

de los cultivos ten ‘ndo en cuenta lo siguiente:

e  Adicién: de medio base para compensar la pérdida por evaporacién en el sistema.

e  Analisis visual de los matraces en donde se ll§va a cabo cada tratamiento

. Trasl,adé‘)&’s para la medicién de pH'y pqitexic{é;l; :

e Manejo de un niimero maximo de muestras de 16

*! Gould & Corry (1980). “Microbia! growth and survival in extremes of environments™. Academic Press. USA. Pag 42.
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Figura 20. Incubadora empleada para la fase de adaptacion y equipo de trabajo

Al realizar las mediciones de pH o adicidon de medio de cultivo estas se realizaron cerca de un
mechero para trabajar dentro de una zona aséptica, para evitar algin tipo de contaminacién del medio,
¢s dificil que otro tipo de microorganismos llegaran a desarrollarse en el medio, bajo esas condiciones.

Los resultados de'.la fase de. adaptacién de los microorganismos se muestran a'continuacién

indicando el grado de 'adaptébi]idad del cultivo nativo a condiciones de laboratorio.
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En la Grafica 2 se observa que el desarrollo bacteriano mas propicio durante la fase de
adaptacion corresponde al Medio 1 que es un medio que contiene pirita y se asemeja la geologia de los
pozos de donde fueron muestreados los microorganismos. Los medios 2 y 3 no alcanzaron un

crecimiento favorable para ser seleccionados como medio base.

30000
—&— Medio 1 —— Medio 3
—&— Madio 2 —&— Medio 1 en presencia Ag
25000 -
—
20000 -

# Células
:

:

5000 R
—e
—A

»

o
150 200 250
Tiempo (hrs)
Grifica 2. Crecimiento bacteriano en diferentes medios de cultivo

La reduccion en el namero de células alrededor de las 48 hrs. en el Medio 1 se debe a que

muchas células empiezan a adherirse a las particulas del mineral. Como se observa el sistema se

estabiliza después de ese periodo de tiempo.
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El Medio 2 es recomendado en la literatura como el medio favorable para el desarrollo de

microorganismos termofilos extremos, pero este no contiene una fuente de nitrégeno y ninguna fuente
energética (requerimiento de sulfuros).

El Medio 3 posee una fuente de carbono el cual tamblen se reporta como una alternativa para

este tipo de bactenas Ambos medlos 2 y 3 a]canzan un pobre desarrollo del cultivo, el txempo en que

se alcanza el maximo crecxmxento orresponde a las 72 hr

1V.33  Efecto del i
La adicién de sulfato de plata'a medios que contenian pirita indica que esta es altamente téxica

(Grafica 2) ;;ara el

de las 4000 ce u asip
adaptacidén del med "_d,s}e ‘establecié debido a

te mineral -y en un proceso de

que en algunas*v

biolixiviacién esta puede 1l

Aunque la forma mds comun de encontrar:la plata‘enlas’ vetas de cobre es en forma de sulfuro

(Ag2S), se utilizé sﬁlfatq dé’piat‘a por’cqnteneg’él mismo ién Ag(I) y égf mas soluble en solucién acuosa

que el sulfuro.
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iv.4 Resultados del proceso de biolixiviacion

1V.4.1 Adaptacién de los microorganismos en proceso de biolixiviacién

Una vez adaptados los microorganismos en el medio 1 y después de 3 ciclos se iniciaron

traslados a matraces de biolixiviacion donde se encontraron los siguientes resultados:

Los mlcroorgamsmos tienen una cinética de desarrollo muy rapida en, el proceso de

blollxwxacwn, ya que al 1gual que en el medio 1 no varian mucho las condncxones con' respecto a'su

habitat natural

Enl Grafica 4 se muestra que en un lapso de 24 hrs. se presentan elevados numeros de celulas

mdlcando rapxdo crecxmlento bactenano e 1mcto del proceso de bnohxwxacxén

i +_Me’fliq de Desarrqllo (Pirita) —B— Medio de Biolixiviacién (Calcopirita)

30000
25000
20000

15000

# Células

10000
5000

o 50 100 150 200 250
Tiempo (hrs)

Griifica 3. Adaptacién de las primeras horas de incubacién y biolixiviacién
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En la Grafica 3 se puede observar que en ambas curvas de desarrollo de los microorganismos
alcanzan un equilibrio en la poblacién alrededor de 20 000 cé€lulas.

Este equilibrio no se ve alterado a menos que la modificaciéon de uno de los factores principales

(temperatura 6 pH) cambie las condiciones del proceso.

1V.4.2 Capacidad biolixiviante de los microorganismos a distintos porcentajes de sélidos

Los matraces de proceso de biolixiviaciéon presentan en un lapso de 24hrs. una coloracién
verde, correspondiente a las sales o iones de hierro y cobre presentes en el concentrado que empiezan a
pasar rapidamente a solucién. Esta afirmacién se realiza tomando como base los datos obtenidos de los
resultados de los andlisis de absorcién atémica para cuantificar la cantidad de hierro y cobre que pésan

a solucion.

100

90+ & <&

80 4

70 _4 —o— 1% sdlidos
3 60 H —®— 3%sdlidos
Q50 -
= 40 4 —a— 5%sélidos

28 —>— Testigos

10 A —A

0 >< K
(0] 100 200 300 400 500 600

Tiempo (hrs.)

Grifica 4. Recuperaciéon de cobre a distintos porcentajes de sélidos
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Como se observa en la Grafica 4 los porcentajes de recuperacién de cobre en solucién muestran

resultados a las pocas horas de proceso, pero, solamente los matraces con porcentajes de sélidos de 1%

logran llevar a cabo una lixiviacién con altas recuperaciones de cobre. Los muestras con porcentajes de

solidos de 3 y 5% alcanzan a lixiviar el 30% y 15% de Cu respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8. Porcentajes de recuperacion de cobre

% Cu Matraces Matraces Matraces Matraces
Tiempo (hrs.) Testigos 1% sélidos 3% sdolidos 5% solidos

0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

24.0 0.0 15.0 6.0 1.0

120.0 0.0 38.0 12.6 2.7

240.0 0.0 70.0 17.0 8.0

360.0 0.0 88.5 25.3 11.7

500.0 0.0 88.5 31.0 14.0

En el transcurso de 4 dias se generan algunos compuestos como las jarositas o azufre elemental

sobre la superficie del concentrado evitando asi una interacciéon entre mineral-bacteria-disolvente y es

probablemente debido a esto, que en los matraces de 3 y 5% de sdlidos donde existe una alta cantidad

de hierro en solucién el proceso lixiviante se detenga o genere muy poca recuperacion de cobre en

solucién comparados con los matraces de 1%.
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Los matraces testigo no muestran indicios de lixiviacion por ataque de acido o por ataque de
Fe(1II) que se haya lixiviado. Lo que indica el papel fundamental de los microorganismos en €l inicio
de la biolixiviacion.

De la tabla anterior se puede afirmar que en esta lixiviacién no se pueden alcanzar valores
mayores al 30% de reyéup‘eracién de cobre si se incrementa el porcentaje de sélidos mds alla del 3%,

S A ; : 5 H82; N
aunque en publicaciones internacionales como'la de/Gémez-Ballester” . se alcanzan recuperaciones de

Lakr"nay:orla de las investiga e

utilizarse en biolixiviacion; para;evitar:bajas’recuperaciones:d

mayores a 400 mVS,,s. ey

** Gémez E, Ballester A, Gonzalez and M.L. Blazquez, (1999),Leaching capacity of a new extremely thermophilic

microorganism, Swlfolobus rivotincti, Hydrometallurgy 52.Pags. 349-366.
33 Escobar B, Casas J, Mamani J, Badilla-Ohlbaum R, (1993),Bioleaching of a copper concentrade with Sulfolobus BC,

Biohidrometallurgical Technologies, Volume I.
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1V.4.3.1 Variaciéon del pH en funcién del tiempo

—@— Muestras Proceso —@— Muestras Testigos

0] 5 10 15 20 25
Tiempo (dias)

Grifica 5. Variacién del pH con respecto al tiempo.
El pH en el proceso de biolixiviacién presenté el siguiente perﬁl:'
e Valor inicial pH = 2.

Incn:mepio hasta pH =3 en un periodo de 2°dias;

e Existe un cambio de pendiente en’el perfil de recuperacién de cobre.
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e Aumenta el perfil de recuperacién de Fe predominando una mayor concentracién de

iones férricos que de iones ferrosos.
e El pH permanece constante a partir del décimo dia con un valor de 0.5.

e Durante el transcurso de este periodo se alcanzan las maximas recuperaciones de cobre y

de hierro.

El pH permanece constante en las muestras testigo

concentracién de iones férricos en’solucion lo’cual permite segiin’los mecanismos de biolixiviacion el

regenerar el dcido sulfurico. -

IV.4.3.2 Variaciéon del potencial de éxido-reduccién en funcién del tiempo

En la Grafica 6 se observa que a partir de un potencial inicial de 250mV este se incrementa y se
mantiene constante a partir del quinto dia de proceso. Este potencial no cambia aun cuando existe una

transformacién de las especies quimicas durante la biolixiviacién.

e bbbt ek ok £

o Vs
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—&— Muestras Proceso —@— Muestras Testigo

600
500
400
300

Eh (mV)

200
100

—T T

0 5 10 15 20
Tiempo (dias)

o
4

Grifica 6. Variacién del potencial de 6xido-reduccion con respecto al tiempo.

la existencia de diversas'f:

en la lixiviacién,: u stos en presencia de un fuerte oxidante es posible disolver los

“-valores’ de.potencial de. electrodo sucede principalmente debido a
imicos en el sistema y/o a fenémenos galvdnicos como se mencioné.

Las diversas especies quimicas en el concentrado’se encuentran en proporciones muy reducidas pero

posiblemente estas pueden ser capaces de generar estos fenémenos.

*¥ Natarajan K.A. (1992). “Electrobioleaching of base metal sulfides”, Metallurgical Transactions B, No. 23. Piags. 5-11.
% palencia I., Won P.Y. and Miller J.D. (1991). “The electrochemical behavior of semi conducting natural pyrite in

resence of bacteria”, Metallurgical Transactions B, No. 22. Pags. 765-774.
¢ J.V. Wiertz, Inez Godoy, Blanca Escobar, (1994). “Dissolved iron equilibrium in bacterial leaching systems™,

Hydrometallurgy 94 Symposium, Ed. Chapman & Hall. Pags. 385-393.
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IV.4.3.3 Anilisis de los residuos de biolixiviaciéon

Conocidos los porcentajes de recuperacion de cobre, se realizaron estudios complementarios de
anilisis de Difraccién de rayos X y Fluorescencia de rayos X a los residuos de biolixiviacion, con el
objetivo de conocer las especies presentes en la biolixiviacién necesarias para un estudio completo del

sistema.

‘ 'r;;a',(l?;g. 14) al

21d— S J; _Cu;S,_ :

2le— S J Cp

21f—>SvJCp

21g— Cp, Go, Cqu

donde: Cp— calcoplnta Py = plnta J—Jarosna S= azufre e]emental CuSz—sulfuro de cobre,

Cu;S— calcocna : Go goetlta

e Los dlfractogramas B al ”lg poseen resnduos de calcoplnta ]o cual mdlca que no se

llevo a cabo una lnuvnac:on al 100%.
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e La presencia de azufre elemental indica que existe una oxidacién parcial del sulfuro

antes de pasar a SO,%".
e Las jarositas que se observan en los analisis de difraccién confirman la hipétesis de

varios investigadores que en procesos de lixiviacién en ambientes 4dcidos es posible se

generen éstas.-

e'en los residuos.
ntre; la concentracion de los elementos de

% analizado,po Fvluo}éscencia’de Rayos Xy 'su respectivo
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Resultados y Analisis

Tabla 9. Resultados del An:ilisis por Fluorescencia de Rayos X de los residuos de

biolixiviacion

PORCENTAIJES DE LAS ESPECIES QUIMICAS

Cu 0.29 %
Fe 10.6 %
S 84.4 %
PbO: 2.32 %
SiO2 1.09 %o
CaO 0.208 %
Al>Os 0.936 %
K.O 0.359 %

Ti 0.015 %

Error St. 3 %

Tabla 10. Resultados del Andlisis por Difraccion de Rayos X de los residuos de

biolixiviacion

Calcopirita CuFeS,
Pirita FeSa
Goetita FeO(OH)
Covelita Cus
Calcocita CusS
Jarosita de calcio CaCuy(S0.4)2(OH)e
Jarosita de potasio KFei(S04)2(OH)o
Azufre elemental S
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Las especies quimicas predominantes en los residuos como se observa son el azufre y el hierro
(Tabla 9), que sc presenta en la forma de sulfuros o jarositas segin los resultados por difraccién de
rayos X. El cobre de sulfuros primarios se ve reducido a pequefias cantidades, lo que indica que la

blolmlvxacxon logro dlsolver la mayor parte de éste.

Exxste un hgero consumo de las especxes mmontanas ya que éstas ahora forman parte de los

e51duos de h\uvmclon en todos® los matraces
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Los diagramas de Pourbaix fueron elaborados de acuerdo a un elemento matriz y tomando en
cuenta cada especie quimica que tomé parte en el proceso de biolixiviacion. Cada diagrama debe ser
disefiado tomando en cuenta la temperatura del proceso, ya que ésta puede desplazar algunos
equilibrios.

Eh (Volts) Cu - Fe - S - H20O - System at 70.00 C

2.0 T T T T T T T v T

s S CusOdq@)

Cae b SRR

0.5 |- Tl

o 2niiiing 6 8 10 12 14
File: C: \HSC3\CUFES70 IEP pH

Flgura 2 Dm zrama de Pourbaix del sistema Cu-Fe-S-H:0 a 70°C.

El dlagrama m 1es a (Fxg "2) las zonas de estabilidad de los compuestos sulfurados de cobre,

asi como lamblen, la relacxon e*usteme entre sus principales iones en solucxon acuosa.

Estos equnhbrlos son trazados con datos termodmamxcos utlhzando la ecuacién de Nerst. Con

base en lo anterior, se puede reallzar una aprommacnon de los eqmllbnos entre las especies en proceso
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vy los residuos utilizando el diagrama para ajustarlos como un modelo para la prediccién o justificacién

de los residuos de biolixiviacion.
Del diagrama anterior puede observarse lo siguiente:

e Los potenciales obtenidos en el proceso de biolixiviacién (no sefialados en el diagrama)

se localizah entre 240 mV y 500mV e intervalos de pH 0.5 a 2.0.

indiquen en que casos se. l]even a'cabo estas modlfcacmne ] Por,lo que se recomlenda usarlo solo para

explicar tedricamente los resultados que puedan obtenerse del proceso.

e



79

TESIS C
FALLA DF O

Resultados ¥ Analisis

Eh (Volits) Fe - Cu-S - H2O - System at 70.00 C
1.5
—. Fe(+3a)
0.5 [FeSO4 Fe(+2a) T

0.0
-0.5 -
-1.0° S
-1.5 -
20 b S S
o 2 4 6 8 10 12 14
File: C\HSC3\CUFES70.IEP pH

i Figura‘ 23. Diagrama de Pourbaix del sistema Fe-Cu -S-H;O a 70°C.

El diagram 'k"kdé vPcS'urbaix muestra que el Fe?* coexiste a potenciales mayores a 800mV, lo que

indica que debe generarse un'potencial de oxidacién cercano a este valor para que los iones Fe** pasen

llevar a ¢é.bo la disolucién de las especies con potencial negativo.”

Aunque en “anterior no se muestra la’zona de estabilidad de los sulfuros; se o va

los iones f[érricos’
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Eh (Volts) S - H20 - System at 70.00 C
1.5
1.0
T Tso4¢2a) e
0.5

' ] ' ! ' ‘ ' : i ‘

(1] 8 10 12 . 14
pH

ile: C:\HSC3\S70.1

iagrama de Pourbaix del sistema S-H,O a 70°C.

La Fig. 30 y.las reacciones anteriores ‘muestran que el azufre aunque es un producto intermedio

ulfuros; locual justifica su presencia en los residuos de biolixiviacién.
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Eh (Volts) S -Cu - Fe - H20 - System at 70.00 C

2.0

1.5

1.0

0.5

El diagrama de ,l"“ko rbé{'l e
corrosién, pero ha';)'c‘l'ﬁeddd claro,iq

manera mas aproximada‘algunos de los resultados obtenido e

' ' ' ' ' . s ' ' !

2 4 6 8 10 12 14

0
File: C:\HSC3\CUFES70.IEP T . pH

Figura 25. Diagrama de Pourbaix del sis;ém:i S';Cﬁ;Fe;HzO a 70°C.

los procesos de biolixiviacion.

81
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1V.4.3.5 Influencia del Bi®* en la biolixiviacién (Efecto catalitico)

La adicién de Bi** minimiza la extraccién de iones metilicos reduciendo en un 50% la
recuperacion de cobre en muestras con 1% y 3% de sélidos, mientras que en muestras con 5% de
s6lidos aumenta su concex}u‘-aciyéﬁ_eh'un's% méfs de cobre trecupera‘do (Grafica 7)..
di.édvltjxéién de hie"r'x:'o":kl'ok'qu_ié :pi;xec‘iefbconsiderarse como un factor que

El Bi’* reduce también 1

repercute en 1

80 —o— 1% sdlidos+bi
—— 3%sdlidos+bi

70 4 —i— 5%s06lidos+bi
—>¢— 1% sdblidos

60 1 —¥— 3%sdlidos
—6— 5%sdlidos

50 —8— testigos

40

% Cu recuperado

30

20

10

25

o
3.}
-
(=]
-
4]
N
o

tiempo (dias)

Grifica 7. Efecto de Bi ** cn Ia recuperacion de Cu
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Investigadores como Ballester,’”%%%% Escobar,’® habian utilizado al Bi>* como un agente
catalizador de la reaccién de lixiviacién obteniendo resultados satisfactorios en donde el Bi** permite
recuperar el 70% del cobre en 8 dias oxidando el 100% de los iones ferrosos en solucién a férricos en
tan solo 20hrs en muestras con 10% de sélidos.

12 13 14 15 s

E(VZJ'EZ ’2 3 = =] = - - P ¥ T — z.2
2 ] ) [ S : d=
H
L8 i 18
L8 : Le
1.4 1.4
L2 Lz
1 1
o.e o.8
o.e a.6
.4 a.4
o,z o.2
la] (=}
-0.,2 —-0.2
- 0.4 -g,4
-o.6 ~o,8
-o.8 -o.8
-1 -1
-2 -1,z
-1.4 -1.4
-5 -1,86
-1,8 . R P -1,8
~= -1 =] T = 3 = ) 5 g ) E] 16T 31T 12 13 1% 1516

Figura 26. Diagrama de Pourbaix del Sistema Bi-O-H;O a 25°C del Atlas de Pourbaix

57 A. Ballester, F. Gonzilez, M.L. Blazquez, C. Gémez and J.L. Mier. (1992). * The use of catalytic ions in bioleaching”,

Hydrometallurgy No. 29. Pags. 145-160.
** Ballester A, Mier J.L.Gémez C, Gonzilez F, Blazquez M.L.(1994).”Effect of silver and bismuth on bioleaching of copper

sulphide concentrates with thermophilic microorganisms™. Hydrometallurgy Symposium. Pags. 371-383.
5% Gémez E. Ballester A, Gonzalez and M.L. Blazquez, (1999),Leaching capacity of a new extremely thermophilic

microorganism, Sulfolobus rivotincti, Hydrometallurgy 52.Pags. 349-366.
*® Escobar Blanca, Casas Jesus, Madani Jorge and Badilla-Ohlbaum. (1993). “Bioleaching of a copper concentrate with

Sulfolobus BC". Biohydrometallurgical Technologies, Volume 1. pag. 196.
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En la Fig. 26 la zona o intervalo donde coexiste el equilibrio del ién Bi3+ se localiza bajo

condiciones de acidez y potenciales mayores a 0.2V. lo que indica que este puede actuar como agente

oxidante y/o favorecer las condiciones para elevar el potencial de 6xido-reduccion.

1V.4.3.6 Efecto de la concentracién de los iones férrico y ferroso en la biolixiviacién

Durante la xi(rié‘cié’x{_lé ‘cz'mtidad de hierro total en la solucién va aumentado gradualmente.

ierro. total es directamente proporcional al porcentaje de sélidos en las
ue ‘en los muestras de efecto catalitico se lleva a cabo de manera inversa

e sélidos (Grafica 8).

6 -J :
5 —8— 1% sdélidos
—&— 3% sélidos

4 4 —>¢— 5% sélidos
= [ —%¥— 1% Sélidos + Bi(3+)
;. Precipitacién de —@— 3% Soélidos + Bi(3+)
= Jarositas —+— 5% Sélidos + Bi(3+)
ﬁ 2
=

1 4

0 4 v T v T v

2 4 [ 8 10 12 1
Tiempo (dias)
-1

Grafica 8. Variaciéon de Fe Total en solucién

TESIS CNN
DE ORIGEN




TESIS CCN

Resultados y Analisis in 85

Entre el cuarto y quinto dia de proceso existié un aumento significativo en la recuperacién de

hierro, resaltando el hecho de la precipitacién de hidroxidos y jarositas (Ver Tabla 12).

Fig. 27. Muestras con 1% sdélidos después 3 y 15 dias de proceso respectivamente.

En cada una de las ilustraciones (Fig. 27) se observan soluciones de color verde caracteristicas
de las sales o sulfatos de hierro en solucién acuosa; las cuales son corroboradas por los analisis de
espectrofotometria de absorcién atdmica que muestran un alto contenido de hierro en solucion. Los
contenidos de hierro superan a los del cobre en todo momento hasta un limite en que éstos se empiezan

a precipitar como jarositas o hidroxidos de hierro.

Fig. 28. A la derecha muecestras con porcentajes de sélidos mayores a 1%, a la izq. filtracién de

licores
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En los matraces donde se presenta precipitacion de compuestos de hierro se observa que al

momento de filtrar los licores de lixiviacién de los residuos, los licores presentan un color caracteristico

al sulfato de cobre en solucién Fig. 28 y el color caracteristico de los compuestos del hierro desaparece.

Tabla 11. M:iximas concentraciones de Fe total alcanzadas en las muestras

1% solidos 324 sélidos 5% sélidos 1% S_élidos + 3% S-élidos + 5% S'élidos +
g/L g/L g/L Bi(3+) Bi(3+) Bi(3+)
g/L g/L _g/L
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.088 0.052 0.002 0.056 0.122 0.099
0.127 0.170 0.390 0.123 0.267 0.163
0.291 0.709 1.179 0.311 0.705 0.423
0.405 1.878 1.416 0.500 1.100 0.600
0.550 5.035 5.988 2.153 3.524 1.612
0.717 5.040 5.990 2.183 3.529 1.610
0.794 5.032 5.990 2.200 3.500 1.610
1.029 5.032 5.990 2.200 3.500 1.610

Como se observa en la tabla 11 se alcanzan elevadas concentraciones de hierro total pero no

se especifica la composicion entre los iones ferrosos y férricos presentes en la solucién.

Equilibrio entre Fe*t/Fe’*

La Fig. 29 muestra como se lleva a cabo la oxidacién de iones de.ferrosos a férricos en el

proceso.

Al existir una enorme cantidad de hierro en'solucién como se mencioné anteriormente la

biolixiviacién se ve favorecida cuando los ione'syl,fe'r'rosos son oxidados por la bacteria y estos se

. : . 34q . - .. - ..
convierten en agentes oxidantes (Fe 7 ') que disolverdn mas iones metalicos, pero que también al

alcanzar elevadas concentraciones (Tabla 12) precipitaran como jarositas reduciendo la disolucién

de la calcopirita.
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Ferrous Oxidation

* Bacteria

@ Pyvrite (Fes,)

O sSulfur (S°)

Agglomerate
Solution

Fig. 29. Arriba oxidacién de iones ferrosos. Abajo izq. Formacién de jarositas, a la
derecha formacion de azufre elemental

3+

-+

S
La variaciéon entre los porcentajes de Fe~™ y Fe puede estar relacionada con la

o

precipitacién de jarositas e hidréxidos.

Lasjarositas se forman de la siguiente forma:

3Fe’ + 280, + K' + 6H,O — KFe3(SO4),(OH), + 6H"
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Como se observa en la Fig. 29 las jarositas y el azufre elemental son dos de los componentes

que se hallan en los residuos de biolixiviacién y se encargan de regenerar el acido sulfurico evitando

que el pH aumente, pero consumen iones férricos durante el proceso.

Tabla 12. Recuperacion de Fe'' en solucién

3%%6 Sélidos +

5% Sdlidos +

Tiempo 1% sélidos | 3% sdlidos | 5% solidos (1% Sélidos +
(dias) (Fe** g/L) (Fe** g/L) (Fe*'g/L) Bi (3+) Bi (3+) Bi (3+)
(Fe¥'g/1) (Fe*'gnn) | (Fe¥'mpi) |

o] o] 0 o o] 0 o
1 0.0044 0.0026 0.0001 0.0028 0.0061 0.00495
2 0.0406 0.0544 0.1248 0.0393 0.08544 0.05216
3 0.1455 0.3545 0.5895 0.1555 0.3525 0.2115
4 0.2227 1.2394 : s B 0._9 3]4’5 0.330 0.726 0.396
5 0.2970 3.5748 4.2514 1.5286 2.50201—;"
6 0.3943 4.1832 4.9717 1.81189 2.92907 1.3363
7 0.4367 3.0192 3.594 1.32 2.1 0.966
10 0.5850 2.1134 2.5158 0.924 1.47 0.6762
15 0.2143 2.8682 3.4143 1.254 1.995 0.9177

En la tabla anterior las celdas con fondo gris indican la concentracién de Fe** a la cual inicia la

formacién de precipitad_osy de hierto o jarositas.
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6
Aglomeracidn bacteriana en la superficie del concentrado
51 ‘Maxima
recuperacion
de Cu
4 a /\‘
=2 31
=]
S
fac B
2
2 1 Jarositas
1 /
7
/;-y/ y
o T T T T T v
0 2 4 6 8 10 12 14 16
-1
Tiempo (dias)
—&— 1% Sélidos —#8— 3% Solidos —&— 5% Soélidos

~>€— 1% Sélidos + Bi (3+) -——¥K— 3% Sélidos + Bi (3+) —@— 5% Sdélidos + Bi (3+)

; 3+ T
Griafica 9. Desarrollo en ¢l consumo de Fe™  en la biolixiviacién

En la grafica anterior se muestra el consumo de iones férricos durante la biolixiviaciéon en donde

los aspectos mds importantes se mencionan a continuacién en orden cronolégico:
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1. Durante los dos primeros dias comienza la biolixiviacién, aumenta la poblacién
bacteriana, disminuye el pH, aumenta el potencial y se presentan recuperaciones de cobre y
hierro en reducidas cantidades (Ver secciones anteriores).

2. Al pasar el tercer diak disminuye el pH y se estabilizan los valores de potencial,
continua la bipli;'civiaéié;n' yaumenta ylba cantidad de hierro en solucién.

3. .- Entre el ;cuarto’yquinto dia comienzan a precipitar las:jarositas en ‘muestras con
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IV.5. Resumen de los resultados obtenidos

e Se localizaron bacterias térmofilas extremas en zonas geotérmicas del Estado de Michoacan,
Meéxico.

e Se logro con un tipo de microorganismo terméfilo extremo biolixiviar un 88.5% de Cu de un
concentrado de calcopirita.

e Los microorganismos presentan hasta ahora (desde hace 2 aﬁos) una buena adaptacion en

medios con contenidos de sulfuros

e Se identificaron parcnalmente a los mxcroorgamsmos nativos como bacterias termofilas
extremas que presentan semejanza con la especie Su{/’olobus de acuerdo a caracteristicas
morfoldgicas y de variables de operacion (70° C y pH<2). -

e Se logro extraer un porcentaje maximo de cobre de 88. 5% en solucxon en un intervalo maximo
de 15 a 21 dias.

e La presencia de iones Ag afectan el desarrollo de crecxmxento de la bacteria de manera
negativa durante la fase de adaptacién y el efecto del Bi*" acelera la disolucién de valores pero
desequilibra los mecanismos de hxwlacmn quimico y biolégico deteniendo el proceso.

e El exceso de iones de Fe** y/o Bi 3+ provoca la formacion de jarositas .

e Al contrario de lo publicado en articulos sobre el efecto catalitico de los iones’ en la :
bxollxwlacxon estos tienen un efecto negativo en la recuperacién de cobre. b

e Las jarositas actiian como capa limite no porosa en el concentrado y evxtan la posterlor o
disolucién de los sulfuros ) )

e Los mecanismos de reaccién que predominan en el proceso son la suma de rea Ci nes uimicas
vy biolégicas. o

e El Diagrama de Pourbaix sirve como herramienta béasica para me_]orar el estudlo e los factores
y anadlisis de resultados de los procesos de biolixiviaciéon(pH, Eh, especxes E1u 3 'duales y
sus equilibrios). :

e La lixiviacién en altos porcentajes de s6lidos se ve disminuida por prec1p1tac16n de _)arosxtas.

e ILa presencxa de azufre elemental en lodos residuales ejemplifica el caracter o aixvo de los

mxcroorgamsmos
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1. Con base en los resultados de este trabajo, la biolixiviacion depende entre otros factores de las

reacciones quimicas y la concentracién de los iones ferrosos y férricos en solucién.

2. La caracterizacion de los mlcroorgamsmos mdlca que se trata de termofilos extremos capaces
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APENDICE I
“TECNICA DE TINCION DE GRAM”

Material:

e Microscopio.

e Portaobjetos.

* Asade siembra/ pipeta.

e Mechero. i

e Gradilla.

e Reactivos para tingiép de Gram: cristal violeta; lugol, alcohol, aceioné yfsafrahina."

Método:

ligeramente_ inclinada . para’ que, el: colorante, resbale :lentamente por ella. Tan pronto

como’las. gotas sta solucién:ya no arrastren color, lavar con agua para detener la

accién del'colorante.”



Apéndices 96

5. Cubrir la preparacién con safranina y dejarla actuar por un minuto, escurrir el exceso,
lavar con agua y dejar secar al aire.

6. Observar la preparacién al microscopio con el objetivo de 100X y describir los
resultados detalladamente.

Preparacion de los reactivos:

Cristal violeta:

Solucidén A:
e Cristal Violeta2.0 g
e Etanol (95%) 20.0 mL
Solucidn B:
e Oxalato de amonio 0.8 g
e Agua 80.0 mL )
Dejar la solucién de oxalato de amonio en reposos durante una noche o calentar débilmente hasta
solubilizacién total. Después mezclar con la solucidn de cristal violeta y filtrar.

Lugol:

e Yodo metilico - 1.0'g .

e Ioduro de potasio 2.0 g: ¢ il

e Aguadestilada. . 300.0mL " .. o

En un mortero mezclar el.I; .y el KI y molerlo finamente, agregara una pequeﬁa canndad de agua
para lavar el matenal aforar y agltar vngorosamente . .

Alcohol-Acetona:

Etanol (95%) 800.0 mL
Acetona 71200 OmL

Safranina:.

e Safranina -
Etanol (95%
Agua
Disolver la safranma enel alcoho] agregar el agua desulada y filtrar a través de un papel Fltro
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APENDICE 11
“TECNICA DE CONTEO PARA CAMARA DE NEWBAUER”

Cubreobjetos

( Or——JIo )

Camara de conteo

posteriormente

de volumen (P—-—-O.lmfn)y

s > mu P are: ‘téo (A=2.5_x10'4mm2) y

1 profundidad de la rejilla para obtener el numero de bacterias por unidad

97
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