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INTRODUCCION

Libros, caminos y dias; dan al hombre sabiduria.

12

Refran arabe.
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INTRODUCCION

Cuando las épocas de las legendarias bonanzas del siglo XIX llegaron a su fin, la
Quimica se encontrd con el reto de aumentar la productividad, debido a los descensos
generalizados de las leyes. Ante esta situacion, los procesos de beneficio de minerales por
medio de la flotacion selectiva, dieron el impulso suficiente para que en la mayor parte del

siglo XX, la mineria alcanzara tasas de extraccion inimaginables.

En 1950 se publicoé una investigacion donde se anuncid el descubrimiento, en los
efluentes de una mina abandonada de Virginia del Oeste, Estados Unidos, del Acidobacillus

ferrooxidans, un importante microbio quimico—autotrofo [1].

Durante el siglo XXI ha resurgido el reto del descenso de las leyes, nuevamente los
cientificos desarrollan nuevos procedimientos, especialmente aplicados a los sulfuros mas
estables, como los de cobre, ¢l mas comun, calcopirita, presenta dos retos a los procesos
industriales. El primero es la alta dificultad para lixiviarla. AGin en medios fuertemente
oxidantes, la cinética de disolucion de calcopirita es mucho mas lenta que la de otros
sulfuros de cobre. Para solucionar este problema, se han realizado numerosas
investigaciones experimentales con los microbios metalurgicos, especialmente los
termofilos [2]. El segundo reto es la flotacion selectiva de los minerales de cobre, los
xantatos tienen alta tasa de recuperacion, especialmente en medio bésico, pH 8 a 11 [3], los
colectores con un radical quelante como la tiourea y los tiocarbamatos presentan mejores
caracteristicas de especificidad, hasta pH 12 [4]. Aunque para mejorar sus capacidades, se

requiere tratar la superficie del mineral con medios sulfurantes.

Recientemente, las investigaciones en la biohidrometalurgia se han propuesto aislar
especies de microorganismos capaces de coadyuvar en la flotacion directa de sulfuros de
cobre. Lo ideal seria tener una especie apta para ambos cometidos a temperatura ambiente.

En el presente trabajo, se exponen los hallazgos relacionados con una bacteria autoctona de
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México, aislada en el laboratorio, la cual se encuentra, de manera natural, facultada para

afrontar las exigencias de la mineria del cobre: lixiviar y flotar.
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RESUMEN

Todo esfuerzo es vano, si Dios no da la mano.

Refran mexicano.
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RESUMEN

Ante la baja de las leyes en las minas, se han desarrollado métodos de lixiviacion
basados en microorganismos. En los procesos mineros, paises como Finlandia han
incorporado los microorganismos termofilos a la lixiviacién, por sus mejores tasas de
recuperacion de cobre, pero en este caso requieren fuentes de calor; consecuentemente, los
costos se incrementan de manera notoria. De operarse con bacterias mesofilas, los plazos de

recuperacion serian muy largos para la industria.

Asimismo los Quimicos han desarrollado nuevas familias de reactivos de flotacion,
conocidos como colectores y surfactantes. Los resultados en la recuperacion de cobre son
interesantes, pero de manera analoga a los termofilos, los colectores no pueden actuar de
forma individualizada, requieren la accion de espumantes, depresores, formadores de
burbujas, etc. y en el caso de la calcopirita, la accion de agentes sulfurantes (con efectos

hidrofobizantes) para mejorar sus caracteristicas superficiales en la flotacion.

El papel actual de los microorganismos en el campo de la flotacion de valores se
encuentra en el inicio de su desarrollo, aunque se ha investigado ampliamente su actividad

en el beneficio de la hulla.

La respuesta de la biotecnologia a estas limitaciones es la busqueda de nuevos

microorganismos, capaces de interactuar con el mineral.

Bajo la anterior coyuntura, en el presente trabajo se parte de busqueda en muestras
de suelos no mineros propios de la Republica Mexicana, de los cuales se extrae un
microorganismo, posiblemente desconocido para la ciencia; y aunque no fuera ignoto, su
accion no ha sido reportada en la bibliografia, hasta ahora disponible. El microorganismo
bajo estudio se activa con un procedimiento encaminado a extraer de la propia muestra los
nutrientes necesarios para su desarrollo. De los matraces Erlenmeyer empleados en el paso
anterior, con la pipeta y el cabo de Kolle, se retiran indculos para su desarrollo en medio

acuoso selectivo, se siembran en caja Petri, indculos sucesivos del campo adecuado
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conduciendo a la purificacion del microorganismo, dejandolo listo para un experimento
encaminado a determinar si tiene la capacidad de metabolizar el cation ferroso, oxidandolo
a férrico, mecanismo indirecto requerido en los procesos de lixiviacion de minerales

cupriferos.

Luego, los trabajos experimentales se encaminaran a determinar los datos
microbioldgicos de interés para la metalurgia: Morfologia individual y colonial, pH 6ptimo,
temperatura Optima, lapso térmico mortal, espectros por ultravioleta visible. Es decir,
complementar las caracteristicas minimas de su manejo en mina, ya aportadas en el proceso

de purificacion.

Las pruebas propiamente metalirgicas se centraron en experimentos de flotacion y
lixiviacion. Los ensayos de flotacion llevados a cabo con anfifilos bioldgicos, reportados en
la bibliografia, no implican prescindir totalmente de agentes como colectores, espumantes,
acondicionadores y sulfurantes. En las pruebas de flotacion del presente trabajo se
suprimieron todos y cada uno de esos reactivos. Las pruebas se llevaron a cabo en matraces
Erlenmeyer carentes de dispositivos generadores de burbujas, s6lamente se encontraron
sometidos a movimiento angular del incubador y en el rango de pH [3.11, 5.5]. Aun en
condiciones sencillas, con las limitaciones propias del analisis quimico del microscopio

electronico de barrido, se obtuvieron entre otros, los siguientes resultados:

D Cu recuperado: 99.22 %.
D) Cu perdido: 0.78 %.

1)  Cuflotado: 30.11 %.
IV)  Culixiviado: 69.11%.

La segunda area experimental metalurgica es la lixiviacion en matraces Erlenmeyer.
Aunque el microorganismo se ubica dentro del grupo de los termdfilos moderados, las

pruebas de lixiviacion se llevan a cabo a temperatura ambiente.
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Es importante observar que en las extracciones de laboratorio, el microorganismo
no deja de hacer flotar a la calcopirita, aunque no trabajé en condiciones idoneas de

temperatura y pH.

El microorganismo obtenido ha sido denominado como GARA—ELIZABETH
XOCHIQUETZALLI. GARA es el acronimo de Garcia y Ramirez Ana Maria, mama del
autor, Elizabeth es Elizabeth Orozco Castafieda, Xochiquetzalli es Flor Bonita en azteca.

Para abreviar, GARA—LIZ.
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OBJETIVOS

Ein starkes und vereintes Mexiko ist furchtbar fiir den Westen.

Un México unido y fuerte es temible para occidente.

Doctor Wolfgang Niecklassen.
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OBJETIVOS

Generales

—Obtener y caracterizar un microorganismo con aplicacion

en la mineria del cobre.

Especificos.

—Aislamiento de un microorganismo a partir de muestras de

suelos.
—Caracterizacion microbiologica del microorganismo obtenido.
—A partir de las caracteristicas microbiologicas, realizacion de
pruebas orientativas de reemplazo de reactivos quimicos utilizados en la

flotacion de concentrados de calcopirita.

—Realizacion de pruebas orientativas de disolucion de calcopirita

con el microorganismo aislado.

—Determinar el posible impacto ecologico del microorganismo

aislado.



CAPITULO PRIMERO

HACIA LA NUEVA BIOMINERIA

21
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1.1 —BIOLIXIVIACION

Biolixiviacién es el conjunto de reacciones quimicas que tienen como resultado la
disolucion de minerales con participacion activa de bacterias, las cuales oxidan las rocas o
minerales, para obtener la energia necesaria a expensas de sustancias inorganicas,

solubilizando asi el valor metalico a recuperar.

Los microbios metalurgicos empleados se caracterizan por  crecer
quimiolitotroficamente en ambientes acidos con pH menor a 3, con alta concentracion de
iones metalicos y por ser capaces de utilizar un ion ferroso o los compuestos de azufre
reducido como fuentes de energia [5]. Asimismo, son denominados extremofilos por vivir
en condiciones generalmente inusuales, pero normales en el caso de los minerales: altas

temperaturas y concentraciones de metales nocivas para los otros organismos [6].

Cuando la mena en un yacimiento cuprifero tiene menos de un 0.5% de cobre, el
trabajo de refinamiento hidrometalurgico deja de ser rentable, situacion propicia para la
investigacion de nuevos procesos, mds baratos y eficientes. En América latina las bacterias
lixiviantes empezaron a ser experimentadas en los afios sesenta en la mina chilena Lo

Aguirre, para extraer el cobre de los minerales [7].

En el caso de los minerales sulfurados, no basta una soluciéon acida lixiviante, por
fuerte que ésta sea, también se requiere un agente externo oxidante coadyuvante en el

proceso, el rol oxidante es asumido por bacterias como la Acidithiobacillus ferrooxidans

[6].

Estos microorganismos metabolizan principalmente dos especies del mineral para
extraer cobre: el azufre, oxidado por las bacterias a acido sulfurico; y el ion ferroso que,
transformado biologicamente a férrico, reacciona con el mineral metalico, para facilitar la
solubilizacion de los valores, asi se logra un proceso mas barato y simple [7] a temperaturas

de 35, 70° C.



23

A partir de lo anterior, los investigadores han propuesto dos mecanismos de

lixiviacion:

a) El primero consiste en la llamada “lixiviaciéon indirecta” o ‘“mecanismo
indirecto”, la oxidacién del sulfuro se realiza a través de los iones férricos de origen
bioldgico, sin mediar contacto entre los microorganismos y la superficie o depender de

alguna reaccion enzimatica, Figura 1.1.

/" Fey‘\\ ./- \
N Fe? -/// V-

Figura 1.1.—Mecanismo indirecto de lixiviacion bacteriana.

b) La “lixiviacidn por contacto” o “mecanismo por contacto”, anteriormente
mecanismo directo, supone a la mayoria de las bacterias adheridas a la superficie de los
minerales sulfurados mediante exo—poli—sacaridos, Figura 1.2, traducible en disolucion
del mineral por los procesos electroquimicos/enzimaticos, realizados en la interfaz pared

del microorganismo/superficie del sulfuro [8].

Figura 1.2.— Lixiviacion bacteriana por contacto.
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Mas estudios al respecto han llegado a identificar la sinergia de las especies

acidofilas y en consecuencia se enunci6 un tercer mecanismo:

c¢) La “lixiviacion cooperativa”, es decir, la presencia simultanea de los mecanismos
anteriores o dos especies bacterianas (sinergia), lograndose un suministro 6ptimo de energia

quimica y condiciones favorables de crecimiento microbiano [9].
1.2—EL SIGUIENTE PASO, LOS MICROBIOS TERMOFILOS

La extraccion de cobre por oxidacion bacteriana del cation ferroso desde minerales
o concentrados primarios, ha dado hasta la fecha resultados aceptables, pero las mayores
tasas de biolixiviacion de minerales sulfurados, se alcanzan a altas temperaturas por la
accion de microorganismos termofilos extremos y termofilos moderados [10 y 11]. Sin
embargo, elevar la temperatura de una pila de lixiviacion, implica encarecer el proceso.

Una opciéon quizd mas plausible se basa en aprovechar las propiedades
termodindmicas de los minerales. Considere las siguientes ecuaciones definidas por
Petersen y Dixon en 2002, citadas por Menadier (2009) [5]:

Para pirita

FeS, + 2 H,O + 15/4 O, —Acidobacillus ferrooxidans— > Fe, (SO4)3 + %2 HySO4
AH =—1,505 KJ/mol

Y para la calcopirita

CuFeS; +5/4 O, + 5/2 H,SO4 —Acidobacillus ferrooxidans— ‘2> CuSO4 + Y2 Fey(SO4)5 +
28° +5/2 H,0

AH =—508 KJ/mol.
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Como se observa, la disolucion exotérmica de la pirita permite elevar la temperatura
en el interior del terrero, generando las condiciones adecuadas para el desarrollo de los

microorganismos termofilos.

En este contexto, la investigacion propone identificar las condiciones propias de
lixiviacion de la pirita, con el ataque bioldgico de una cepa pura de Acidothiobacillus

ferrooxidans y un cultivo mixto de cepas nativas provenientes del mineral [12].

[.3—UNA SOLUCION A LAS BAJAS LEYES

Después de siglos de explotacion intensa, la mineria afronta el reto de operar con
minerales de baja ley. La Direccion de la mina El Teniente, Chile, propone incrementar la
recuperacion de cobre y molibdeno reincorporando las escorias y jales al proceso. En la
mina Collahuasi, se modificaran las lineas de alimentacién para nuevos ciclones de mayor
capacidad. En otras palabras, se pretende mantener operativas las minas mediante mayores
cantidades de jales y mineral beneficiado y por consiguiente, aunque la ley disminuya,
elevar los niveles de produccion actuales y compensar la mayor inversion requerida. Para
darse una idea de la cantidad de mineral a manejar en el futuro cercano, las celdas de
concentracion de 300 m® son inadecuadas [13], en el afio 2013 se pusieron a disposicién de

la mineria celdas de 600 m>.

La respuesta de mayor capacidad es s6lo una componente de la solucion, de manera

concomitante se desarrollan innovaciones en el campo de colectores.

[.L4—COLECTORES

La flotacion por espuma es uno de los procesos mas importantes en el beneficio
minero, se basa en la diferencia de humectabilidad de diferentes minerales. Las particulas
se distinguen entre las facilmente humectables por el agua (hidréfilas), de las repelentes al

agua (hidrofobas) [14]. Si una mezcla de particulas hidrofobas e hidrofilas se suspenden en
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agua, y a continuacion se burbujea aire a través de la suspension, las particulas hidréfobas
tienden a adherirse a las burbujas de aire y flotan en la superficie, Figura 1.3. La capa de
espuma formada se enriquece con mineral hidrofobo, mientras las particulas hidréfilas

permanecen en la suspension.

Particulas
hldrofobas
\ Particulas / |
Burbujas hidréfilas

de aire

Figura 1.3.—Particulas hidrofobas e hidrofilas [14].

Para conferir un caracter hidréfobo a las particulas minerales de interés, se utiliza un
grupo de reactivos quimicos conocidos como colectores de flotacion o agentes tensoactivos,

especializados para su adsorcion selectiva en la superficie [15].

La union de las burbujas a la superficie estd determinada por las energias

interfaciales entre el solido, liquido y gas, modelada por la ecuacion de Young—Dupre:

Y 1v €08 0 = (ysy — Vs1) (Ecuacién 1).

Donde

7 v es la energia superficial de la interfase liquido—gas.

Y v €s la energia superficial de la interfase s6lido—gas.

v s €s la energia superficial de la interfase s6lido—Iliquido.

0 es el angulo de contacto, formado en la unidn entre el gas, sélido y la fase liquida.
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Si el angulo de contacto es muy pequeio, la burbuja no se adhiere a la superficie,
mientras que un angulo de contacto mayor, favorece una mejor adherencia del sélido con la
burbuja, Figura 1.4. Un angulo de contacto cercano a 90°, es suficiente para una flotacion

eficiente en la mayoria de los casos [16].

Liquido Vi

Burbuja
de ai_re

Figura 1.4.—Visualizacién de las variables de la ecuacion de Young—Dupre [14].

Una vez que la particula se hace hidrofoba, debe ser puesta en contacto con burbujas
de gas [17]. Si las burbujas son grandes respecto a las particulas, el fluido adyacente a las
burbujas puede barrer las particulas sin entrar en contacto con la fase gaseosa. Es mejor
manejar burbujas de diametro semejante a las dimensiones de particula con el fin de

garantizar una buena coleccion de las particulas.

Respecto a los reactivos empleados para obtener la flotabilidad del mineral, debe
adscribirse un grupo funcional quelante en la parte extrema de una cadena de
hidrocarburos, suficientemente larga como para impartir hidrofobicidad al mineral en la
adsorcion [18]. El quelato resultante debe ser un complejo neutro, generalmente insoluble

en agua y por lo tanto que promueva la hidrofobicidad.

El quelato siempre se adsorbe en la interfase mineral/agua, estudios de
espectroscopia de infrarrojo y resonancia magnética nuclear llevados a cabo en sistemas de
minerales y quelantes, confirman la formacion de un enlace complejo con el ion metalico

superficial [19].
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La selectividad del reactivo quelante a un atomo metalico estd estrechamente
relacionada con la estabilidad de los complejos, expresada en términos de la constante de
estabilidad K. Los factores como la naturaleza de los ligandos, el nicleo de coordinacion, el
comportamiento de los compuestos mono y polidentados, la repulsion de las nubes
generadas por los pares electronicos; influyen en K, y por lo tanto, en la selectividad del

reactivo [20].

Se ha desarrollado un método para la seleccion de quelante basado en el célculo

tedrico de la constante de estabilidad:
Regla de Marabini

Sea L un ligando.
{Mn = cation metalico ‘n eN ‘n € [minerall, mineral 2] | mineral 1 # mineral 2}.

pK" vt = Constante de complejacion ligando—cation metalico.

Un determinado ligando funcionard como un colector de flotacion selectiva para un
catidn con respecto a otro ligando, siempre que la constante de estabilidad satisfaga la

siguiente condicion [21]:
pK' v > 6 A (PK' viiL — pK? wor) > 5 (Ecuacion 2).

La primera premisa caracteriza la estabilidad del quelante respecto al cation M1
mientras que la segunda define la diferencia entre la estabilidad de un quelante respecto a

dos estructuras cristalinas diversas.

La regla de Marabini ha sido validada por diversos sistemas mineral—ligando, pero
no puede explicar las diferencias en la respuesta de dos minerales que contienen el mismo

cation.
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Es frecuente afiadir mas de un colector al sistema de flotacion, en la cabeza del
proceso se introduce un colector selectivo cuyo objetivo es flotar los minerales fuertemente
hidréfobos, mientras que, posteriormente, se afiade otro colector, mas potente pero menos

selectivo, con el fin de recuperar los minerales de flotacion mas lenta.

Existen multitud de productos utilizados como colectores [22]: Xantatos, oleatos,
etc. Su naturaleza quimica es la de acidos débiles, bases o sales quimicas heteropolares. En
el caso particular de la calcopirita, su funcionamiento no siempre es eficiente, requiriéndose

tratar su superficie con agentes sulfurantes [23].

La clasificacion de los colectores desde un criterio quimico, se basa en el caracter
i6nico de la parte hidrofila. El grupo hidréfilo o cabeza puede ser idnico o polarizable, lo

que permite su solubilidad en agua.

Asi los colectores de flotacion se suelen clasificar en 6 grandes grupos:

Colectores anidénicos
Colectores catidonicos
Colectores anfoteros
Colectores no i6nicos
Colectores zwiteridnicos

Colectores enantiomeros

[.4.1—Colectores anionicos

El grupo hidroéfilo del colector tiene carga negativa [24], Figura 1.5. A su vez se

dividen en dos tipos: Los tioles y los oxhidrilicos.

a) Colectores tipo tiol.— En estos colectores, el grupo polar contiene azufre

bivalente, normalmente se utilizan para flotar sulfuros. Dentro de este tipo de colectores los
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mas importantes son los ditiofosfatos y xantatos. Le sigue en importancia la tiocarbanilida y

mercaptobenzotiazol, usados en algunos casos como colectores de refuerzo.
b) Colectores tipo oxhidrilicos.— Son usados generalmente en la flotaciéon de

minerales diferentes de sulfuros. Dentro de este tipo se tienen los carboxilatos (RCOO ),

sulfatos organicos (ROSOs ) y sulfonatos (RSO; ).

Figura 1.5.—Aquilbencensulfonato de sodio [25].

1.4.2—Colectores catidnicos

Estos colectores tienen carga positiva en el grupo hidroéfilo, Figura 1.6. Varios de

estos compuestos no son compatibles con los colectores anidnicos y son mas caros.

Figura 1.6.—Bencilcetildimetilamonio® [25].
gu

Entre éstos se encuentran generalmente las aminas primarias y cuaternarias,
obtenidas generalmente de grasas naturales [26]. Con la finalidad de mejorar la solubilidad
. r . . -+

de los colectores aminas, éstos se usan en forma de cloruros de aminas cuaternarias (R4N

Cl7) o acetatos [25].
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1.4.3—Colectores Anfoteros

Este tipo de colectores se integran por grupos funcionales ionizables con carga

positiva o negativa, dependiendo del pH del medio.

Se dividen en anfolitos y betainas, Figura 1.7. Los primeros disponen de por lo
menos un proton ionizable, las segundas ninguno [27]. Los cambios sensibles ante la acidez

o basicidad han restringido el uso de los anfifilos anfoteros en la industria [28].

CH,

A -)
CH, —CH,ln) — CH, —MN —CH,COO

|
CH,

Figura 1.7—Aquil dimetil betaina [27].
[.4.4—Colectores no i6nicos
En este caso el grupo hidréfilo carece de carga neta, pero obtiene su solubilidad por
hidratacién de grupos amido, amino, éter o hidroxilo [29] o por grupos poli—ol o radicales
altamente polares como el polioxietileno (—OCH,CH,—), Figura 1.8. Permiten

incrementar la hidrofobocidad lograda con los otros colectores previamente utilizados,

debido a que facilmente se adsorben sobre dichos colectores [27].

H,C——(CIH,); (OCH,CH,)7—OH

Figura 1.8—Nonoxynol [25].
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1.4.5—Colectores zwiterionicos

Aunque su uso no se encuentra difundido en la mineria por ser sensibles al pH, en el
futuro pueden ser los colectores de nueva generacion, Figura 1.9. Estos compuestos se
caracterizan porque tienen cargas positivas y negativas en el grupo hidréfilo [25], tal y

como ocurre en las sulfobetainas RN™ CH;—CH,CH,SO; .

O—CH X= N'Me;MeSO;

2
R\ / \ X=N'Me;Br’

/C\ CHX X-N'Me;(CH,);SO
/ X=0(CH;);S0:Na'
R \

O—CH X—(CH;);N CH,CO,
| X=I1N'CH,CO",
CHZX X=(CH;);N'CH, CH,OP(0),OCH;

R=C;7H35.C11H,3,C7Hy5

Figura 1.9.—Un colector zwiterionico basado en un cetal, a la izquierda el cetal base, a la derecha

el conjunto de posibles grupos zwiterionicos para la base [25].

1.4.6—Colectores enantidomeros

Desarrollado poco antes del 2004, contienen 2 grupos hidroéfilos en la cabeza de la
cadena lineal y dos hidréfobos en el extremo, conectados covalentemente por un
espaciador, Figura 1.10 [30]. Entre sus caracteristicas mas importantes, destaca su amplia
superficie de reaccioén y las bajas cantidades de reactivo para alcanzar la concentracion

micelar critica [25].

ESPACIADOR

TALLO TALLO

Figura 1.10.—Estructura de un anfifilo enantiémero [30].
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1.4.7.—Colectores de desarrollo reciente

Obviamente los reactivos de flotacion son el componente y la variable mas
importante del proceso, debido a que el beneficio no se puede realizar sin ellos. La empresa

S.N.F. FloMin, ha auspiciado el desarrollo de nuevos colectores quimicos:

a) Alquil—Tioglicolatos es una familia de reactivos para incrementar la selectividad
ante menas de hierro indeseables en la flotacion de molibdeno y cobre; ademas recupera

ciertas formas especiales de estos minerales.

b) Octil—Tioglicolato, ha demostrado importantes resultados en la flotacién de

cobre, mejora la recuperacion del 15% al 42%.

No obstante sus mejores cualidades, estas familias no son adecuadas en la

recuperacion de finos.

I.5—INICIO DE LA BIOTECNOLOGIA DE FLOTACION

Muchos de los reactivos y aditivos quimicos empleados en la flotacion constituyen
un riesgo de afectacion grave al medio ambiente [31]. En el caso de reactivos de flotacion
potencialmente contaminantes, deben aplicarse normas de seguridad estrictas a las
instalaciones y equipos de almacenamiento, llenado, trasvase y aplicacion; sin excluir la
posibilidad de una contaminacion de las aguas superficiales y fredticas; debiendo

verificarse periodicamente sus concentraciones en los cuerpos de agua.

La flotacion de sulfuros de cobre requiere de reactivos depresores especificos para
la pirita. Estos agentes no deben interactuar con los sulfuros de cobre y molibdeno. Un pH
basico, aun agregando cal hasta superar el valor de 11, no siempre es efectivo. En este caso
se utiliza el cianuro de sodio, reactivos oxidantes y otros depresores. Algunos de estos

ofrecen inconvenientes por su toxicidad, otros afectan a los minerales valiosos.
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Todo en conjunto ha fomentado estudios muy cuidadosos para analizar el efecto de
colectores biologicos sobre los sulfuros. Se tienen resultados interesantes, sobre todo
cuando se trata de extractos naturales de bajo impacto en el medio ambiente. En este
contexto los reactivos de quebracho, arbol tipico de las selvas de Argentina y Paraguay, se
comercializan modificados para una mejor adaptacion al uso de colectores. Si bien su
aplicacion en la mineria no metalifera es aceptada, no hay antecedentes industriales de su

empleo en recuperacion de valores metélicos.

Esta nueva familia de reactivos tiene la ventaja de ser totalmente soluble en agua,
son estables y mas amigables con el medio ambiente; por tratarse de productos de origen
natural y por su bajo consumo por tonelada de mineral. Los resultados preliminares
muestran el efecto depresor sobre pirita y su interaccion sobre la flotabilidad de calcopirita.
Bajo las condiciones reportadas en la bibliografia, se observo que el pH y una dosificacion

adecuada de los reactivos podrian ser la clave para lograr los resultados buscados [32].

Se han realizado experimentos de flotacion con la intervencion de microorganismos,
en la separacion del carbon de la pirita, se ha estudiado el papel de Thiobacillus
ferrooxidans como agente depresor de la pirita a pH 2. La flotacion del valor en si, depende
de reactivos colectores, espumantes y acondicionadores, éstos ultimos indispensables para

la sobrevivencia de la bacteria. [33].

El 25 de agosto de 2011 se publico en la revista Tiempo Minero la siguiente noticia:

Antofagasta. La biotecnologia en la mineria se encuentra en un amplio campo de
investigacion en Chile. Es por ello que la investigadora de la Universidad de Antofagasta y
de Cicitem, Ana Mercado, en colaboracion con Csiro, se encuentra en Australia buscando
nuevas tecnologias que permitan un mayor desarrollo de esta area en beneficio de los

minerales y en cuidado del medioambiente [34].
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Su objetivo es encontrar microorganismos que puedan reemplazar los reactivos

quimicos utilizados en la flotacion.

1.6—PROBLEMATICA DE LOS ACIDOS PRODUCIDOS POR LOS
MICROORGANISMOS METALURGICOS

Muchos investigadores, han afirmado de manera dogmadtica que la lixiviacion
microbiana carece de afectacion al medio ambiente, por la falta de emision de polvos y
gases, sin embargo, si bien es cierto que en si la lixiviacion bacteriana estrictamente no
genera emisiones de polvos y gases, no se han reportado resultados para determinar el
efecto de los microorganismos, activos, en el disefio actual de presas de jales, pues en caso
de no cumplir legislaciones ambientales y no controlar la accién microbiologica, ésta tiene
el potencial para causar un impacto devastador a largo plazo en los rios, arroyos y vida
acuatica, semejante a una maquina de contaminaciéon perpetua, como sucede con la
generacion de drenaje acido de mina, causado por la disposicion inadecuada de residuos
mineros. A continuacion se enlistan varios ejemplos de la falta de control en la disposicion

de residuos mineros, no necesariamente en procesos microbioldgicos.

En la mina abandonada del Monte Washington en la Isla de Vancouver, el cobre
toxico lixiviado pasa a Pyrrhotite Creek, luego a Muerx Creek, y de ahi al agua del rio
Tsolum, donde ahuyenta al salmén adulto, interrumpiendo el ciclo reproductivo de la
especie. Lo anterior es so6lo un ejemplo del problema real, en el reporte oficial del estado
del medio ambiente de la Columbia Britanica, se sefald la existencia aproximada de 240
millones de toneladas de desecho de roca generadora de 4cido y 72 millones de toneladas
de jales generadores de acido en la provincia. Cada afio, la generacion de metales acidos y
pesados, y los desechos de roca de la mineria en la provincia, aumentan en 25 millones de

toneladas [35].

En Bolivia las aguas del Rio La Ribera, Molino y Tarapaya se utilizan para irrigar
los cultivos, ahi se han reportado altos valores de mortandad de sementeras o milpas. Esto

se atribuye a la alta concentracion de cobre y zinc (fitotdxicos) asi como cadmio y
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manganeso, provenientes de los drenajes de las minas. Los dafios causados por los efectos

combinados de los contaminantes contenidos en el agua son [36]:

A Germinacion dificultada.

a Coloracion amarillenta y reduccion de tamaio de los botones después de la
germinacion.

# Hojas y troncos arrugados.

a Inmadurez de las raices de las plantas jovenes.

En definitiva, merma de la produccion.

Ademas, con agua de mina, los s6lidos de las mismas se depositan en las tierras.
destruyendo la raiz y secando plantas maduras. También se ha observado un proceso de

desaparicion de vegetacion y fauna acudtica nativas en los cauces del rio.

El consumo de agua contaminada del Rio Pilcomayo, Region Minera de Potosi,
Bolivia; por el ganado ovino y caprino afecta a la salud de los animales. Los efectos en el

ganado son:

e Deformaciones de las piernas de los animales recién nacidos.
e Diarrea.

e Enfermedades de la piel.

Se estima que los productores podrian tener el doble del ganado ovino y caprino si
las aguas del Pilcomayo no estuviesen contaminadas. Esto corresponderia a un aumento de

la produccion en 19,800,000.00 pesos mexicanos de 1993.

El analisis de carne de pescado del Rio Pilcomayo en Villamontes (Tarija) indicaron
altos niveles de contaminacion con plomo. Suponiendo que estos pescados son

incomestibles y que por esto no tienen ninguna utilidad, se puede estimar las pérdidas
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econdmicas causadas por la contaminacion, en las 37 comunidades rurales de Potosi a

Puente Méndez se cifran en 2,200,000.00 pesos mexicanos, solo en 1993.

Pese a no contar con datos sobre el nimero de enfermos en Latinoamérica
relacionados con drenajes acidos, los efectos en salud no pueden ser pasados por alto.
Especialmente los nifios son afectados por irritaciones de piel y sangrados al exponerse al
agua. Casos de enfermedades estomacales y diarrea también han sido reportados en cuencas
mineras. Estos Ultimos estdn mas relacionados con aguas de la contaminacion minera,
cuyos efectos no han sido medidos aiin en términos de casos reportados y analizados por
contaminacion de metales pesados. Ademas la materia prima de la biolixivicacion y los
productos de la mineria se almacenan muchas veces al aire libre alrededor de las plantas. El
viento levanta y reparte las particulas finas de estos materiales y causa diferentes

enfermedades en los humanos, especialmente asma [37].

Agencias gubernamentales bolivianas admiten que esta contaminacion se traduce en
un alto impacto social. La dificultad o imposibilidad de realizar las actividades productivas
tradicionales causan pobreza. Esta pobreza lleva a muchas personas a abandonar sus tierras
y emigrar hacia los departamentos de Santa Cruz y Cochabamba, especialmente en
invierno, cuando la escasez de agua limpia para el riego es aguda. La migracion y la

pobreza debilitan las estructuras de las organizaciones sociales tradicionales [38].

Resulta obvia la necesidad de determinar algiin posible impacto ambiental del

microorganismo GARA—LIZ.
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CAPITULO SEGUNDO

DESARROLLO EXPERIMENTAL

“Ist von wesentlicher Bedeutung, um die Stangen zu entwickeln isoliert, ohne

weitere Mikrobe um”.

“Es imprescindible conseguir que los bastoncitos se desarrollen aislados, sin que
p guir q ) q
haya otro microbio a su alrededor”.

Doctor Roberto Koch.
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El doctor Roberto Koch en su Memoria de la tuberculosis, establecié como requisito
basico de toda investigacion microbiologica, la obtenciébn de cepas en condiciones
axénicas. En el caso particular de los microorganismos del suelo, es necesario activarlos,
asimismo se encuentran mezclados con una gran variedad de organismos o contaminantes,
por lo que se necesita aplicar diferentes métodos para aislar al espécimen deseado [39]. La

Figura 2.1. corresponde al diagrama de flujo de los experimentos realizados.
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Figura 2.1.—Flujograma experimental.
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II.I—ACTIVACION EN LA MUESTRA

La activacion de los microorganismos requiere una serie de tres ataques quimicos, el
objetivo es lixiviar de la propia muestra los nutrientes necesarios para la activacion del
microorganismo. El licor obtenido se mantiene tapado en términos de la técnica axénica
microbioldgica de los cultivos activos, durante un lapso de 7 dias en incubador orbital a

35°C y rapidez angular de 150 Hz.

I1.2—PURIFICACION DEL MICROORGANISMO

Los medios selectivos empleados parten de la premisa de inhibir el desarrollo de

microorganismos ajenos a los metalurgicos [40], sin afectar el desarrollo de estos.

A partir de este punto, todos los medios empleados, Tabla II.1 y Tabla II.2, son
esterilizados en autoclave a una presion de 16 psi, temperatura de 121° C durante 15
minutos [41], el medio del Thiobacillus thiooxidans se tyndaliza cuidadosamente, por su

tendencia a proyectarse violentamente. En este etapa a ningiin medio se le agrega FeSO4 -

7H,0.

Tabla II.1—Composicion del medio de aislamiento. Concentraciones en g/l [42].

Glucosa 0.15 Tiamina 0.4

(NH,4),SO4 0.5 Agar 10.0
Ca(NO;), 0.01 FeSO,7H,0 -
K,HPO, 0.05 Na,S,055H,0 -
MgSO, 7 H,O 0.05 FeCl;6H,0 -
KClI 0.05 s’ -
CaCoO;, 0.1 CaCl,2H,0 -
Vitamina B, 0.001 pH -

Una vez activado el microorganismo, se extraen 5 ml de indculos con pipeta estéril

en campana de flujo laminar, se siembran en cuatro matraces, cada uno de ellos con los
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medios de la Norma 9240—D. Después de una semana en incubador orbital a 35°C y
rapidez angular de 150 Hz, se vuelve a extraer indculos para su siembra en nuevos matraces

con medios estériles [43]. El procedimiento se repite en total 49 veces.

Tabla I1.2—Composicion de 3 medios de desarrollo. Concentraciones en g/l [42].

Reactivos Thiobacillus ferrooxidans Thiobacillus thioparus Thiobacillus thiooxidans
(NH4),SO,4 3.0 - 0.3
Ca(NO;), 0.01 - -
K,HPO, 0.50 2.0 3.0
MgSO, 7 H,0O 0.50 0.1 0.5
KCl1 0.10 - -
FeSO,7H,0O 4.42 - -
Na,S,055H,0 - 10 -
FeCly6H,0 - 0.02 0.02
s’ - - 10.0
CaCl,2H,0 - - 0.25
pH 3.0—-3.6 7.8 4.8

Para completar la purificacion, se prepard agar con lo medios de la Norma 9240—D
en matraces de 250 ml, a partir de este momento a ningiin medio se le ajusta el pH, los
matraces fueron esterilizados a 121° por 15 min. Luego se vacio cada agar en cajas Petri
bajo condiciones asépticas y se dejo gelificar. Posteriormente en las cajas Petri se procedio
a inocular los microorganismos de las soluciones axénicas, mediante el uso del cabo de
Kolle [44] para siembra en estria en cuatro campos. En total fueron 4 cajas inoculadas
simultdneamente, las cuales se incubaron a 30° C por 3 dias. Las colonias facilmente
distinguibles y de mayor cantidad fueron seleccionadas del cuarto campo para siembras

sucesivas en el mismo medio, 2 veces por semana durante un afio.

Al ano de trabajo, se seleccionan los 2 medios mas propicios del microorganismo,

para seguir su resiembra hasta el final de todos los trabajos experimentales.
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I1.3—CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA

I1.3.1—Determinacién de capacidad ferrooxidante.

Los numerosos estudios realizados con microorganismos metalurgicos, consideran
como una caracteristica de las cepas lixiviantes, la capacidad de liberar al cation ferrroso y
oxidarlo a férrico. Ademas la actividad microbiana se revela por sefales visibles,
crecimiento de colonias en caja Petri, en los tubos y matraces se presenta incremento de

turbidez, formacion de precipitados, cambios de color o burbujeo [45].

Los cambios bioticos del medio de cultivo del Thiobacillus ferrooxidans,
complementado con sulfato ferroso heptahidratado, revelaron la capacidad del
microorganismo en estudio para oxidar el cation ferroso, la deteccion visual de esta
reaccion radico en el surgimiento de un color naranja intenso [46]. Para ello los tubos de
ensaye y los matraces Erlenmeyer correspondientes se inocularon en condiciones axénicas

con 1.5 g de cultivo proveniente de caja Petri, debiendo permanecer uno extra como testigo.

Es importante asentar que la energia libre de Gibbs de la disolucién de FeSO4" 7H,O
es de — 91.60 + 0.85 kJ/mol en condiciones normales de presion y temperatura. Una vez
disuelto el sulfato ferroso, la energia libre de Gibbs de formacién de uno de los precipitados
férricos, goehtita, es de —488.6 + 1.7 kJ/mol [47]. Por lo tanto, es casi 5 veces mas estable
el precipitado férrico que el ion ferroso en solucion. Esta situacion puede conducir a
errores, por ejemplo creer que se detectan muestras de actividad bacteriana, cuando de
manera espontanea el cation ferroso se oxida a férrico y precipita. Por estas razones la

prueba metabdlica no puede extenderse mas alla de 48 horas.

Cuando se obtiene un resultado negativo, cesa la investigacion con la muestra

elegida, debiéndose seleccionar otra, reinicidndose el procedimiento.



43

I1.3.2—Microscopia.

La microscopia se puede dividir conforme a la longitud de onda en dptica y de
barrido electronico, la primera a su vez en microbioldgica y esteroscopica de bajo poder de

resolucion.

La microscopia Optica aplicada en microbiologia se realiza mediante la técnica del
aceite de inmersion, para obtener imagenes a 1000 aumentos, la preparacion se trata con
tincion de Gram. El computo de microbios en Camara Neubauer, portaobjetos con una
excavacion de volumen conocido, en una fina cuadricula, permite conocer el nimero de
especimenes por unidad de area y de volumen. El microscopio se ajusta a 400 aumentos
[48]. La microscopia esteroscopica se limita a observacion de las cajas Petri y filmar los
concentrados minerales obtenidos. En cada paso de inoculacion, se verifica visualmente la

presencia del microorganismo ferrooxidante y sus colonias.

Para realizar las observaciones por microscopia electronica de barrido, se aplico una
técnica de fijacion desarrollada por Karnovski [49], adaptada por el tesista de licenciatura
Miguel Angel Lopez Hernandez [50]. El microscopio electronico de barrido no solo puede
proporcionar imagenes de los microorganismos, sino también su efecto o no en los
minerales, morfologia y topografia; ademas de un microanalisis quimico general de los

mismos. [51].

I1.3.3—Punto térmico mortal,

lapso térmico mortal, temperatura y pH optimos.

Considere el crecimiento de un microorganismo como un fendémeno dependiente de
un Unico factor, a valores bajos el desarrollo es lento, a menores niveles el crecimiento se
detiene, cuando los valores se incrementan hasta un punto idoneo, el microorganismo se
desarrolla de forma acelerada hasta llegar a la méxima tasa de crecimiento. El exceder el

valor adecuado se traduce en un descenso brusco hasta finalizar toda vida microbiana [52].
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En el presente trabajo, los factores a modificar son el pH, la temperatura, el tiempo y se

muestran en la Tabla I1.3.

Tabla I1.3.—Condiciones experimentales de respuesta del microorganismo

a los cambios de pH y temperatura. [53].

EXPERIMENTO FACTOR RANGO PASO LAPSO O VALOR DE
VARIABLE FIJA.
Punto térmico mortal | Temperatura. | [25° 85°] 5°C 15 minutos.
PH 6ptimo [H] [3, 7] 0.5 pH 48 horas.
Temperatura Optima | Temperatura | [25° 85°] 5°C 15 minutos.
Lapso térmico mortal Tiempo [10°,60°] | 10 minutos 40°Cy45°C

11.3.3.1—Punto térmico mortal

El punto térmico mortal se determiné de la siguiente manera [53]:

a)
b)

g)

h)

)

Seleccionar un inoculo de la Caja Petri.

Sembrarlo en un tubo de ensayo con medio del Thiobacillus ferrooxidans, sin
FeSO47H,0O ni ajuste de pH. Se cultivan tantas muestras como valores
correspondientes segun el paso.

Se incuban los tubos durante 48 horas a 25° C en estufa.

Se calientan todos los tubos a Bafio Maria durante 15 minutos a 25° C.

Se toma un indculo del primer tubo y se siembra en agar del medio del
Thiobacillus ferrooxidans, sin cation ferroso ni ajuste de pH.

El experimento en caja Petri no excede de 48 horas.

Se incrementa la temperatura del Bafio Maria en 5° C, permaneciendo en ese
valor durante 15 minutos.

Se repiten los incisos e al g, hasta realizar el experimento de 85° C.

El punto térmico mortal corresponde a la caja Petri de menor temperatura donde
no crecen colonias.

Todos los pasos se realizan en condiciones axénicas y constante observacion.
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De manera analoga, se determina la temperatura 6ptima de crecimiento, sélo que la

caja Petri de referencia es donde primero surge una colonia. De presentarse dos primeras

colonias que germinen en el mismo lapso, se elige la de mayor tamaiio.

11.3.3.2—Determinacion del pH 6ptimo

El pH 6ptimo se determiné de la siguiente manera [54]:

a)
b)
¢)

d)

g
h

Se prepara medio del Thiobacillus ferrooxidans, carente de cation ferroso.

En cada matraz el medio se ajusta con los valores de pH citados en la Tabla I1.3.
A cada matraz se le agrega agar en la cantidad definida en el medio de
aislamiento de la Norma 9240—D.

Los matraces se esterilizan en autoclave durante 15 minutos a 16 psiy 121° C.
Se vierte el contenido de cada matraz en una caja Petri.

En cada caja Petri se siembra una colonia de manera estriada.

Las cajas se incuban durante 48 horas a 30° C en estufa.

El pH 6ptimo corresponde a la caja Petri donde surja la primera colonia.

Todos los pasos se realizan en condiciones axénicas y constante observacion.

I1.3.3.3—Lapso térmico mortal.

Es el tiempo minimo requerido para hacer fenecer todos los microorganismos de

una solucion a una determinada temperatura. Consecuentemente los pasos de este

experimento son los siguientes [55]:

a)
b)

Seleccionar un inoculo de la Caja Petri.

Sembrarlo en un tubo de ensayo con medio del Thiobacillus ferrooxidans, sin
FeSO47H,0O ni ajuste de pH. Se cultivan tantas muestras como valores
correspondientes segun el paso.

Se incuban los tubos durante 48 horas a 25° C en estufa.
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d) Se calientan todos los tubos a Bafio Maria durante 10 minutos a 40° C.

e) Se toma un indculo del primer tubo y se siembra en agar del medio del
Thiobacillus ferrooxidans, sin cation ferroso ni ajuste de pH.

f) El experimento en caja Petri no excede de 48 horas.

g) Se mantiene constante la temperatura del Bano Maria, permaneciendo en ese
valor durante otros 10 minutos.

h) Se repiten los incisos e al g, hasta realizar el experimento de 60 minutos.

1) El lapso térmico mortal corresponde a la caja Petri de menor tiempo donde no
crecen colonias.

j) Todos los pasos se realizan en condiciones axénicas y constante observacion.

k) Se repite el ciclo para la temperatura de 45° C.

I1.3.4—Espectroscopia.

En la bibliografia se describen por lo menos dos reacciones representativas de la
biolixiviacion, la transformacion del cation ferroso a férrico y la del anion sulfuro a sulfato,
asimismo Mc Farland desarrollé una técnica de cuantificacion de microorganismos, basada
en la equivalencia entre una suspension conocida de BaSOy() y un niimero determinado de

bacterias.

Por lo anterior, las siguientes especies se cuantifican por espectroscopia de

ultravioleta visible:

1) Anion sulfato [56].
2) Microorganismos por técnica de la Curva Mc Farland [57].
3) Cationes ferroso y férrico [58].

4) Anion sulfuro [38].

Las condiciones de lectura en cumplimiento de la Ley de Lambert y Bert se definen

en la Tabla 11.4.
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TABLA 11.4.—Condiciones por Ley de Lambert y Bert para la espectroscopia

de ultravioleta visible [59].

ESPECIE PRINCIPIO LONGITUD DE | CONCENTRACION | ABSORBANCIA
ONDA
Anion sulfato Turbidimetria 420 nm [0, 40] ppm [0, 0.3515]
Microorganismo Equivalencia a 420 nm [3.0x 10°, 12 x [0, 0.3515]
turbidimetria 10%] bacterias
Cationes ferroso y | Complejometria 510 nm [0, 0.75] ppm [0, 0.1617]
férrico
Anion sulfuro Complejometria 670 nm [0, 29] ppm [0, 1.15653]

Asimismo, se aprovech6 el barrido del equipo de 200 a 1100 nanémetros para

poner de manifiesto la banda de hidrocarburos generada por el microorganismo.

Los matraces analizados por espectroscopia se preparan de la siguiente manera:

A)
B)

C)

D)

E)

Matraz con agua destilada y abiodtica.

Matraz con 100 mL de medio del Thiobacillus ferrooxidans sin
FeSO47H,0. Estrictamente estéril.

Matraz con 100 mL de medio del Thiobacillus ferrooxidans dotado de
4.4 gr/L de FeSO47H,0. Estrictamente abiotico.

Matraz inoculado con 1.5 gr de cultivo proveniente de cajas Petri, en
medio acuoso de medio del Thiobacillus ferrooxidans carente de sulfato
ferroso heptahidratado. Estrictamente axénico.

Matraz obtenido mediante la siguiente secuencia: Cultivo de 2 semanas
en caja Petri, siembra de 1.5 g de agar para incubacion de 2 semanas en
medio acuoso, se tomo6 muestra liquida de 10 mL de éste para sembrar 2
semanas en otro medio acuoso y finalmente inocular con 5 mL en matraz
operativo. Todo en medio del Thiobacillus ferrooxidans sin sulfato

ferroso. Estrictamente axénico.
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Los cultivos anteriores fueron desarrollados en incubador orbital a 35°C y rapidez

angular de 150 Hz, a ningiin matraz se le ajusta el pH.

La toma de muestras para andlisis se realiza en campana de flujo laminar con la

técnica axénica de manejo de microorganismos.
I1.3.4—Conductimetria.
La conductividad electrolitica es de los parametros cuantificados un mayor nimero

de veces en amplia diversidad de actividades: farmacéutica, alimenticia, el sector eléctrico,

evaluacion ambiental y control de solutos en agua [60].

Figura 2.2.—Muestra dendritica para el experimento de conductividad.

Para esta etapa se dispone del matraz E de espectroscopia de ultravioleta visible. A
partir de su medio acuoso se prepara una dendrita de solucién microbiana, dmbar y
aséptica; se toma una muestra solida, Figura 2.2, para preparar un soluciéon con agua
destilada abiodtica y una concentracion de 0.0456 gr matriz ambar/litro. De esta solucion

llamada 100 %, se prepara una disolucion con una cantidad del 80 % de la masa ambar
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inicial, asi sucesivamente, hasta acercarse al 0 %. A todas las soluciones se les mide la

conductividad [61].

11.4—EXPERIMENTOS METALURGICOS

11.4.1.—Muestra de mineral

Las muestras de mineral fueron sometidas a trituracion en mortero con el fin de
exponer a las bacterias nativas para su eliminacion por alcohol—acetona de Gram [62]. El
mineral conminuido se deposita en cajas Petri estériles, se guardan en campana de flujo
laminar, mientras permanecen en la misma, se saturan cuatros veces de alcohol—acetona,

solucion 1:1, permitiendo en cada etapa su evaporacion total.

Figura 2.2.—Micrografia electronica de calcopirita de la mina La Caridad, Nacozari de Garcia,
Estado de Sonora, 430 X.

El mineral utilizado fue proporcionado por la empresa Mexicana de Cobre, S.A de
C.V. La muestra fue obtenida por barreno de la Unidad Minera “La Caridad”, Nacozari de
Garcia, Estado de Sonora, México. Una vez recibido el mineral, fue tomada una muestra
representativa, preparada por molienda a 200 mallas. El mineral fue observado al

microscopio electronico de barrido, Figura 2.2, analizado por espectroscopia de energia
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dispersa de rayos X (E.D.S.), Figura 2.3, asimismo por analisis quimico; obteniéndose los

resultados mostrados en la Tabla I1.5.

Counts
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Figura 2.3.—Difractograma obtenido por E.D.S. de calcopirita de la mina La Caridad, Nacozari de

Garcia, Estado de Sonora.

Tabla II.5 Mineral experimental.

EXPERIMENT NUMERO DE LEY DE Cu LEY DEFe | LEY CuFeS,
0 MALLA
Flotacion 100 32.29 % 30.26 % 88.63 %
Lixiviacion 200 35.11 % 31.93 % 94.31 %
EXPERIMENT Cu POR CuFeS, CuNATIVOY |[FePOR CuFeS,| Fe OXIDO
0 OXIDO
Flotacién 30.70 % 1.59 % 26.98 % 3.28 %
Lixiviacion 32.66 % 2.45 % 25.44 % 1.06 %

I1.4.2—Flotacion del mineral

Las pruebas de flotacion fueron llevadas a cabo bajo el siguiente desarrollo

experimental [63]:
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* Se prepar6 un matraz de 250 ml con 95 ml de medio del Thiobacillus
ferrooxidans, sin ajuste de pH, carente de FeSO47H,0.

* 0.2 g de mineral fueron usados en la prueba de flotacion. Las leyes se reportan en
la Tabla IL.5.

» Un matraz testigo de 250 ml, fue preparado con 100 ml del medio del Thiobacillus
ferrooxidans, sin ajuste de pH, carente de FeSO,7H,0, adicionado con 0.2 g de mineral

* El primer matraz se inocula con 5 ml del matraz E del experimento de
espectroscopia.

« Ambos matraces se cultivan en incubador orbital a 35°C y rapidez angular de 150
Hz.

* La cama de burbujas es barrida cada 24 horas con espatula.

* El concentrado de la prueba de flotacion fue colectado en porta muestras de

plastico, con 10 ml de solucién alcohol—acetona 1 a 1 en volumen.

Tabla I1.6 Concentracion de cabezas.

VALORES DE COBRE VALORES DE HIERRO
Cu por CuFeS, 0.0614 g Fe por CuFeS, 0.05396 g
Concentracion en pulpa 0.000614 g/ml Concentracion en pulpa 0.000539 g/ml
CuFeS, CuFeS,
Cu nativo y 6xido 0.00318 g Fe oxido 0.00656 g
Concentracion en pulpa 0.000031 g/ml Concentracion en pulpa 0.000065 g/ml
Cu nativo y 6xido Fe oxico
Cu total 0.06458 g Fe Total 0.06052 g
Concentracion en pulpa 0.000645 g/ml Concentracion en pulpa 0.000605 g/ml
Cu total Fe Total

* El nivel acuoso se mantuvo constante durante toda la prueba con agua abidtica y
destilada.

» Las muestra de cabeza, concentrados y colas de la prueba de flotacion fueron
pesadas en humedo, secadas a 30 °C y pesadas en seco.

» Las muestras de cabeza, colas y concentrado se prepararon para su observacion al

microscopio electronico de barrido.
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* En cada muestra se prepara un inoculo para siembra en caja Petri con agar del

medio del Thiobacillus ferrooxidans, sin ajuste de pH y carente de FeSO47H,0.

* Todos los pasos se realizan en estricto apego a la técnica axénica.

* El experimento se realiza por triplicado.

11.4.3—Lixiviacion

Los cultivos se prepararon en matraces Erlenmeyer de 250 ml, el medio empleado

fue el Thiobacillus ferrooxidans de la norma 9240—D, carente de FeSO47H,0, sin ajuste

de pH, volumen total de 100 mL esterilizados. Las demas caracteristicas se detallan en

Tabla I1.7. Tabla I1.8, Tabla I1.9 Y Tabla II.10.

Tabla II.7.—Sistemas experimentales de

lixiviacion de calcopirita

Matraz CuFeS, Volumen de in6culo
Ce—1 0.2010 g 5ml
Ome—2—testigo 0.2010 g 0 ml
Chicuace—6 0.2010 g 5 ml

Tabla I1.8.—Sistemas experimentales de lixiviacion de

calcopirita en presencia de molibdenita

Matraz CuFeS, MoS, Volumen de ino6culo
Yey—3 0.0997 g 0.0998 g 5ml
Nahui—4—testigo 0.0998 g 0.0998 ¢ 0 ml
Macuilli—5 0.1000 g 0.1010 g 5ml

Las concentraciones de los valores se reportan en las Tablas I1.7 y 11.8.




Tabla I1.9.—Concentraciones iniciales del experimento de

lixiviacion de calcopirita.
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Valores de Cobre Valores de Hierro
Cu por CuFeS, 0.06532 g Fe por CuFeS, 0.05088 g
Concentracion en pulpa 0.000653 g/ml Concentracion en pulpa 0.000508 g/ml
CuFeS, CuFeS,
Cu nativo y 6xido 0.0049 ¢ Fe o6xido 0.00212 g
Concentracion en pulpa 0.000049 g/ml Concentracién en pulpa 0.000021 g/ml
Cu nativo y 6xido Fe 6xido
Cu total 0.07022 g Fe total 0.05300 g
Concentracion en pulpa 0.000702 g/ml Concentracion en pulpa 0.000530 g/ml
Cu Total Fe total

Los cultivos anteriores fueron desarrollados en incubador orbital a 35°C y rapidez

angular de 150 Hz.

Se monitorearon periddicamente pH y potencial 6xido—reducciéon con los
electrodos combinados correspondientes, ambos con electrodos de Ag/AgCl como
referencia interna. Se tomaron 2.5 ml de solucion del matraz para aforarse en 25 mL,
recuperandose el volumen con agua destilada abidtica, en las diluciones se cuantificaron las

concentraciones de cobre y hierro por espectrometria de absorcion atémica [64].

Tabla II1.10.—Concentraciones iniciales del experimento de lixiviacion de

calcopirita en presencia de molibdenita.

Valores de Cobre Valores de Hierro
Cu por CuFeS, 0.03266 g Fe por CuFeS, 0.02544 g
Concentracion en pulpa 0.00032 g/ml Concentracion en pulpa 0.000254 g/ml
Cu nativo y 6xido 0.00245 g Fe 6xido 0.00106 g
Concentracion en pulpa 0.000024 g/ml Concentracion en pulpa 0.0000105 g/ml
Cu total 0.03511 g Fe total 0.02650 g
Concentracion en pulpa 0.000351 g/ml Concentracion en pulpa 0.000265 g/ml
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Todo experimento se realizd en estricto apego a la técnica axénica de manejo de

microorganismos.

I1.5—EXPERIMENTO ECOLOGICO

A fin de determinar los primeros efectos de GARA—ELIZABETH
XOCHIQUETZALLI en el medio ambiente, se procedid a germinar frijoles en algodéon
humedecido en agua potable. Desarrollada la planta, se le inocula con 1.5 g de agar de

GARA—LIZ, procurando sea muestra superficial.

Asimismo en semillas con algodon humedecido, se le inocul6 la misma cantidad de
agar de microbios, a la espera de constatar la germinacion o no de los frijoles. En ambos
casos el testigo se prepara de manera igual, desde luego con agar de cultivo sin

microorganismos.
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I1.1—CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS.
III.1.1—Colonia.
La colonia joven de GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI, es blanca,

superficial, extendida, amorfa, homogénea, no cambia ni de color, ni de aspecto y la

colonia puede generar burbujas de diversos tamafios, Figura 3.1.

\ &
Figura 3.1— Colonias de GARA—LIZ en caja Petri y medio del Thiobacillus ferrooxidans

sin cation ferroso, ni ajuste de pH.

Respecto a los medios de cultivo, se obtuvieron diferentes tiempos de desarrollo de
colonias, de 24 a 72 horas, correspondiendo el lapso mayor a los medios menos adecuados:
Medio del Thiobacillus thioparus y aislamiento. Los medios mejores de sustento son del
Thiobacillus ferrooxidans y Thiobacillus thiooxidans, aunque en éste la presencia de las

particulas de S° dificulta la visualizacion de las colonias.
III. 1.2—Respuesta a los cambios de temperatura y pH.
El punto térmico mortal es 50° C. La temperatura optima es 45° C. El

microorganismo metalurgico puede desarrollarse en el rango de pH 3 a 7, conforme el

medio se acidifica, mas rapido es su crecimiento. El mejor desarrollo en agar se obtiene a
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pH 2.7. A temperatura y pH Optimos, en 14 horas surge la primera colonia en agar/medio

Thiobacillus ferrooxidans.

El experimento de lapso térmico mortal no alter6 el desarrollo del microorganismo,
se pudo comprobar que puede resistir las temperaturas de 40° y 45° C sin afectacion durante

610 y 602 minutos respectivamente.

De lo anterior se concluye, que GARA—LIZ es termofila moderada, acidéfila no

estricta.

II1.1.3—Capacidad ferrooxidante.

La oxidacion visible del ion ferroso, en presencia del microbio metalurgico, se
realiza en menos de 48 horas, asimismo so6lo se llevo a cabo en el area propiamente dicha
de la colonia inoculada, en los otros sitios del tubo de ensayo, la soluciéon permanece
transparente. El testigo siempre es incoloro en todo el tiempo de estudio. El resultado
experimental se confirmd en matraces agitados en incubador orbital a 35°C y rapidez

angular de 150 Hz, Figura 3.2.

Figura 3.2— Experimento ferrooxidante. A la izquierda testigo, a la derecha sistema inoculado.
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En la Figura 3.3, experimento ferrooxidante en tubos de ensayo, se aprecian una

serie de detalles interesantes:

Figura 3.3.—Experimento ferrooxidante, el testigo se encuentra al extremo derecho,

fondo negro.

D En el primer tubo de izquierda a derecha el agar precipitado tiene un tinte
anaranjado y burbuja.

D) El cuarto tubo presenta un fragmento flotante de agar inoculado, s6lamente
en esta area se ha desarrollado el color naranja, el resto de la solucion
permanece incoloro.

II)  En el subsecuente tubo se ha sembrado solucién del microorganismo, en este

caso el cambio de color es en todo el medio.
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I11.1.4—Microscopia

La aplicacion de la técnica de preparacion de muestras Karnovski, previamente
adaptada para observar los microbios metalirgicos al microscopio electronico de barrido,

gener6 un resultado negativo durante 4 veces consecutivas.

La imagen de la preparacion al microscopio Optico, 400 X, es muy deficiente,
Figura 3.4, no se aprecia alguna forma bioldgica, por lo tanto, no es posible cuantificar al

microorganismo por el método de la cdmara Neubauer.

Figura 3.4— Preparacion fija a

a 400 X con tincidon de Gram.

La preparacion fija con tincion de Gram a 1000 X, técnica de inmersion, 10 x 100

aumentos, Figura 3.5, revela tres aspectos:
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Figura 3.5—GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI

con tincion de Gram a 1000 X.

a) El microorganismo presenta forma claramente esférica, coloracion violeta por
absorcion del complejo de yodo—<cristal violeta, retenido en la membrana después del
lavado con alcohol—acetona, comportamiento tipico de wuna estructura rica en

peptidoglucano, siendo gram—positiva, [65], Figura 3.5.

Figura 3.6—Capsula de GARA—LIZ, aumento vacio de la Figura 3.5.
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b) La presencia de una capsula. En torno del microorganismo metalurgico se
observa una zona decolorada claramente circular, seguida de una zona obscura, ésta

probablemente debida a una reaccion con las tinturas, Figura 3.6.

c) El aspecto general de la preparacion fija es dendritica, Figura 3.7.

Figura 3.7—Dendritas de GARA—LIZ

con tincion de Gram a 1000 X.

El Manual de Bergey de determinacion bacterioldgica clasifica 15 géneros
diferentes de bacterias Gram positivas, para el caso, s6lo menciona las quimiolitotréficas
mesofilas y termofilas extremas, no cita a las termoéfilas moderadas formadoras de dendritas

como el microorganismo en estudio [66].
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III.1.5—Espectroscopia de ultravioleta visible

II1.5.1—Evolucién del espectro.

Los espectros en ultravioleta visible de la agua y del medio de Thiobacillus
ferrooxidans carente de sulfato ferroso, matraces A y B, presentan una linea recta, sin

ninguna absorcion, Figura 3.8.
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Figura 3.8.—Espectro en ultravioleta visible del medio de

Thiobacillus ferrooxidans sin FeSO,7H,0.

El espectro del medio de Thiobacillus ferrooxidans, Figura 3.9, preparado conforme
a la Norma 9240—D, matraz C, se caracteriza en el rango de 250 a 280 nm por una intensa
absorcion, contigua una sefial negativa, de 300 a 500 nm hay una ligera absorbcion, en

longitudes de onda superiores no se detecta sefial alguna.

La muestra del matraz D, microorganismo al tiempo inicial, produce una sefial de
absorbancia similar a la del medio normalizado, incluso en la misma ubicacion, alrededor
de 270 nm emite una radiacion intensa, muy superior al medio de la Norma 9240—D, en el

rango contiguo absorbe ultravioleta hasta los 370 nm, Figura 3.10.
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Absorbancia
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Figura 3.9.—Espectro del medio de Thiobacillus ferrooxidans, Norma 9240—D, observe el rango

de radiacion cercano a 270 nm

Petersen y Dixon, como ya se menciond en el capitulo primero, afirman el caracter
exotérmico de las reacciones producidas por actividad metabdlica de los microbios
metaltrgicos, es factible que el microorganismo en estudio emita alguna radiacion
detectada por el espectroscopio de ultravioleta visible, la cual el equipo interpreta como

“absorbancia negativa”.
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Figura 3.10.—Espectro de ultravioleta visible de GARA—LIZ recién inoculada.
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La muestra del matraz D, 3 dias de cultivo, presenta una sefial de absorbancia de

incremento notorio, oculta la sefal primaria de emision, figura 3.11.
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Figura 3.11.—Espectro de ultravioleta visible de GARA—LIZ

después de 3 dias de cultivo.
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Figura 3.12.—Espectros completos de GARA—LIZ, matraz E.
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En la muestra proveniente del matraz E, la absorcion es tan intensa como para
ocultar la radiacion, Figura 3.12. En los valores extremos de longitud de onda se aprecian
zonas de sefal. La sefial izquierda es muy notoria, al séptimo dia se observa la aparicion de
una contigua, plenamente desarrollada a la semana siguiente. En todo momento, aunque la
absorcion sea muy pequeia, por ejemplo 0.01414 a 519 nm, nunca se suprime en todo el

rango.

III.1.5.2—Interferencias, absorcion y rapidez de crecimiento exponencial.

Respecto a los experimentos de cuantificacion de microorganismos, iones ferroso,

férrico, sulfuro y sulfato, se hacen las siguientes acotaciones:

I.— Los aniones sulfatos generan espectro cuantificable a 420 nm, pero en esa
longitud de onda, una vez inoculada la bacteria, se generan una serie de diferentes
absorbciones. Al primer dia es de 0.03821, al séptimo de 0.39966 y al décimocuarto de
2.52114; (valores promedio de tres lecturas).
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Figura 3.13.—Logaritmo natural de la absorbancia a 420 nm. Valores promedio.
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Aunque no se trata de una especie quimica, el computo de microbios por la técnica
de la Curva Mc Farland también se realiza en la longitud de onda del ion sulfato. Para este
conjunto de datos, considerando el logaritmo natural del promedio de absorbancia
microbiana, la ecuaciéon mejor para representarlos es y = —0.099 x* + 0.4701 x — 3.7248

con un valor de R* = 1, Figura 3.13.

II.— La lectura del catidn ferroso se realiza a 510 nm. Recién inoculada la bacteria,
se generan una serie de interferencias, al primer dia es de 0.01523, al séptimo de 0.10049 y

al décimocuarto de 1.08012; (valores promedio de tres lecturas).

Para este conjunto de datos, considerando el logaritmo natural del promedio de
absorbancia microbiana, la ecuacién mejor para representarlos es y = 0.3282 x — 4.5445

con un valor de R* = 0.9994, Figura 3.14.
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Figura 3.14.—Logaritmo natural de la absorbancia a 510 nm. Valores promedio.
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Moreira Dos Santos [66] y Zamora Rodriguez [67], consideran al valor de la
pendiente de la anterior ecuacion lineal, 0.3282 Ln (Absorbancia/dias), como la rapidez de

crecimiento exponencial del microorganismo [68].

II1.— Los aniones sulfuros se detectan en la longitud de onda de 670 nm, pero en
esa longitud de onda, una vez inoculada la bacteria, se generan una serie de interferencias,
al primer dia es de 0.023893, al séptimo de 0.03085 y al décimocuarto de 0.51671; (valores

promedio de tres lecturas).

Para este conjunto de datos, considerando el logaritmo natural del promedio de
absorbancia microbiana, la ecuacién mejor para representarlos es y = 0.0277 x> — 0.179 x

— 3.5829 con un valor de R” = 1, Figura 3.15.
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Figura 3.15.—Logaritmo natural de la absorbancia a 670 nm. Valores promedio.
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En todo momento la actividad metabodlica de la bacteria, se traduce en una fuente de
interferencia en las lecturas de los iones de interés y en el computo de microbios por
espectroscopia. Al tomar como alternativa medir un sistema sin ferroso, para fungir de
“cero” respecto a uno con ion ferroso o mineral, la cuestion no se resuelve, porque no se

puede determinar el impacto en la nutricion del microbio con y sin el compuesto agregado.

II1.1.5.3—Bandas hipsocromicas.

Asimismo, el espectro de la Figura 3.16 guarda un interesante parecido con la zona
izquierda de la sefial del microorganismo en estudio, se trata de la absorcion producida por
un tensoactivo de la familia del sulfato de 2,2—diundecil—1, 3—dioxan—4—1 1 metil—
4,5 bis—trietilamoniometano, compuestos desarrollados y estudiados hace 23 afios. La
seflal generada a longitudes de onda inferiores a 289 nm corresponde a las cadenas

alifaticas mayores a 8 carbonos, asi como a los grupos funcionales del anfifilo.

189 239 289 320 380 420

Figura 3.16.—Espectro en ultravioleta visible de un anfifilo enantiémero [25].



69

En el caso del microorganismo en estudio se detectan claramente las siguientes

bandas hipsocromicas, ver Figura 3.17:

1) Absorcion en el rango [230, 270] nm, correspondiente a las bandas de anillos

bencénicos y nafténicos.

2) Banda Soret, alrededor de 410 nm, caracteristica de compuestos porfirinicos.
3) Bandas a 510 y 570 nm denominadas o y B respectivamente, las cuales estan

asociadas a porfirinas coordinadas con metales divalentes [69].

Absorbancia
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0 T T T
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Figura 3.17.— Bandas hipsocromicas detectadas:

A.—Banda de anillos bencénicos y nafténicos. B.—Banda Soret. C.—Banda a. D.—Banda f3.
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III.1.6.—Fendmeno de tension superficial.

Un experimento completo del matraz E debe durar alrededor de 45 dias, al
prepararse la muestra posterior al dia 14 para su estudio, y tratar de vertirse en la celda de
cuarzo para su analisis por ultravioleta visible, simplemente el fluido no descendio del

matraz aforado, permaneci6 liquido dentro de su recipiente.

El contenido del matraz aforado es una solucién acuosa, nunca gelifica, ni tiende a
solidificarse con el transcurso del tiempo, en su preparacion se toma una muestra del
matraz de GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI. La solucién no es el liquido en si
del matraz de cultivo, sino una dilucion con agua destilada, debe por tanto haber una

concentracion en la cual el fendmeno es factible.

Figura 3.18.—EI fenémeno de GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI.

A la izquierda al invertirse. A la derecha matraz invertido.

En la Figura 3.18 se observa un matraz aforado invertido sin derramarse, puede
permanecer asi durante semanas. Hasta la fecha este fendémeno no se ha reportado en la

bibliografia.
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I11.1.7.—Conductividad.

El escalon de la Figura 3.19 corresponde a la concentracion micelar critica, cuando
tedricamente se tiene una capa integra sobre la superficie del liquido, pero el fenomeno de
tension superficial no se presenta en este punto, ni siquiera en sus inmediaciones, ademas
hay 3 concentraciones en las que se puede repetir el fenomeno, mientras la conductividad

permanece lineal en esa zona. Desde luego a reserva de obtener puro al colector.
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Figura 3.19.— La conductividad y el fenomeno de

GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLIL.

En conjunto, las caracteristicas bioldgicas del microorganismo en estudio se

resumen en la Tabla I11.1.
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Tabla III.1.

CARACTERISTICAS DE GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI

Colonia

Blanca, superficial, amorfa.

Morfologia individual

Coco.

Medio de cultivo 6ptimo

Medio de Thiobacillus thiooxidans.

Comportamiento Gram

Positivo.

Peculiaridades de tincion Gram

Presencia de dendritas.

Rango de pH de crecimiento

[2.58, 7.8], 2.7 pH 6ptimo en agar.

Peculiaridad de sus soluciones

Tension superficial modificada.

Temperatura Optima

45° C.

Punto térmico mortal

50° C.

Lapso térmico mortal

Interminable a 40° y 45° C.

Prueba de oxidacion del cation Fe*"

Positiva.

Rapidez de crecimiento exponencial a 35° C

R =0.3282 Ln (Absorbancia/dias).

Compuestos detectados por espectroscopia de

ultravioleta visible

Anillos bencénicos y nafténicos, compuestos

porfirinicos y coordinados con metales bivalentes.

Concentracion micelar critica

0.0091 gr matriz ambar/litro.

II1.2.— CARACTERIZACION METALURGICA

[I1.2.1—Experimento de flotacion.

Los resultados de 5 dias de experimentos de flotacion, se presentan en la Tabla I11.2.

Tabla I11.2.—Flotacion por el microorganismo.

Muestra Ley de Cu Ley de Fe Ley de CuFeS, Masa Observaciones
Cabeza 32.29 % 30.26 % 88.63 % 0.20000 g
Concentrado 34.43 % 31.44 % 99.42 % 0.05650 g Se detecto Moy W
Colas 1.01 % 0.93 % 3.05% 0.05084 g
Lixiviado 48.15 % 46.74 % 70.90 % 0.09266 g Valores calculados

Técnica de analisis:

Microscopia electronica de barrido.
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Los valores reportados de lixiviado corresponden a la diferencia generada entre el

balance de cabeza, colas y concentrado. De estos datos se concreta la Tabla II1.3.

Tabla III.3.— Caracteristicas del concentrado.

Rango de pH [3.11, 5.5]*. Tiempo maximo de flotacion continua | 45 dias *.
Porcentaje de recuperacion de Cu 30.11 %. Porcentaje de recuperacion de CuFeS, 31.68 %.
Razén de enriquecimiento de Cu 1.06. Razon de enriquecimiento de CuFeS, 1.12.

* Dato obtenido de la prueba de lixiviacion.

Datos de andlisis entre valores experimentales de flotacion y calculados de

lixiviacion derivados de esta prueba, se presentan en la Tabla I11.4.

Tabla I1I1.4.—Comparacion general.

Cu en cabezas 0.06458 g. Cu en colas 0.00051 g.
Cu recuperado 99.22 % Cu perdido 0.78 %.
Cu flotado 30.11 % Cu lixiviado 69.11%

AL

Figura 3.20.—Matraz experimental de flotacion inoculado con GARA—LIZ.

Observe las burbujas cubiertas de mineral.
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Observaciones:

a) El experimento no se realizdo a pH y temperatura de crecimiento idoneos del
microorganismo.

b) No se emplearon depresores, acondicionadores, sulfurantes y espumantes.

c) El dispositivo empleado no genera burbujas, las detectadas se forman por
actividad microbiana, Figura 3.20.

d) En el testigo no hay flotacion.

e) Los lixiviados no generaron lecturas fiables por espectrometria de absorcion
atdmica. Punto a retomar mas adelante.

f) El analisis quimico del microscopio electronico de barrido se efectia en un
volumen definido por la superficie de la muestra y una profundidad de 0.5 a 10
micras [70].

g) El concentrado también flota en una soluciéon 1 a 1 de alcohol—acetona. Figura

3.21.

Figura 3.21.—Concentrado sobre alcohol—acetona, foto a 40 X.

Por las observaciones anteriores, no se tratd del experimento definitivo, sino la base

para considerar a GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI, una forma de vida
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posiblemente interesante para los procesos de beneficio e hidrometalurgia del cobre, Figura

3.22.

Figura 3.22.—A la derecha un matraz experimental de flotacion, a la izquierda su testigo.

Foto al final del experimento, dia 5.
II1.2.1.—Otros minerales flotados.

Respecto al Mo y W disponibles en el concentrado, una revision a detalle pone de
manifiesto la presencia de particulas blancas al microscopio, Figura 3.23, de un estudio

puntual sobre alguna de ellas, se obtiene los resultados de la Figura 3.24 y Tabla IIL.8.
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Tabla II1.8.—Analisis de particula rica en MoS,.
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ELEMENTO PORCENTAJE EN MASA PORCENTAJE ATOMICO
O 5.09 15.32
S 35.20 52.89
Fe 2.75 2.38
Cu 3.20 2.43
Mo 53.76 27.00
Técnica de analisis: Microscopia electronica de barrido.
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Figura 3.24.—Difractograma de la particula rica en MoS,.

El principal mineral de este metal es la molibdenita, cuya féormula es MoS, [71].

Con esta consideracion y los datos obtenidos se elabora la Tabla II1.9.

Tabla II1.9 Composicion molecular de la particula rica en MoS..

CuFeS, | Cunativoy 6xido MoS; Mo en molécula Porcentaje de MoS,
diversa respecto al total de sulfuros
9.035 % 0.072 % 85.80 % 0.146 % 90.472 %
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Aqui surge un punto interesante. Encontrar cobre nativo o su 6xido en la naturaleza

no es nada extraordinario, pero no asi el molibdeno.

No todas las particulas corresponden a sitios ricos en molibdenita. En la particula
blanca inferior, menos brillante, de la Figura 3.23, el analisis proporciona los resultados de

la Tabla II1.7 y Figura 3.25.
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Figura 3.25.—Difractograma de la particula con W.
Tabla I1I.7.—Anélisis de particula de CuFeS, con W.
ELEMENTO PORCENTAIJE EN MASA PORCENTAJE ATOMICO
0] 5.21 14.30
S 294 40.25
Fe 29.37 23.09
Cu 30.40 21.01
w 5.61 1.34

Técnica de analisis: Microscopia electronica de barrido.

Nuevamente se detecta calcopirita, la molibdenita se ausenta y en una escala muy

reducida surge el tungsteno.
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III.3—Lixiviacion
II1.3.1.— EI pH durante la biolixiviacion de la calcopirita.
El matraz chicuace o 6, explotdé al momento de flamear la boca para garantizar

condiciones axénicas, Figura 3.26, todo su contenido se proyectd, no se reportan datos de

este sistema, posible presencia de cicloalcanos detectados por espectroscopia de infrarrojo.

Figura 3.26.—Matraz chicuace o 6 después de la explosion.

El medio empleado en este estudio tiene un pH inicial de 6.97. Después de 50 dias
de actividad microbiana, el matraz ce—1 se acidific6é a un pH 2.78, lo cual excede al valor
optimo de crecimiento en agar. El matraz ome—2 o testigo, aunque presenta descensos y
aumentos de una unidad pH, tiende a permanecer en valores cercanos al del momento de su

inoculacion, Figura 3.27.
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Figura 3.27.— Evolucién de pH durante la biolixiviacion de la calcopirita.

La tendencia de estabilidad del matraz testigo es mas perceptible en la Figura 3.28,

donde los valores de pH son transformados a [H ], en mol/litro.
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Figura 3.28.— Evolucion de la concentracion de H',. durante la bioliviacion de la calcopirita,

sistemas ce—1 inoculado y ome—2 testigo.

Cuando se inicia un experimento con un testigo de pH modificado tnicamente por

la adicién de mineral al medio sin acidular, hay similitud con una mina, el material recibe
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agua de lluvia y comienza a evolucionar, requiere sélo la disolucion continua de sus

componentes para presentar fuertes variaciones de pH, al final se tiende hacia la

estabilidad.

Al introducir microorganismos acidofilos a un matraz abidtico, se encuentra una
disminucién de pH, pero ésta no es la propia del metabolismo. Por la sola presencia del
mineral en el medio de cultivo, el pH no permanece estable. Asi, ajustarlo al inicio del

experimento se cambia involuntariamente el fendmeno.
En este trabajo como en el algebra vectorial, se resta al valor final el inicial, es
decir, al valor provocado por las bacterias se sustrae el carente de las mismas, estableciendo

el valor del pH neto o del metabolismo microbioldgico, Figura 3.29.

Dia

pH
(Y
»

Figura 3.29.— Evolucion del pH neto durante la bioliviacion de la calcopirita.

En un primer ataque quimico, tiempo = 4 dias, no se liberan todos los componentes
acidos de una muestra mineral, tampoco los elementos neutralizadores, es durante el
segundo ataque, tiempo = 8 dias, cuando se liberan la totalidad de las bases mas fuertes

disponibles [72].
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En la Figura 3.29, se observa que GARA—LIZ empieza a disminuir el pH de forma
muy notoria del tercer al sexto dia, pero se encuentra las primeras bases, seguramente
fuertes porque el pH neto se eleva rapidamente, hasta el dia 13 el microorganismo termina
esta etapa, luego disminuye el pH hasta el dia 20, entonces encuentra mas bases para
modificar la tendencia del pH y vuelve a acidularse a partir del dia 30, ahora el cambio
abrupto de pendiente se torna una curva claramente concava, el microorganismo liberd

nuevas bases y procede a neutralizarlas.
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Figura 3.30.— Concentracion neta de cation H' ),
diferencia entre los sistemas Ce 1 inoculado — Ome 2 testigo,

diferencia entre matraces 1 — 2.

La presencia de las bases a partir del dia 30 se confirma en las gréficas de [H e

neta, Figura 3.30, donde también hay 3 cambios de pendiente, tiempo = 35, 41 y 48 dias.
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I11.3.2— EI pH durante la biolixiviacion de calcopirita en presencia de molibdenita.

Para los sistemas yey, nahui y macuilli, (3, 4 y 5); se tuvo un comportamiento

similar, Figura 3.31.
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Figura 3.31.— Evolucién del pH durante la biolixiviacion de calcopirita en presencia de

molibdenita, sistemas yey 3 y macuilli 5 inoculados, nahui 4 el testigo.

Como en el caso anterior, a partir del dia 20 la tendencia del testigo a la estabilidad

se verifica a un pH mayor, cercano al neutro, como se aprecia claramente en la Figura 3.31

y mejor en la Figura 3.32.
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Figura 3.32.— Concentracion del catién H',, durante la biolixiviacion de calcopirita en presencia

de molibdenita. Sistemas 3 y 5 inoculados, 4 el testigo.
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Después de los primeros 10 dias los sistemas yey y macuilli, comienzan a tener un
comportamiento quimico muy similar al presentado en la Figura 3.9, pero no en la 3.10, en

virtud del manejo numérico de los valores.

Con calcopirita y molibdenita, GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI, tardé
poco mas de 5 dias en iniciar el procedimiento definitivo hacia valores de pH &cidos, con
un pequeio ascenso en el décimo inmediatamente neutralizado, Figura 3.33. En los
sistemas yey—3 y macuilli—35, a partir del 5° dia el comportamiento es muy similar segun

la Figura 3.11, en varios intervalos practicamente el mismo.

Dias

—— YEY - NAHUI 3-4 —& - MACUILLI - NAHUI 5-4

Figura 3.33.— El pH neto durante la biolixiviacion de

calcopirita en presencia de molibdenita.

En la Figura 3.34, generacion neta de [H'], se acentia la reproducibilidad del
comportamiento dentro de los primeros 25 dias, a partir de este punto las conductas no son

similares.

De los tres sistemas con microbios metalargicos, resulta evidente un primer ataque

liberador de la mayoria de las bases, al grado de basificar subitamente el medio,
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posteriormente puede resurgir mas de una vez la presencia de las bases fuertes en la

solucidn acida.

Esto revela una situacion muy importante en caso de un hipotético derrame
accidental de microorganismos metalirgicos en una laguna, presa, pozo de agua; se
presentaria una fuerte acidulacion del medio, sin reaccionar en principio, con bases fuertes
o débiles naturales que puedan neutralizar su acciéon, como el microorganismo presenta
preferencia a permanecer en el agar, es posible que se asiente en el vaso del cuerpo de agua.
GARA—LIZ puede crecer con medios muy bajos de nutrientes, no requiere de sulfuros o
minerales para prosperar, luego, en el cuerpo de agua contaminado puede haber suficientes
reactivos para permitir el desarrollo del microorganismo. Igual situacién se pronostica para
el caso de que el derrame llegue a los mantos freaticos. En suma, seria dificil eliminarla del
ecosistema. La segunda opcion de posible uso del microbio metalurgico es la lixiviacion en

terreros.

0.0005 -

0.00045 -
0.0004 -
0.00035
0.0003
0.00025 -

Mol/litro

0.0002

0.00015 -
0.0001 ~
0.00005 -

Dias

| —e-YEY-NAHUI 34 —8—MACUILLI - NAHUI 54 |

Figura 3.34.— Concentracién neta del catién H+(ac) durante la biolixiviacién de calcopirita en

presencia de molibdenita. Yey inoculado—nahui testigo y macuilli inoculado—nahui testigo.
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I11.3.3.—Mecanica de acidulaciéon de GARA—LIZ.

Por otra parte, considerando al mineral cubierto de una pelicula exterior de 6xido, el
microbio lixivia acidulando el medio, eliminada la capa oxidada, aparecen las bases,
localizadas posiblemente en el porcentaje del material ajeno al mineral de interés. Las bases
neutralizan inmediatamente las primeras moléculas de acido sulfurico biotico, el pH se
eleva, el microbio metalurgico vuelve a acidificar el medio acuoso, cuando aparentemente
todo deberia continuar aciduldndose, surge una cantidad de bases, posiblemente
encapsuladas con el mineral, que notoriamente elevan el pH, pero no en cantidad suficiente
para detener el proceso de acidificacién mas de 3 dias, entonces vuelve a incrementarse la
concentracién del cation H'. Como las particulas principales de base han sido
neutralizadas en los primeros 10 dias, las segundas s6lamente pueden estar inducidas con la
calcopirita y molibdenita. Neutralizadas, nuevamente surge un tercer grupo de bases,
probablemente se encuentran en la parte mas interna de la particula mineral. ;Quiere decir

esto que los sulfuros de cobre, dentro de la naturaleza, cristalizan en una base?

De ser factible lo anterior, entonces la lixiviacion de GARA—LIZ presenta las

siguientes etapas:

A.—Ataque superficial y homogenizador de las condiciones del cultivo.

B.—Liberacion de las bases de la ganga.

C.—Neutralizacion de las bases.

D.—Acidificacion del medio.

E.—Posible segunda aparicion de bases, liberadas por la lixiviacion del mineral, e
inmediata neutralizacion.

F.—Acidificaciéon hasta condiciones cercanas al valor Optimo de crecimiento
microbiano.

G.—Exposicién nuevas bases al lixiviarse el mineral.

H.—Neutralizacién de bases y nueva exposicion para reiniciar este ciclo desde el

punto F.
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Hasta el momento no se han encontrado datos de otros valores de pH neto para
microbios metalurgicos, no es factible establecer si este comportamiento es propio del
microorganismo en estudio, o un ejemplo de una regla, si no una ley natural. Se denomina

por el momento Mecdnica de acidulacion de GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI.

II1.3.4.— Potencial 6xido—reduccion, P.O.R.

durante la biolixiviacion de calcopirita.

El P.O.R. del sistema ce—1 tiene un comportamiento de tendencia contraria a la del
testigo, salvo dos puntos, durante los primeros 18 dias, posteriormente el potencial del

testigo decrece, mientras el de ce tiende a incrementarse, Figura 3.35.

Dias

—+—CE - 1 INOCULADO - -OME - 2 TESTIGO

Figura 3.35.— P.O.R. durante la biolixiviacion de calcopirita.

Sistemas ce—1 inoculado y ome—2 testigo.

La Ecuacion de Nerst [73] modela el potencial electroquimico de un sistema de la

manera siguiente:
M +ne <M (Ecuacioén 3)

RT .
E=E°- ey InQ  (Ecuacion 4)
n
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En la ecuacion 3

+ .y 1 .
M"" es un catidon metalico oxidado.
ne  es “n” moles de electrones.

0 .7 ’1: , . .,
M" es un catién metalico con nimero de oxidacion 0.

En la ecuacion 4

E = Potencial 6xido reduccion del sistema.

E ° = Potencial 6xido reduccion del sistema en condiciones normales de presion y
temperatura.

R = Constante del gas ideal.

T = Temperatura del sistema en Kelvin.

n = Numero de equivalentes quimicos.

F = Constante de Faraday.

[ reds |

2 =Es larazdn de la concentracién de las especies [ ]
OXS

La ecuacion 4 se encuentra definida para un solo ion, se puede suponer que la
concentracion neta de los iones oxidados y reducidos en el testigo tiende al equilibrio,
mientras que en el matraz de microbios metalirgicos se dirige hacia los valores de

oxidacion como se aprecia en la Figura 3.36.

250 -

200 - ¥

150 | . Iy v
Z 1004 G P ¢

504 % .

Dias

Figura 3.36.— P.O.R. neto durante la biolixiviacion calcopirita.
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Como en el caso de pH neto, se considera el valor de P.O.R. del testigo como inicial
y el del matraz ce como final, el resultado se aprecia en la Figura 3.14. Para su

interpretacion, la ecuacion 4 de Nerst se modifica de la manera siguiente:

ET [ reds ] y
E-E¥=- In (Ecuacion 5)
nk [ oxs ]

Los términos de la ecuacidn 5 se definen a continuacion:

E = Potencial 6xido reduccion del sistema.

E* es el potencial electroquimico del sistema sin adicion de microorganismos,
diferente del potencial 6xido reduccion del sistema en condiciones normales de presion y
temperatura o E°. En la definicion de la ecuacion 4, el término E° corresponde al potencial
del sistema cuando carece de afectacion, por lo tanto es su constante caracteristica. La
segunda parte de la adicion corresponde a los cambios del sistema por factores de
temperatura, concentracion y el comportamiento de la reacion en el intercambio de cargas.
A efecto de realizar una analogia vectorial, se considera que el potencial del matraz testigo
es E*, correspondiente a un “valor inicial”.

R es la constante del gas ideal, siempre tiene valor positivo.

T es la temperatura en grado Kelvin, siempre es mayor que cero.

F es la constante de Faraday, siempre es positiva.

n es el namero de equivalentes quimicos, también siempre es mayor que cero.

In es el logaritmo natural, adopta el valor de cero cuando la razén es igual a 1, es
decir, la concentracion de especies reducidas y de las oxidadas son iguales. Si la razon es
mayor a uno, entonces In adopta valores positivos, si la concentracion de especies reducidas
supera por lo menos en un orden de magnitud a los oxidadas, In > 1. Si las especies
oxidadas tienen mayor concentraciéon que las reducidas, entonces In < 0. De manera

andloga, si las especies oxidadas superan en un orden de magnitud a las reducidas, In < —I.
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Como solo el logaritmo natural puede adoptar valores menores a cero, la Unica
forma de que la diferencia E — E* sea positiva, es cuando la concentraciéon de especie

oxidada supera la concentracion de especie reducida.

De ser correcto el planteamiento de la diferencia de potenciales, entonces al ser los
valores netos del sistema inoculado mayores a cero, las concentraciones de especies
oxidadas son superiores a las reducidas. De conformidad a este criterio, en la Figura 3.36,
se resalta que GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI tiende a oxidar fuertemente al
sistema, a pesar de las importantes caidas del potencial sufridas en todo el lapso

experimental.

Se parte de CuFeS,, es decir cobre y fierro con estados de oxidacion 2", el cobre no
se puede oxidar mas, en cambio el hierro y el azufre se oxidan. Si son las unicas especies de
concentracion mayoritaria, entonces la grafica informa la evolucion de los iones sulfuro y
ferroso a sulfato y férrico. Como los valores netos mantienen tendencia ascendente, se

concluye que el microbio metalirgico no ha terminado su proceso de “oxidante fuerte”.

II1.3.5.— Potencial 6xido—reduccion, P.O.R. durante la

biolixiviacion de calcopirita en presencia de molibdenita.

De manera analoga se procede con los sistemas yey, nahui y macuilli, (3, 4 y 5),

Figura 3.37.

Como en el caso del pH, alrededor del dia 18 de reaccion, el comportamiento de
yey—3 y macuilli—5 es casi el mismo, sin necesidad de la grafica de P.O.R. neto, se
aprecia como el sistema testigo tiende a igualar las concentraciones de las especies

reducidas y oxidadas, mientras que los sistemas inoculados siguen oxidandose fuertemente.
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——YEY-3 - = -NAHUI - 4 ——MACUILLI-5 |

Figura 3.37.— P.O.R. de biolixiviacion de calcopirita en presencia de molbdenita propios de los

sistemas Yey—3 (Inoculado), Nahui—4 (Testigo) y Macuilli—5 (Inoculado).

En la figura 3.37 se aprecia una tendencia oxidante fuerte en los sistemas inoculados
y enriquecidos con molibdenita, asimismo las caidas de potencial son menos drésticas, las
mayores caidas también ocurren mas o menos en los dias 11 y 15, aunque no son las

unicas, como se observa en la Figura 3.38.

250

Dias

-+ -YEY 3-NAHUI 4 —=— MACUILLI 5 - NAHUI 4

Figura 3.38.— Valores netos de P.O.R. durante la biolixiviacion de calcopirita en presencia de

molibdenita. Yey Inoculado—Nahui Testigo y Macuilli Inoculado—Nahui Testigo.
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[II.4— EL PRINCIPIO DE JUFI—ELIZABETH XOCHIQUETZALLIL.

Petersen y Dixon propusieron una reaccion donde la calcopirita interactiia con acido

sulftrico bajo condiciones bacterianas [5]:

CuFeS; +4.25 O, + 2 H,SO4 — Acidobacillus ferrooxidans —
CuSO4 + % Fez(SO4)3+ Pz HQO

Esta ecuacion no es aplicable al presente caso, al momento de inocular con la
bacteria en estudio, no se agrega al sistema ninguna cantidad de 4cido sulfurico, luego, se
propone la siguiente ecuacion para los experimentos de lixiviacion efectuados con

calcopirita:

CuFeS, + 2 H,0 + 3 0, —GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI—>
Cu? +Fe® +2H,S0,+ 5¢ .

En las gréficas de pH neto, se aprecia la tendencia de acidulacion detenida en puntos
especificos, lo que se ha interpretado como reaccién con bases minerales, de tomar en
cuenta las cantidades consumidas en la titulacion, se puede calcular la produccion del
cation H 7, al considerarse la estequiometria de la ecuacion propuesta, es posible obtener la
grafica de la tendencia de extraccion de cobre, en la Figura 3.39 se muestran las curvas de

los sistemas ce—1 y yey—-3.

No obstante lo anterior, la seleccion del factor adecuado permite convertir de
manera aceptable las concentraciones de H" en Cu®". La formula respectiva de manera
provisional se le ha denominado  “Principio de JUFI—ELIZABETH
XOCHIQUETZALLI”, para abreviar “JUFI—LIZ” (JUFI es el acrénimo de Juarez

Ferreyra Inocente, papa del autor):
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Figura 3.39.—Tendencia teorica de lixiviacion de cobre.

En un sistema de biolixiviacion de calcopirita sin ajuste inicial de pH, se calcula la

produccion de H™ a partir de las graficas de pH neto, entonces
n * Moles de H' producidso = Moles de Cu 2 Lixiviado Ecuacion (6)

Conn>0,n € N.

Una comparacion entre algunos valores estimados por el Principio de JUFI—LIZ y

el analisis de los licores realizados por espectrofotometria de absorcion atdmica se presenta

en las Tablas I11.5 y II1.6.

TABLA IIL.5. Porcentajes de recuperacion de Cu **, tedricos y experimentales durante la

biolixiviacion de calcopirita, sistema ce—1.

DiA Lixiviacion segiin Principio JUFI—LIZ Analisis por absorcion atomica
Dia pgmol Porcentaje pgmol Porcentaje
0 19.1697 1.7351 19.3265 1.7493
15 26.0317 2.3562 24.8484 2.2491
24 72.5676 6.5683 77.3072 6.9973
35 361.2803 32.7005 358.9292 32.4877
48 508.4252 46.0190 535.6324 48.4816
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TABLA II1.6. Recuperacion de Cu **, tedricos y experimentales durante la biolixiviacion

de calcopirita en presencia de molibdenita, sistema yey—3.

Dia Lixiviacion segun Principio JUFI—LIZ Andlisis por absorcion atémica
pgmol Porcentaje pgmol Porcentaje
0 11.8215 1.0700 11.0437 0.9996
15 85.2763 7.7186 84.9857 7.6923
24 97.6856 8.8418 91.1119 8.2468
35 375.7192 34.0074 378.2558 34.2370
48 421.4994 38.1511 441.7595 39.9849

De aplicar numéricamente la definicion de limite, se pueden determinar los valores
. . . 2+ + .
de las derivadas parciales de las concentraciones de Cu” y H' respecto al tiempo, con estos

datos se construye la grafica de la Figura 3.40 correspondiente al sistema ce—1 inoculado

en calcopirita.

En las graficas se observa la gran semejanza de las curvas, de hecho la superior
parece una traslacion de la otra, entonces uno se siente tentado a enunciar la Ecuacion del
PRINCIPIO DE JUFI—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI, la cual semeja un caso

especifico de un balance de H y de Cu®” en la solucién y permitira establecer que:

e _ L 8]
e t - e t Ecuacion (7).

Apreciacion confirmada para el sistema yey—3 inoculado en calcopirita y

molibdenita, Figura 3.41.
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Figura 3.40.—Derivadas numéricas parciales del matraz ce—1.
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Figura 3.41.—Derivadas numéricas parciales del matraz yey—-3.
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II1.5— IMPACTO ECOLOGICO.

Los experimentos ecoldgicos revelaron siempre el mismo comportamiento, mientras
las semillas de los testigos pueden germinar y desarrollarse sin problemas, la presencia de
GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI siempre se traduce en la degradacion de las

semillas y la raiz del frijol.

En la Figura 3.42 se aprecia como surgen los primeros brotes en los testigos, en los
frascos con inoculacion bacteriana no germina absolutamente nada. Es notorio el cambio de
la semilla ante la presencia del microorganismo, simplemente la parte interna no so6lo

cambia al color negro, sino que parece totalmente desbastada.
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Figura 3.42.—A la derecha dos testigos germinan, las demds semillas no lo hacen al ser inoculadas

con GARA—LIZ.

En el caso de la Figura 3.43 se permiti6 la germinacion de la semilla, una vez el
brote presenta viabilidad, 4 de los 5 frascos fueron inoculados, mientras el testigo se

desarrolla sin problema alguno, los demas detienen su desarrollo y empiezan a decaer.

Ambos tipos de experimentos ecoldgicos se repitieron otras 3 veces, sin que en

ninguna de las ocasiones se observara un cambio de comportamiento.
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Figura 3.43.—En el centro un testigo sano en pleno crecimiento, los demas se marchitan al ser

inoculados con GARA—LIZ.

Otro rasgo que no puede soslayarse es el accidente de la explosion. Manufacturar un
anfifilo implica necesariamente producir una cadena de hidrocarburos, en este caso tan
especial, que no es afectada por los solventes alcohol y acetona. Como se fabrican
hidrocarburos, se trabaja con un material peligroso que pudo detonar facilmente con sélo el
flameo del matraz. El microbio incorporado a celdas de flotacion implicaria medidas

propias de ambientes caracterizados por gases explosivos y manejo de hidrocarburos.

No se debe perder de vista el fenomeno de flotacion mineral, aunque no se realizd
prueba especifica, se debe considerar el impacto del tensoactivo microbiano en un
ecosistema acuatico. La vida en un cuerpo de agua depende de la tension superficial del
liquido, la cual se traduce no sélo en la capacidad que tiene la H,O para absorber y retener
el oxigeno disuelto, sino también en la facultad de los seres acudticos para obtener el
oxigeno necesario para su sobrevivencia, Simplemente si la tension es inadecuada no lo

pueden extraer y mueren por asfixia, punto.

Es claro que pequenas cantidades de anfifilo, pueden modificar sensiblemente la
tension superficial, no solo de la agua, sino incluso de solventes como el alcohol y acetona,

el grado de permitir la flotacion del concentrado de cobre en ellos. Posiblemente por si sola,
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GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI aniquilaria a un lago no sélo por el
tensoactivo, sino por la formaciéon de acidos fuertes, hidrocarburos contaminantes e

incorporacion de metales pesados al ecosistema.

Como se puede observar, aunque los experimentos propiamente industriales revelan
a una especie completamente adecuada para el beneficio del cobre, las consideraciones
ecologicas llevan a afirmar que se trata de un ente muy problematico, tanto en el medio
ambiente fabril como en el natural. GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI es una

responsabilidad mayuscula.
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CONCLUSIONES




99

CONCLUSIONES

I. Fue posible obtener un microorganismo con capacidad ferrooxidante de muestras
diferentes a horizontes mineros. El microorganismo fue denominado GARA—

ELIZABETH XOCHIQUETZALLI, en forma abreviada GARA—LIZ.

2. El mejor medio de crecimiento del microorganismo es el adecuado para el

Thiobacillus ferrooxidans.

3. La morfologia del microorganismo es coco, su colonia es blanca, superfial y

amorfa.

4. La mejor temperatura de crecimiento es de 45° C y su temperatura de muerte es

50°C.

5. El microorganismo se puede desarrollar desde pH 7.8, hacia los rangos acidez, el

1doneo en caja Petri es 2.7.

6. La probable rapidez de crecimiento exponencial es 0.3020 Ln Absorbancia/dias

(35° C).

7. El microorganismo no se distingue a 400 X, no se pudo contabilizar por el

método de camara Neubauer.

8. El microorganismo interfiere con los espectros de ultravioleta visible, no se puede
emplear esta técnica para determinar por su metabolismo concentraciones de sulfuros,

sulfatos, fierro o computo de microbios por la Curva Mc Farland.

9. La interferencia se debe a la formacion de diversos hidrocarburos, especialmente

bencénicos y nafténicos, ademas de porfirinas de metales divalentes.
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10. El microorganismo produce un colector capaz de flotar principalmente
calcopirita, puede recuperar las pequenas cantidades de molibdeno y wolframio

probablemente no liberadas del sulfuro de cobre.

11. La ley del concentrado es de 99.2 % de calcopirita, la recuperacioén de cobre por
flotacion fue de 30.11 %, en colas sélo se pierde el 0.78 % de cobre, lo demaés es lixiviado.

Los resultados respectivos pueden ser discutibles.

12. Para esta flotacion, GARA—LIZ no requiere de los reactivos usados en el

beneficio de minerales, puede sustituirlos.

13. A partir de pH cercano al neutro, el microorganismo tiende a disolver en varias
etapas las bases disponibles, etapas concatenadas a fuertes incrementos de acidez, hasta

acercarse al pH de crecimiento idoneo.

14. El desarrollo del potencial 6xido—reduccion revela un microorganismo

fuertemente oxidante del medio.

15. GARA—LIZ tiene capacidad de lixiviar la calcopirita en medio acuoso a pH

bajo, en condiciones normales de presion y temperatura.

16. GARA—ELIZABETH XOCHIQUETZALLI destruye semillas y cultivos de
frijol. Por su capacidad de producir anfifilos e hidrocarburos, es una especie peligrosa en
los medios ambientes acuéticos e industriales confinados y su aplicacion requerira tomar las

medidas y precauciones adecuadas.
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tiempo hasta el anochecer. Tal vez no te alcance mi voz, tal vez no se mitigue el dolor, més

déjame sofiar que siquiera un poquito te cubre mi amor.

Yo agradezco a Gran Jehova Senor Dios de los Ejércitos, a El Maestro Jesus Cristo,
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profundamente mi torpeza para desarrollar el obsequio.

Wir sind metallurgischen Chemie—Ingenieure, Das Elizabeth’s verwegene Truppe.
Wir stiirmen wie die Tiger hervor. Wir fiirchten nicht Hitze und Wiistensand. Wir trotzen
dem Durst und dem Sonnenbrand. Wir rachen Nordmexiko und rachen Siidosten Mexiko‘s,
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Wyue e/ cielo le ha de dar,
No ba o/eseay)erar.

Retrin Mexicano

(OPERACION RIEGELBERG)

El <Gamino de la Rgsa

...Flor Exquisita...

Quiza diligente
Entre prados y fuentes
La miran pasar,

Los libros y estantes
Como un “endenantes”

A la joven sin par.

Sus bellos luceros
Seran lo primero
Que lleves en ti,
y €s su energia
Fulgor de los dias

En labios rubi.

Mas nadie adivina
De angustia la espina

Que lleva en su ser,
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Y todo al ocaso
Observa su trazo

De linda mujer.

Elizabethzita,
Muchacha bonita
Sin sombra o rival.
Elizabethzita,

Quien fuera en visita

Hasta tu portal.

Suspiro, suspiro,
Cuando yo te admiro
Y tiemblo mi bien,
Pues busco sincero
Decirte te quiero

Y te amo también.

Que ta eres mi vida
Por siempre querida
En tierna ilusion,

Que tienes conmigo
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Carino y abrigo,

Leal corazon.

Elizabethzita
Muchacha bonita
Bonita en verdad,
Elizabethzita,

La flor exquisita

De la sociedad.

Te quiero y te afioro
Muy joven tesoro,
No ha habido otro hombre
Que guarde tu nombre,

Tu nombre de amor.

Cipactli Ocelotl
(LIETZE!, ICH LIEBE DICH WOHL!

..ICH WILL DIR IMMER GEHORSAM SEIN)
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