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RESUMEN

Los drenajes acidos mineros (DAM) son una fuente potencial para el aislamiento de microorganismos con
capacidades de lixiviar menas sulfuradas; por ello, su aprovechamiento de estos efluentes permite optar
tecnologias sostenibles y mejorar la recuperacion de metales de valor comercial. La presente investigacion tuvo
como objetivo biolixiviar una mena sulfurada por Acidithiobacillus sp., aislado de un DAM de La Libertad
(Pert). Se enriquecié muestras de DAM en 100 ml de medio 9K a pH 2.5 a 23 + 2 °C por 14 dias y se aislé un
cultivo puro microbiano en medio 9K-agarosa. Se caracteriz por tincion de Gram y su fisiologia empleando
medios inorgénicos (azufre elemental, ion ferroso y tiosulfato de sodio), obteniendo caracteristicas tipicas de
Acidithiobacillus sp. Se determind su tasa de oxidacion del ion ferroso a diferentes pH (1.5, 2.5y 3.5) y su
capacidad de biolixiviacion de una mena sulfurada, obtenida del distrito de Sayapullo - Per(, durante 25 dias a
400 rpm con pH 2.5. Los resultados mostraron una mayor tasa de oxidacion de ion ferroso del 50.13 + 5.4
mg/L.h a pH 2.5 y present6 una mayor recuperacién de cobre (Cu), zinc (Zn) y oro (Au) con el 52, 54 y 30 %,
respectivamente, con una disolucion de hierro del 31%. Por lo tanto, se demuestra que Acidithiobacillus sp.
obtenida de DAM de La Libertad (Peru), puede ser usado como alternativa de recuperacion de metales de valor
comercial mediante biolixiviacion de menas sulfuradas.
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BIOLEACHING OF A SULFIDE-Cu, Zn MINERAL BY Acidithiobacillus sp., ISOLATED
FROM ACID MINING DRAINAGE, LA LIBERTAD (PERU)

ABSTRACT

Acid mine drainage (AMD) is a potential source for the isolation of microorganisms with the ability to leach
sulfur ore; for this reason, its use of these effluents allows the choice of sustainable technologies and improves
the recovery of metals of commercial value. The objective of this research was to bioleach a sulfur ore by
Acidithiobacillus sp., isolated from an AMD of La Libertad (Peru). AMD samples were enriched in 100 ml of
9K medium at pH 2.5 at 23 + 2 °C for 14 days and a pure microbial culture was isolated in 9K-agarose
medium. It was characterized by Gram stain and its physiology using inorganic media (elemental sulfur, ferrous
ion and sodium thiosulfate), obtaining typical characteristics of Acidithiobacillus sp. Its ferrous ion oxidation
rate was determined at different pHs (1.5, 2.5 and 3.5) and its bioleaching capacity of a sulfur ore, obtained
from the Sayapullo district - Peru, for 25 days at 400 rpm with pH 2.5. The results showed a higher ferrous ion
oxidation rate of 50.13 + 5.4 mg/L.h at pH 2.5 and presented a higher recovery of copper (Cu), zinc (Zn) and
gold (Au) with 52, 54 and 30%, respectively, with a solution iron 31%. Therefore, it is shown that
Acidithiobacillus sp. obtained from AMD of La Libertad (Peru), it can be used as an alternative to recover
metals of commercial value by bioleaching sulfur ore.
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1. INTRODUCTION

La biolixiviacion es un método simple y sostenible
con el medio ambiente para la recuperacion de
metales a partir de minerales, desechos metalicos o
suelos contaminados mediante la actividad de los
microorganismos, permitiendo el ahorro de energia
no renovable consumida, bajo costo y apropiado para
los minerales complejos y de baja ley [1]. La
biolixiviacibn se produce por microorganismos
mediante la oxidacion del ion ferroso (Fe®*) a férrico
(Fe*") y reduccién del azufre (Sg, S,0:% y H.S o
polisulfuros) a acido sulfarico (H,SO,); el férrico y
los protones resultantes del A&cido sulfarico
solubilizan los metales de las menas, minerales o
desechos sélidos [1].

Se han encontrado diferentes bacterias acidofilas
oxidantes de hierro y azufre por su potencial
biolixiviacion, como Acidithiobacillus ferrooxidans,
Acidithiobacillus  caldus y  Acidithiobacillus
thiooxidans; sin embargo, el bioproceso basado en
Acidithiobacillus ferrooxidans es el mas empleado y
se ha desarrollado en diversos entornos
experimentables, como lixiviacién en tangue
agitado, lixiviacion en pilas y depositos de residuos,
debido a su capacidad metabdlica para utilizar varios
iones como fuente de energia [3]. Acidithiobacillus
ferrooxidans es una bacteria quimiolitotréfica que
obtiene su energia de la oxidacion de iones ferrosos
y compuestos de azufre reducido; y como fuente de
carbono el dioxido de carbono (CO,); se distribuye
ampliamente en entornos naturales, que incluye el
suelo, agua de mar, agua dulce, cenizas volcanicas y
principalmente en drenajes acidos mineros (DAM)
[2].

Los DAM son el resultado de la oxidacion quimica y
biolégica de minerales sulfurados de estanques de
relaves y botaderos de roca estéril, cominmente
producto de las actividades mineras, y se caracteriza
por un pH bajo y alta concentracion de sulfato y
metales disueltos [3]. En el Perd, existe una
expansion de la extraccion de minerales por las
minerias y se estima que cada afio liberan 13 mil
millones de m® de drenajes &cidos al medio
ambiente; sin embargo, esto trae consigo conflictos

ambientales [4]. Por ello, el aprovechamiento de
estos DAM ricos en bacterias aciddfilas, impulsa su
importancia para su uso en los procesos de
biolixiviacion de minerales, como alternativa para
reemplazar la lixiviacién tradicional por mercurio y
cianuracion [5]. Existen investigaciones previas en
el norte del Perl, como Farfan et al. [6] que
investigaron la extraccion de cobre a partir de
minerales de bornita y calcopirita de relaves
mediante  biolixiviacibn por un  consorcio
bacteriano obtenidos de DAM; asi mismo,
Pairazaméan-Quiroz et al. [7] aislaron Sulfobacillus
sp. y Acidithiobacillus ferrooxidans a partir de
DAM, con resistencia extrema al cobre y con
posibles aplicaciones de biolixiviacion.

Asi mismo, en La Libertad (Peru) se caracteriza por
su amplia actividad minera y se ha encontrado
minerales con alto grado de refractariedad debido a
su elevado contenido de arsenopirita y pirita, que
limitan la extraccién de metales mediante procesos
convencionales [8]. Por lo tanto, la investigacion de
nuevos microorganismos con potencial capacidad
de biolixiviacion, a partir de una diversidad
cultivable, es una ruta alternativa para el avance de
la biotecnologia en la mineria de nuestra region [9].
En el presente trabajo se recolect6 muestras de
DAM de la region de La Libertad ubicada en el
norte del Per(, para aislar y caracterizar cultivos
microbianos de Acidithiobacillus sp.,
posteriormente se tratd por biolixiviacién una mena
sulfurada obtenida de fuentes mineras de Sayapullo
- La Libertad (Pert), para la recuperacion de
metales de valor comercial y aportar una alternativa
de procesar estas menas sulfuradas de Cu-Zn.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Recoleccion de drenaje acido minero

Se recolectaron muestras de DAM de un solo lugar
ubicada en el distrito de Lucma, La Libertad, Peru
(7°36'25,6"S 78°40'28,6"W) (ver Figura 1). Se
llené un frasco de vidrio estéril de 1 litro con
muestras de DAM, se registrd in situ la temperatura
y pH con un equipo multiparametro C5010 y se
mantuvo a 4 °C hasta su procesamiento [10].
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Figura 1. Localizacion del sitio de muestreo del drenaje acido minero en el distrito de Lucma, La Libertad-Peru.

2.2 Aislamiento bacteriano

Se inoculd 25 ml de DAM en 100 ml de medio de
9K: (NH,),SO, (3.0 ¢g/l), K;HPO, (0.5 g/l),
MgS0O,.7H,O (0.5 g/l), KCI (0.1 g/l), Ca (NOs),
(0.01 g/l) y FeS0,.7TH,0 (44.22 g/l), esterilizado por
filtracion (0.22 um de tamafio de poro) y se ajusto el
pH con &cido sulfurico a 2.5. Se incub6 a 23 + 2 °C
con agitacion rotatoria a 120 rpm por 14 dias.
Posteriormente, se sembrd por dilucion en serie 107
en placas de petri con medio sélido de 9K mas 1.5
% de agarosa, se incubd a 25 °C durante 14 dias.
Las colonias caracteristicas se purificaron en 5 ml
de medio 9K y se preservd a temperatura ambiente
[11].

2.3 Caracterizaciébn morfoldgica y fisioldgica

de Acidithiobacillus sp

Se realiz6 una tincion de Gram mediante el método
de Hooker y su morfologia se estudié con un
microscopio optico (Olympus, CX-31) [10]. A partir
del cultivo puro aislado, se caracterizd su fisiologia
empleando  diferentes  medios  estrictamente
inorganicos, como Unica fuente de energia 44.2 g/L
de FeSO, .7TH,0, 10 g/L de azufre elemental en

polvo (S°), 10 g/L de tiosulfato de sodio (Na,S,03) y
10 g/L de tiosulfato de sodio suplementado con
0.1% de glucosa, en un medio sal mineral estéril de
9K [12].

2.4

Se determin6 la tasa de oxidacion de Fe* de
Acidithiobacillus sp. en diferentes niveles de pH
(1.5, 25 y 3.5); se inoculd el 10% del cultivo
microbiano de 7 dias de crecimiento en un medio de
cultivo de 300 ml de sal mineral 9K con 8.14 + 0.25
de Fe*" g/L. Se incub6 a 23 + 1 °C a 130 rpm
durante 168 h. Se monitore6 el pH y la
concentracion Fe?* cada 24 h [13].

2.5

Cinética de biooxidacion de hierro

Recoleccién del

mineral

Se recolectaron 70 kg de mineral de una zona
minera del distrito de Sayapullo, La Libertad — Per
(7°35'41.1"S 78°28'09.4"W) (ver Figura 2). El
mineral se sometié un proceso de chancado, se
molid y tamiz6 a una malla de 200 hasta un tamafio
de particula de 74 um [14].

y acondicionamiento
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Figura 2. Sitio de muestreo del mineral en el distrito de Sayapullo, Per(

2.6  Caracterizacion del mineral

difractometro de rayos X (DRX)

por

El difractograma se obtuvo mediante andlisis de
difraccion de rayos X del mineral que fueron
sometidos a un difractor Rigaku Miniflex 600 (EE.
UU.) con radiacion de cobre a voltaje de 30 KV a
una corriente de 20 mA y una longitud de onda ()
de 0.15 nm [15].

2.7 Biolixiviacion de la mena sulfurada

Se inocularon 10 litros del cultivo de
Acidithiobacillus sp. de 14 dias de crecimiento a pH
1.5 con una densidad de pulpa de 1.5% de mineral
en un biorreactor de acero de 30 litros. Se incub6 a
23 + 2 °C por 25 dias en condiciones de agitacion a
400 rpm. El grupo de control en condiciones
similares sin indculo bacteriano se procesé en
paralelo [16]. Las soluciones y residuos solidos
fueron analizados mediante ICP-OES para Cu, Zn,
Fe, Asy Pb.

2.8

Se realiz6 el ensayo BRT (Bottle Roll Testing) para
evaluar la recuperacién de oro mediante cianuracion
[8]. Se procesd 250 g del mineral biolixiviado en
una botella de 3.8 litros con 0.5 litros de agua y 5.0
g/l NaCN, a un pH controlado entre 10.5-11.0
mediante la adicién de CaO, sobre en un equipo de
rodillos a 40 rpm por 48 h a temperatura ambiente
(20 = 2°C). Al finalizar, se separaron los residuos
solidos cianurados por filtracion y se secaron para el
analisis de oro.

Ensayo de cianuracion

2.9 Meétodos analiticos

Se determind la concentracion de oro (Au) a través
del método fire assay por gravimetria descrito por
Echeverry-Vargas [17]. A su vez, el analisis
multielemental Cu, Pb, Zn, Fe y As se realiz6
mediante espectrometria de emision Optica con
plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES,
Prodigy, USA) (18). El pH se determiné mediante
un equipo multiparametro (Consort, C5010). Se
determind la concentracion de Fe®* mediante el
método modificado por titulacién con permanganato
de potasio (KMnQO,) [19], a través de la siguiente
ecuacion (1):

Fe* (9/L) = ((Viewnos X Nimnoa)/ Vinuestra) X 55.84 (1)

; donde Vimnos €S el volumen de titulacion; Niwnoa,
normalidad de KMnO, y 55.84 g de Fe®*/mol de
FeSO,.7H,0.

2.10 Anadlisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el
software Minitab 18 para determinar la varianza de
los datos para un intervalo de confianza del 95%
[20].

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los DAM obtenidos presentaron un pH de 2.5
debido a la presencia de sulfatos como ion
predominante asociado a depositos de azufre, pirita
o de otros elementos metalicos; del mismo modo, se
observd una coloracion rojiza que constituye la
oxidacion del hierro en su estado férrico [21]. Estos
ambientes generalmente estan asociados con
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bacterias implicadas en los procesos de
biolixiviacion [22]. La cepa aislada (ver Figura 3),
se estudiaron sus principales caracteristicas
morfoldgicas y fisiolégicas como la oxidacion del
azufre elemental y tiosulfato, evidencidndose por la
caida de pH hasta 1 (Datos no mostrados); esta
acidez es debido a la oxidacion disimilatoria de los
compuestos de azufre reducidos que se convierten
en &cido sulfarico en condiciones acuosas [23].
Ademas, la oxidacion de tiosulfato en presencia de
glucosa (0.1%) result6é positiva por la disminucién
del pH y crecimiento celular (Datos no mostrados),
esto muestra la capacidad de algunas especies de
Acidithiobacillus en resistir compuestos organicos,
siempre y cuando la glucosa se encuentra por debajo
a la concentracion del sustrato de iones de azufre en
el medio de cultivo [24].

Figura 3. Caracteristicas morfol6gicas  del
Acidithiobacillus sp. (A) Fotografia de las colonias en
placa con medio 9K-agarosa después de 14 dias de
incubacion; (B) Micrografia (1000 X) de la cepa aislada
cultivada aer6bicamente en medio liquido 9K a
observacion en fresco con azul de metileno 0.1%.

A su vez, se observa la oxidacion del ion Fe** a Fe**
en condiciones aerobicas y acidas, el crecimiento
bacteriano se evidencia en la disminucion de la
concentracion del ion ferroso y el cambio a color
ladrillo del medio de cultivo [25]. Por consiguiente,
los productos observados mediante las reacciones de
oxidacion del ion ferroso y los compuestos de azufre
reducidos, son  tipicos del género de

Acidithiobacillus obtenida en este estudio (ver
Ecuacion 2-4) [26]:

4Fe” + 0, + 4H" > 4 Fe* + 2H,0 )
2S +30,+ 2H,0 > 250,* + 2H,0 3)
Na;S,0; + 20,+ H,0 > SO~ + 2H" + Na,SO,  (4)

En la Figura 4, se muestra la tasa de oxidacion del
Fe?* en medio 9K, con 49, 50 y 45 mg/L.h para un
pH 1.5, 2.5 y 3.5, respectivamente; no obstante, no
se presentaron diferencias significativas (p>0.05)
entre los pH. Estos resultados se asemejan a los
encontrados por Zabihollahpoor & Hejazi [27] que
obtuvieron tasas de oxidacion de Fe* entre 20 — 180
mg/L.h por Acidithiobacillus ferrooxidans PTCC
1646 entre pH 1.2-2, ademas demuestran que los
cambios de cinética de oxidacion también es debido
a las variaciones de la concentracion de hierro
inicial, velocidad de agitacién y la relacion de
volumen liquido del matraz. Asi mismo, se observo
una precipitacion significativa de jarosita en los
medios con pH inicial de 2.5y 3.5 con un cambio de
color ladrillo después de 168 h en todos los
experimentos; mientras que, el control (sin indculo)
no presentd cambio de color ni variacion de la
concentracion del ion ferroso.
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Figura 4. Efecto del pH (1.5, 2.5 y 3.5) sobre la tasa de
oxidacion del Fe?* (g/L.h) por Acidithiobacillus sp.

En la Figura 5, se muestra una fase de latencia hasta
las 50 h con ligera oxidaciéon del Fe* en
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condiciones de pH a 1.5, 2.5 y 3.5, debido a una
variacion gradual del pH experimental a un pH
metabolicamente estable por Acidithiobacillus sp.
Se establece que el pH juega un papel importante en
la oxidacion del Fe**, segin Dominique [28] indica
que un pH superior a 2 conduce a la precipitacion de
hidroxido de hierro (jarosita) en exceso,
interfiriendo con la interaccion de la superficie
celular con el medio, aumentando la viscosidad de
la suspension y haciendo que la transferencia de
oxigeno sea menor; del mismo modo, un pH
cercano a 1.0 perjudica el metabolismo de los
microorganismos. Posteriormente, a partir de las 50
h se observa una tasa constante de oxidacion del ion
ferroso y finalizando todos los tratamientos a pH
final de 1.90 = 0.03 durante las 168 h con una
oxidacion maxima del 72.62% a pH inicial de 2.5.
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Figura 5. Oxidacién de Fe?* a diferentes pH (1.5, 2.5 y

3.5) por Acidithiobacillus sp. a 168 h en condiciones
ambientales (25 * 2°C).

El mineral presenté alto contenido de azufre y hierro
del 53 y 28%, respectivamente, que generalmente
estd asociado por compuestos de pirita (FeS) y
arsenopirita (FeAsS), este ultimo se encontré en
pequefias cantidades de arsénico (1.2%). A su vez,
se encontrd otros metales de interés como cobre
(5%), zinc (2.5%) y plomo (5%) que pueden estar
asociado a compuestos como esfalerita (Fe, ZnS),
calcopirita (CuFeS,) y sulfuro de plomo (PbS), que
generalmente  se  encuentran en  menores
proporciones [29]. Segun el difractograma de rayos
X (ver Figura 6), se corrobord la presencia de pirita
alrededor de 29°, 56 ° y 58.9°, ademés de enargita
alrededor de 28°, 31°, 49° y 52.9° y tennantita en
30°, 35° y 50° [30]; estos dos ultimos se considera
importantes por ocluir elementos de cobre y
arsénico [31]. A su vez, se evidencio la presencia de

esfalerita alrededor de 28°, 34°, 47° y 56°,
caracteristico por componer Zinc. Todos esos
minerales son considerados en el grupo de minerales
de sulfuros. Mientras que, la ley de oro del mineral
fue 2.8 g/t, que comunmente se encuentra en forma
de oro envolvente u oro intergranular en los sulfuros
metalicos [32].
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Figura 6. Difractograma de la mena sulfurada obtenida
de la zona minera del distrito de Sayapullo, La Libertad —
Perd.

En su proceso de biolixiviacion del mineral por
Acidithiobacillus sp. (ver Tabla 1), se obtuvo una
recuperaciéon de 52 y 54% de Cu y Zn,
respectivamente; estos resultados superan a otros
valores obtenidos por Rouchalova et al. [33] que
alcanzaron el 37% de Zn y 26.34% de Cu durante
26 dias, asi mismo Wang et al. [34] alcanzaron un
45% de cobre después de 75 dias. A su vez, se
obtuvo una disolucion de hierro del 31%, que
generalmente se le atribuye a la oxidacion del
mineral, no obstante, se debe prestar atencién a que
existe un valor éptimo de hierro en la solucién dado
que su aumento podria tener un impacto negativo e
inhibir el crecimiento y actividad microbiana [35].
Mientras que, la recuperacion de oro fue el 30% por
cianuracion  después  del tratamiento  de
biolixiviacion del mineral, mejorando el proceso de
lixiviacion y disminuyendo los altos ciclos de
cianuracion que normalmente se obtienen bajos
rendimientos de 15 — 25% [36]. Del mismo modo,
nuestros hallazgos se complementan con las
investigaciones de Li et al. [37] que obtuvieron una
recuperacion del 36-78% de oro después de 80 dias
de biooxidacion en pilas a partir de una mena de
oro. Asi mismo, el proceso de recuperacion puede
mejorarse complementandose con sucesivas etapas
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de tratamiento, como Wang et al. [38] que
obtuvieron una recuperacién de 83.6-90.3% de oro a
partir de una mena de oro concentrado mediante
tratamientos sucesivos de Sulfobacillus
thermosulfidooxidans, Acidithiobacillus caldus vy
Ferroplasma thermophilum a 45 °C.

Tabla 1. Porcentaje de disolucidn de elementos metalicos
recuperados durante la biolixiviacion del mineral de
sulfuro por Acidithiobacillus sp.

Elemento . % de_ ) DeS\{iacic')n
disolucion estandar

Cobre 52.1 21.6
Hierro 31.3 18
Zinc 53.2 25.2
Arsénico 0.35 0.2
plomo 6.05 2.6
Oro? 30.38 0.3

a: Recuperacion mediante cianuracion luego del tratamiento por
biolixiviacion.

4. CONCLUSIONES

Se logr6 recuperar significativamente el 52, 54 y
30% de cobre, zinc y oro, respectivamente,
mediante tratamiento de biolixiviacion por un
cultivo microbiano Acidithiobacillus sp., aislado de
DAM de La Libertad (Per(), asi mismo, posee un
metabolismo quimiolitotréficamente establecido y
una capacidad de oxidacion de Fe*" del 50.13 + 5.4
mg/L.h a pH 2.5. Por lo tanto, Acidithiobacillus sp.
aislado de DAM, es prometedor para la
recuperacién de metales de menas sulfuradas de Cu-
Zn.
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