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RESUMEN

El beneficio del oro a partir de minerales refractarios con alto contemdo de pirita y
arsenopirita, representa un grave problema por la baja recuperacion de oro y la generacion de
contaminaciéon por el proceso de cianuracion; sin embargo, la utilizacion de microorganismos
como Thiobacillus ferrooxidans para lixiviar este tipo de minerales como un pretratamiento previo
al proceso de cianuracion, incrementa la recuperacion del metal y disminuye en casi 10 veces la
concentracion de cianuro. El objetivo de este trabajo fue el de aslar cepas -nativas de T
ferrooxidans y obtener clonas con una mayor resistencia a arsénico y con mayor actividad
oxidativa de fierro para recuperar oro a partir de minerales con aito contenido de pinta y
arsenopirita. De 29 cepas nativas y caracterizadas de T. ferrooxidans, seleccionamos una cepa
denominada T1 y ¢sta se sometid a presion selectiva con cantidades crecientes de AslII (0 a 2,000
ppm de Aslil), logrando obtener una cepa capaz de crecer en 1,800 ppm de AsliIl, denominada
T18. Las cepas T1 y T18 fueron evaluadas en base a la velocidad de crecimiento en medio 9K
suplementado con Fell y algunos iones metalicos. Con respecto al Fell se observé una mayor
capacidad oxidativa para T18, siendo ésta de un 9%. Ambas cepas toleraron Cu, 100 ppm; Cd,
200 ppm y Mo, 200 ppm, pero fueron inhibidas por Ag a 5 ppm, Sorprendentemente, solo la cepa
T18 resistio Hg a 15 ppm. Ambas cepas fueron sometidas a un proceso de biolixiviacion para
recuperar ofo a partir de un concentrado de pirita y arsenopirita con leyes de As, 2.1 %; Fe, 28.4
% y Au, 9.8 g/t. El analisis mineralogico y quimico del mineral demostro la presencia de pinita y
arsenopirita y que la mayor cantidad de oro estd asociada a arsenopirita. Aunque ambas cepas
mostraron actividad metabdlica en el proceso de biolixiviacion, ésta fue mas alta con la cepa T18,
encontrandose un incremento del 10n férrico y del arsénico total en solucion, concomitantemente
con una disminucion del ion ferroso. La recuperacion de oro con la cepa T18 se incrementd 1.7 y
10 veces, con respecto a la cepa Tl y al mineral no biolixiviado, respectivamente, Nuestros
resultados, indican que una etapa previa de presion selectiva para la obtencion de una cepa
resistente a arsénico, con mayor capacidad oxidativa de Fell y la utilizacién de ésta en un proceso
de biolixiviacion, incrementan sigmficativamente la recuperacion de oro a partir minerales
refractarios, en los cuales ¢éste se encuentre asociado principalmente a nivel de cristales de

arsenopirita



ABSTRACT

Gold recovery from refractory ores with high contents of pyrite and arsenopyrite,
represents a biggest problem by the low gold recovery and the waste water caused by cyanide
process, however, a pretreatment using microorganisms like Thiobacillus ferrooxidans for
leaching these minerals, before cyanide process, it increase the metal recovery and decrease about
10-fold the use of cyanide. The goal of this work was to isolate native 7. ferrooxidans strains from
acid mine drainages and obtain high arsenic-resistance denvates for gold recovery from ores with
high contents of pyrite and arsenopyrite. We be able to isolate 29 7. ferrooxidans strains, we
selected one strain called T1. It was subjected to selective pressure increasing Aslil (from 0 to
2,000 ppm of AslII) concentrations. So, we obtained an strain with 1,800 ppm of AslII resistance,
and it was identified as T18, T1y TI8 strans were tested according with their growth rate in 9K
medium supplemented with Fell and other metallic ions. The T18 strain displayed an increased
oxidative action on Fell, being it 9%. Both strains resisted Cu, 100 ppm; Cd, 200 ppm and Mo,
200 ppm, but Ag at S ppm cuased growth inhibition. Surpnsingly, only T18 strain resisted Hg at
15 ppm. Both strains were subjected to a bioleaching process for recovery of gold from a pyrite-
arsenopyrite concentrate with concentrations of As, 2.1 %; Fe, 28.4 % and Au, 9.8 g/t. Chemistry
and mineralogical analysis of the mineral showed the pyrite and arsenopyrite presence and that the
gold is associated mainly to a level of arsenopyrite. Notwithstanding, both strains displayed
metabolic activity during bioleaching process, T18 strain had a better behavior, find an increasing
of ferric iron and total arsenic in the liquor leaching, concomitantly with a ferrous iron decrease.
Recovery of gold with T18 strain was increased about 1.7 and 10-fold, compared with T1 strain
and non-bioleached ore, respectively. Our results, indicate that a previous step using selective
pressure for obtain an arsenic-resistant strain and its use in a bioleaching process, significatively
increased the gold recovery from refractory ores, where the gold is associated mainly to level of

arsenopyrite lattice.



INTRODUCCION

El oro es uno de los metales preciosos de mayor importancia a nivel mundial por su amplia
utilizacion en joyeria e industria. A nivel industnial, una de las actividades de mayor demanda de
oro es la electronica, donde por sus caracteristicas de ductilidad, resistencia a la corrosion y
conductividad térmica y eléctrica, convierten al oro en ¢l mejor de los materiales (Reese, 1994).

Actualmente, la produccion de oro a nivel industrial se ve afectada por el agotamiento de
minerales que pueden beneficiarse por métodos metalirgicos tradicionales. En la naturaleza, el oro
se encuentra en una amplia variedad de minerales, tales como calaventa, telururos, rocas igneas y
sedimentarias, en combinacion con minerales como cuarzo, plata (electrum) y diseminado o
incluido en minerales de sulfuro y selenuros (Dara y Ford, 1984, Dud'a et al., 1989; Reese, 1994).
Metalurgicamente, ¢! oro se encuentra presente en tres grandes categorias de minerales: con oro
libre; metalicos; y refractarios; lo anterior trae como consecuencia muchas opciones de tratamiento
y recuperacién, desde métodos sencillos hasta métodos altamente sofisticados y rutas de obtencion
relativamente complejas (Henley, 1975).

Los minerales con oro libre son aquellos en los cuales utilizando métodos metalirgicos
tradicionales, el metal puede ser liberado bajo una molienda adecuada, su recuperacion es alta y
los costos de operacion son relativamente bajos . Los minerales metalicos contienen
principalmente cobre (Cu), zinc (Zn), plomo (Pb), niquel (Ni) y cantidades considerables de oro
(Au) y plata (Ag), y éstos pueden recuperarse, mediante procesos minero-metalirgicos como la
fundicion y la refinacién, en virtud de que todos tienen valor comercial. Los minerales refractarios
son aquellos en los cuales el oro y la plata se encuentran finamente diseminados o incluidos,
principalmente en cristales de pirita y arsenopinita, y el oro no puede ser beneficiado
satisfactoriamente utilizando métodos metalirgicos tradicionales (McPheat, ez a/., 1969, Addison,
1980).

Usualmente la recuperacion de oro se realiza mediante un proceso de cianuracion directa,
utilizando cianuro de sodio (McArthur, ef al., 1887), y normalmente requiere de 1 a 2 kg de
cianuro por tonelada de mineral tratado (Habashi, 1967). Este proceso funciona adecuadamente en
minerales no refractarios (cuarzo o silicoaluminatos principalmente), siempre y cuando no haya

presencia de otros metales o metaloides que actiien como cCianicidas, €sto es, que reaccionen y



compitan con los metales preciosos por el cianuro (Habashi, 1967, Pehlke, 1979), lo cual ocasiona
bajas recuperaciones de oro y considerables consumos de cianuro, con el consiguiente incremento
en los castas de beneficio y la dificultad para disponer de los residuos toxicos.

La recuperacion del oro incluido en minerales refractarios, requiere de un pretratamento
para liberar el metal del mineral huésped, debido a que cuando se utilizan métodos para
beneficiarlo como la gravimetria o la cianuracion directa, las recuperaciones son usualmente bajas.
Los pretratamientos mas utilizados para incrementar la recuperacion son: 1) tostado, el cual
remueve €l arsénico y “abre” los minerales refractanios, haciéndolos susceptibles a la cianuracion
(Connel y Cross, 1981); 2) presion y temperaturas altas en autoclaves seguidas de cianuracion
(Berezowsky y Weir, 1983, Guinivire, 1984; Beattie y Raudsepp, 1985). Estos pretratamientos
requieren de equipo altamente sofisticado y personal especializado para el manejo del mismo, asi
cormo minerales con leyes altas de oro, lo cual ocasiona limitaciones en su empleo (Marchant,
1985).

Una alternativa para disminuir los costos de pretratamiento, es 1a utilizacion de sistemas
biolégicos conocido como biolixiviacion. En este proceso, los microorganismos oxidan el fierro y
azufre de los minerales refractarios exponiendo el oro a la accion directa del cianuro (Lawrence y
Bruynesteyn, 1983; Bosecker, 1997).

Entre los microorganismos mas utilizados en la biolixiviacién se encuentran miembros del
aénero Thiobacillus, Sulfolobus y Acidiphilium (Kelly et al., 1979; Norris y Parrot., 1986, Wiegel
v Ljungdahl, 1986; Rawlings y Kusano, 1994). La biotecnologia para la obtencion de oro a partir
de minerales refractarios se ha basado en Thiobacillus ferrooxidans (Baldi et al., 1992). T.
Jferrooxidans es una bacteria gram negativa, quimiolitoautotrofica acidofila, que obtiene su energia
a partir de la oxidacion del fierro ferroso, azufre y compuestos de azufre reducidos y que fija
bioxido de carbono atmosférico, el cual utiliza como unica fuente de carbono (Hutchins ef af.,
1986, Kelly y Harrison, 1989). Sin embargo; el crecimiento de 7. ferrooxidans, al igual que otros
microorganismos, puede ser inhibido por la presencia de arsénico (As} y otros ones metalicos
como Cd, Cu, Mo, Ag. Sb y Hg, presentes normalmente en minerales de pirita y arsenopinta y
cuyas concentraciones particulares dependen de la ubicacion geografica y formacion geologica del
vacimiento de la cual se obtiene. Este hecho puede ser una limitante para el microorganismo

durante el proceso de biolixiviacion



Las alternativas biotecnologicas de este proceso se han basado en dos grandes estrategias:
1) aislamiento de cepas nativas adaptadas a las diversas zonas geologicas y 2) la modificacion
genética de 7. ferrooxidans (Shiraton, 1991). En nuestro pais, existen fundos mineros con alto
contenido de oro en matesiales refractarios, mismos que no han sido explotados adecuadamente.
Por tal motivo, nos preguntamos; jel proceso de biolixiviacion con cepas nativas incrementara la
obtencion de oro?, jla manipulacion genética de alguna de las cepas nativas aumentara la
biolixiviacién?, ;la obtencion de cepas con alta resistencia a arsénico y con mayor actividad ‘
oxidativa de fierro, mejorara la recuperacion de oro a partir de pirita y arsenopirita?. En base a

esta preguntas, planteamos la siguiente hipotesis:

Hipétesis: El proceso de biolixiviacion para la recuperacion de oro a partir de pirita y arsenopirita
se podria incrementar, usando cepas nativas y modificadas de Thiobacillus ferrooxidans con alta
resistencia a arsénico y con mayor actividad oxidativa de Fell.

Para demostrar nuestra hipétesis, zios hemos planteado los siguientes objetivos:

Objetivo General:
Incrementar los niveles de corrosidn de los minerales refractarios para mejorar [a obtencion
de oro, utilizando cepas de 7. ferrooxidans con diferentes grados de resistencia a arsénico y con

mayor actividad oxidativa de fierro ferroso.

Objetivos particulares:

1.- Aislamiento de cepas nativas de 7. ferrooxidans a partir de diferentes aguas de mina.
2.- Determinacion de la resistencia natural a As, Mo, Cu, Cd, Hg y Ag.

3.- Obtencion de cepas con alta resistencia a arsénico.

4.- Biolixiviacion de minerales refractarios, a nivel de laboratorio, con cepas nativas y modificadas.



ANTECEDENTES

Durante siglos el oro ha sido utilizado en joyeria y orfebreria; sin embargo en afios
recientes, se le han dado otros usos industriales, principalmente en la industria electronica. Este
hecho ha motivado una creciente demanda mundial de este metal, 10 que ha provocado la
sobreexplotacion de la vetas susceptibles a tratamientos convencionales (Reese, 1994). La gran
demanda de este metal ha ocasionado que la recuperacion de oro se realice, cada vez con mayor
frecuencia, a partir de minerales refractarios para los cuales los procesos tradicionales son menos
rentables, requiriéndose de pretratamientos de tipo oxidativo que incrementan los costos de
beneficio.

Desde el punto de vista metalirgico, el oro se encuentra presente en tres grandes
categorias de minerales: con oro libre, metalicos y refractanos. Naturalmente, el oro se encuentra
en una amplia variedad de minerales, tales com¢ calaverita, telururos, rocas igneas y
sedimentarias, en combinacion con minerales como plata {(electrum), selenuros, y diseminado o
incluido en minerales de cuarzo y silicoaluminatos, y en minerales de sulfuro (Dana y Ford, 1984;
Reese, 1994). Lo anterior trae como consecuencia muchas opciones de tratamiento y
recuperacién, desde métodos sencillos hasta métodos altamente sofisticados y rutas de obteacién
relativamente complejas (Henley, 1975).

Los minerales refractarios que contienen pinta y arseropirita, requieren de un
pretratamiento previo a la recuperacion del metal. Los pretratamientos mas comunes son el
tostado, oxidacion por presion y biolixiviacion. Los dos primeros involucran altos costos de
operacion e infraestructura especializada, ademas de consumo de combustibles provenientes del
petrdleo.

Una comparacion de los métodos de pretratamiento de minerales refractanos previos a la
cianuracion (Tabla 1), que comprenden a los factores mas importantes operacionales y
econdmicos para la recuperacion de oro a nivel industnal, indican que la biolixiviacion representa

el pretratamiento mas viable.

El proceso de biolixiviacion es un evento natural que se ha aprovechado por décadas para

la recuperacion de metales (Brierley, 1982; Merson, 1992), prncipalmente cobre (Brierley, 1978),



uramo (McCready y Gould, 1990) y oro (Livesey-Goldblatt ef al., 1983). Los procesos de
lixiviaciones biol¢gicas han sido evaluadas sobre diferentes tipos y minerales de diversas zonas
geograficas. Literalmente, podria decirse que no existen dos minerales exactamente iguales; por tal
motivo, cada depdsito de mineral debera ser evaluado previamente a la lixiviacién ya que todos

poseen diferencias cualitativas y cuantitativas en su composicion mineralogica,

Tabla 1. Comparacion de prefratamientos de minerales refractarios.

Factor de costos: Biolégico | Presion | Tostado
1.- Minerales con alta ley de oro (>5 g/ton) Si Si Si
2. Oxidacion selectiva de sulfuros Si No No
3. Datos historicos v diseiios disponible Si Si Si
4. Adecuado para concentrados con baja ley de sulfuros No Si Si
5. Equipo minero de procesamiento convencional Si No No
6, Alto costo de matenimicato por uso de equipo No Si Si
7. Control de temperatura para los depdsitos Si Si No
8. Planta de vapor y/oxigeno requerida No Si No
9. Adecuado para minerales alcalinos o carbonatados No Si Si
10. Acido producido disponible para la venta No No Si
11. Arsénico producido como As™ Si Si No
Adaptada de Marchant, 1985,

La biolixiviacion es una oxidacién biolégica del azufre y fierro presentes en los minerales
refractarios, calcopirita (CuFeS;), pinta (FeS;) y arsenopirita (AsFeS) principalmente, que resulta
en la solubilizacion en el licor de lixiviacion en el caso de cobre y uranio, y en la exposicion del
oro, contenidos en estos minerales. En el caso del oro, cuando no se emplea la biolixiviacidn, el
método convencional de beneficio involucra cianuracion directa, en donde la recuperacion del
metal es pobre y alto el consumo de cianuro, lo cual provoca problemas para la disposicién de los
residuos toxicos.

Las operaciones de biolixiviacion a nivel industrial (Marchant, 1986a), se llevan a cabo

utilizando consorcios de microorganismos altamente acidofilicas que pueden incluir, Thiobacillus



ferrooxidans, Thiobacillus thiooxidans, Leptospirillum ferrooxidans y bacterias del género
Acidiphiltum (Harrison, 1984; Kelly, 1988}, aunque se ha demostrado que 7. ferrooxidans es el
miembro mas activo en estos consorcios de bacterias mesofilicas (Rawlings y Kusano, 1994).

Lo anterior confirma la importancia de conocer cual(es) son los microorganismos
realmente involucrados en los procesos de lixiviacion, lo que facilitaria el tener procesos mas
controlados biologica y técnicamente a todos los niveles, desde el laboratorio hasta el tratamiento
industnal.

A temperaturas superiores a 45 °C, se han utilizado bactenias del género Sulfobaciilus
(Norris, 1990), y en condiciones extremas de temperatura, mayores a 65°C, las archaebacterias
termofilas que se han caracterizado en laboratorio son del género Sulfolobus y Acidians, pero ain
no se aplican a nivel industrial (Rawlings y Kusano, 1994). )

Las especies de Thiobacillus son responsables de la solubilizacion y lixiviacion de metales
pesados y preciosos, como el oro, a partir de minerales de pinta y arsenopirita. Para su
crecimiento utilizan CO, atmosférico como fuente de carbono, obteniendo su energia a partir de la
oxidacion del Fe ferroso (Fell) a férrico (Felll), con produccion de acido sulfurico y Felll como
subproductos de su metabolismo (Ingledew, 1982; MacFadden y Denend, 1972).

El mecanismo que se ha propuesto (Ehrlich, 1964; Pinches, 1975; Karavaiko ef al., 1986)
para la oxidacion de la pinta y la arsenopirita con la subsecuente produccion de acido sulfurico,
fierro férrico y arsénico pentavaiente, ocurre de acuerdo a las siguientes reacciones:

Pirita:
4FeS; + 140, + 4H,0 — 4FeSO; + 4H,S0,
4FeS0Oq + O, + 2HSO4 — 2Fey(S04): + 2H,0
FeS; + Fe2(S0s4); — 3FeS0O, + 2§°

28° + 2H,0 + 30, - 2H,S0,



Arsenopirita:
4FeAsS + 130; + 6H,0 — 4H;AsO, + 4FeSO,
4FeAsS + 110; + 2H,O0 — 4HAsO, + 4FeSQ,
HAsO, + FeXSO4; + 2H,0 — H:AsO, + 2FeSO, + H,S0,
2FeAsS + Fey(SO¢); + 4H,0 + 60; —» 2H;AsO4 + 4FeSO. + H2SO4

2H3A504 + FCz(SO4)3 — 2FeAsO, + 3H2804

Los requerimientos nutricionales de 7. ferrooxidans, son bastante modestos, en ambientes
naturales, aereacion y agua acida son suficientes para que crezca a expensas del fierro presente en
la pirita, arsenopirita y/o calcopirita, y puede aislarse con relativa facilidad a partir de drenajes
acidos de minas asociadas con minerales refractarios o depdsitos carbaniferos (Rawlings y
Kusano, 1994).

Una de las caracteristicas mas importantes de las cepas nativas de 7. ferrooxidans, es su
resistencia inherente a altas concentraciones de iones metalicos (Torma, 1977; Touvinen ef al.,
1971) y su adaptabilidad en el laboratorio, a altas concentraciones de iones generalmente
inhibitorios del crecimiento bacteriano (Holmes y Ul Haq, 1989).

Numerosos trabajos de investigacion han sido publicados y/o presentados en diferentes
foros, los cuales muestran un incremento significante en la recuperacion de oro, utilizando T-
Jferrooxidens, en una oxidacion previa de los minerales refractarios seguida de una cianuracion
directa, haciendo énfasis tambien, en las velocidades practicas de obtencion y en lo economico del
proceso (Lawrence y Bruynesteyn, 1983; Livesey-Goldblatt ef al., 1983, Lawrence y Gunn, 1985;
Marchant, 1986a,b; Lawrence y Marchant, 1988, van Aswegen y Haines, 1988).

El crecimiento de 7. ferrooxidans sobre los minerales refractarios es facilitado por una

estrecha interaccion bacteria-mineral (Bennet y Tributsch, 1978) y usualmente se asume que la



bacteria esta intimamente asociada con 1a superficie del mineral (Southam y Beveridge, 1992). Las
proteinas responsables de la adhesion no son liberadas al medio, sino que estan asociadas con la
envoltura celular de Thiobacillus (Harmson, 1984). Auin no se conoce el mecanismo de adhesion
de T. ferrooxidans, y su papel de como aitera la superficie quimica del muneral; aparentemente, la
adhesion depende de propiedades bioguimicas inherentes al microorganismo, asi como de
propiedades interfaciales que se presentan durante la biolixiviacion (Devasia ef al., 1993).

Las propiedades de su;icrﬁcie que afectan 1a adhesion son la hidrofobicidad de la superficie
celular y el potencial electrocinético (Van Loosdrecht ef al., 1987, Van Loosdrecht et al., 1990).
T, ferrooxidans tiene preferencia para adhenrse a minerales tales como la pinita (FeS,) y la
arseropinta (AsFeS8); la acumulacion de Fe férrico inhibe esta adhesion, no asi la presencia de Fell
(Ohmura ef al., 1993).

Monroy y colaboradores (1995), han demostrado mediante estudios de microscopia
electrénica que T. ferrooxidans, abre “poros de corrosion” a través de la superficie expuesta del
mineral hacia el interior del mismo, lo cual penmnite suponer que de esta manera alguna cantidad de
oro es hberado y el resto, que no alcanza a liberarse, esté lo suficientemente expuesto para ser
lixiviado por el cianurg, obteniendo incrementos sustanciales en la recuperacién del oro.

En la naturaleza, existe un grupo de iones que ejerce un efecto toxico sobre el crecimiento
de los microorganismos, entre ellos se encuentran el arsénico, el cadmio, el mercurio, el
antimonio, el cromo, la plata y otros. Por lo general, los minerales de pinita y arsenopinita pueden
contener, a nivel traza o de ppm, este tipo de iones, en proporciones variables, dependiendo de la
ubicacion geogtafica del yacimiento. La presencia de metales pesados en ¢l ambiente ejerce un
efecto inhibitorio sobre la mayoria de los microorganismos, pero por otro lado, puede seleccionar
variantes naturales resistentes al efecto toxico del ion metalico.

En la literatura existen reportes sobre la caracterizacion de los genes bactenanos y
mecanismos responsables que confieren resistencia para algunos metales pesados, entre los cuales
destacan el Cromo (Cervantes y Ohtake, 1988; Cervantes y Vaca, 1991; Lshibashi et al, 1990, Nies
et al., 1990; Ohtake ef al., 1987), el Cobre (Cha y Cocksey, 199); Venkateswerlu ef al., 1989); el
Cadmio (Nucifora g1 al., 1989; Silver, 1991); el Molibdeno (Sugio ef a/., 1988); la Plata (Goddard
y Bull, 1989; Goddard v Bull, 1989a; Haefel ef al., 1984); el Antimonio (Cervantes y Chavez,

1992; Kaur y Rosen, 1992); asi como el Arsénico y el Mercurio; todos estos iones pueden estar



presentes en los minerales refractarios como la pirita y ]a arsenopirita a nivel traza o de partes por
millon (ppm) (Dana y Ford, 1984); por lo cual deben ser tomados en cuenta al momento de utilizar
a T. ferrooxidans en el proceso de biolixiviacion,

Para el caso particular del mercurio, en 7. ferrooxidans se ha caracterizado
molecularmente un operén denominado mer, que confiere resistencia a este metal, este operén se
localiza a nivel cromosomal y ha sido clonado y determinada la secuencia nucleotidica en su
totahidad (Inoue ef al., 1989: Inoue et al., 1990; Shiraton ef al., 1989).

La resistencia al arsénico se debe principalmente a la presencia de genes localizados en
plasmidos encontrados en bacterias Gram positivas y Gram negativas, tanto de origen clinico
como natural. El espectro de resistencia conferido por plasmidos incluye a los iones arseniato,
arsenito y antimonio (Silver ef al., 1981). En E. coli y §. aureus, |a resistencia esta determinada
por un grupo de geres asociados con un operén denominado ars, cuyo funcionamiento es
irducido por cualesquicra de ios iones anteriores (Silver y Misra, 1988). El arseniato es toxico
para las bacterias porque actiia como un analogo de fosfatos; es canalizado por el sistema de
transporte de la bacteria e interfiere intracelularmente con la formacién de intermediarios
fosforilados (Willsky y Malamy, 1981); o sea, la toxicidad por arseniato es funcionalmente
equivalente al ayuno de fosfatos. El arsemto es aun considerablemente mas toxico que el arseniato,
ya que reacciona con los grupos sulfhidrilo de las proteinas inactivando una gran cantidad de
enzimas de diferentes rutas metabolicas (Knowles y Benson, 1983).

Con respecto a uno de los iones mas importantes para el presente trabajo, en L. coli se
han reportado la identificacién y caracterizacion de un grupo de genes que confieren resistencia al
arsenico, dichos genes forman parte del operdn ars, localizado en el plasmido conjugativo R773
(Hedges y Baumberg, 1973). Por hibridacion con sondas especificas, se ha mostrado que el
determinante genético esta ampliamente distribuido en bactenas Gram negativas (Mobley ef al.,
1983). A partir del plasmido R773, se ha subclonado un fragmento Hindlll de 4.3 kpb que
contiene la mayoria de los genes del operdn ars, este fragmento ha sido secuenciado. El analisis de
la secuencia nucleotidica, indica 3 marcos abiertos de lectura para los genes arsA. arsB y arsC. El
gen arsA, se encuentra en la regidn ' terminal del fragmento y comprende aproximadamente 1.8
kpb, el gen arsB se encuentra en la region intermedia (1.5 kpb) v el gen arsC (1 0 kpb) se localiza

en la region 3' terminal (Chen e/ a/., 1986a). También se ha identificado otro gen que forma parte
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del operon ars, denominado arsR, y se localiza en el extremo $' del operon (San Francisco et al.,
1990). El operdn ars se transcribe formando un solo RNAm de 4,400 nucleotidos (Owolabi y
Rosen, 1990).

Las proteinas ArsA y ArsC se encuentran asociadas a la membrana celular formando una
bomba de iones; ArsA es una proteina hidrofilica de 63.169 kDa con actividad de ATPasa (Rosen
et al,, 1988), y comprende la subunidad catalitica que genera la energia para expulsar de la célula
al ion toxico a través del canal i6nico; ArsB es una proteina hidrofébica de 45.577 kDa, y
corresponde a la subunidad que conduce los aniones, se localiza en la membrana interna y también
sirve de anclaje para ArsA (Chen ef al., 1986a); ArsC es una proteina hidrofilica de 15.811 kDa y
funciona como reguladora del operén (Rosen ef al., 1991); y por Gltimo, ArsR es una proteina
represora que regula la expresion del operon ars (Wu y Rosen, 1991). Los productos de los genes
arsA y arsB son suficientes para la resistencia a arsenito, el gen arsC se requiere para la
resistencia a arseniato {Chen et al., 1985).

Otro mecanismo de resistencia a arsenito, no conferido por plismidos, se encontré en
bacterias del tipo Alcaligenes, y consiste en la oxidacion del arsenito (AslII), a la forma menos
toxica de arseniato (AsV) (Williams y Silver, 1984), no se conoce si en T. ferrooxidans se
presenta un mecanismo similar,

Como puede observarse, el conocimiento actual sobre los mecanismos de resistencia de 7.
Serrooxidans a metales pesados, es aun limitado por lo que se vuelve indispensable estudiar estos
eventos, asi como los mecanismos involucrados en los procesos de replicacion. transcripcion y
traduccion, para tener la capacidad de producir cepas mejoradas y ejercer un mayor control en los

procesos a nivel industrial.
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MATERIALES Y METODOS

]. Obtencion de agua de mina y enriquecimiento bacteriano. El agua de mina conteniendo las
muestras biologicas, provino de 3 fundos mineros domésticos, “Nochebuena™ (Saltillo, Coah.),
“Los Halcones” (Parral, Chih.) y Minera “Cananea” (Cananea, Son.), constituidos por minerales
de pirita, arsenopinta y calcopirita. Las muestras se recolectaron en frascos estériles de 100 ml.
Una alicuota de 10 ml! fue transferida a un matraz de 250 ml conteniendo 90 ml de medio liquido
9K suplementado con FeSO47H;0 (Silverman y Lundgren, 1959), ajustando el pH= 3.0 con
H,SO,. Las muestras se incubaron a 30°C en agitacion constante (175 rpm) en una incubadora con

agitacion (New Brunswick Innova 4000).

II. Aislamiento de cepas de T. ferrooxidans. A partir del cultivo de pre-enriquecimiento, se
tomé una alicuota de 50 pl y se distnbuyé homogéneamente sobre cajas de Petri, conteniendo
diferentes medios selectivos (Harrison, 1989; Kelly y Harrison 1989) para la identificacion de
cepas de 7. ferrooxidans y de otro tipo de microorganismos presentes en estos consorcios. Las
cepas puras de I. ferrooxidans fueron crecidas en medio liquido 9K suplementado con sulfato
ferroso, para su caracterizacidn posterior, y unas alicuotas fueron almacenadas en presencia de

glicerol al 50% en un congelador REVCO a -70°C.

I1. Obtencion de cepas de Thiobacillus ferrooxidans resistentes al arsénico, Aguas de mina
provenientes de depositos de minerales refractarios de pirita y arsenopirita y calcopirita fueron
inoculadas en medio liquido 9K conteniendo sales basicas como se describe a continuacion: (g/L)
(NH4),S0s, 3.0; K;HPO,, 0.5; MgSO,, 0.5; KCl, 0.1 y Ca(NOs);, 0.01, suplementado con
FeSQ,7H20 a una concentracion final de 40 g/L. de acuerdo al método descrito por Silverman y
Lundgren (1959) La identificacion de Thiobacillus ferrooxidans se hizo de acuerdo al Manual de
Bergey (1989): La identificacion de colonias en medio sélido se hizo usando el método descrito
por Shiratori, et al., (1989), modificando el uso de silica coloidal por agar-agar como base sblida.

Se picaron colonias y se resembraron en medio liquido, para tener cepas aisladas.
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El método utilizado para obtener cepas resistentes al arsénico, fue una presion selectiva, en
la cual se afadieron a cultivos bactenanos en medios liguidos 9K, cantidades crecientes de AsllI
como m-arsenito de sodio (m-NaAsQ;), en etapas sucesivas de 200 en 200 ppm, hasta lograr tener

crecimiento de bacterias a la concentracion mayor de 1,800 ppm.

III. Caracterizacion de resistencia a otros metales pesados. Las cepas de I. ferrooxidars se
caracterizaron en su resistencia a otros iones inhibitorios del crecimiento bactenano como cobre,
mercurio, cadmio, molibdeno y plata. Para llevar a cabo esta prueba, se prepar6 medio liquido 9K
adicionado con FeSQ,, y se aiiadieron sales de cada elemento a diferentes concentraciones para
estatlecer las condiciones de crecimiento de acuerdo a su resistencia para cada uno de ellos por
separado, las sales afiadidas fueron CuSO, 5H;0, HgCl;, CdCl;, Na;MoO,2H,0 y AgNO;, enel
caso de la plata, se omitio el KCl en el medio de cultivo, y el crecimiento en cada caso fue

registrado.

IV. Preparacién y andlisis del concentrado de pirita y arsenopirita. Una muestra de mineral
de pirita y arsenopirita de aproximadamente 50 kg fue homogeneizada utilizando el método de
cuarteo hasta llegar a una muestra representativa de aproximadamente 10 kg. Postenormente se
seco a 70 °C, se volvid a homogeneizar utilizando un muestreador automatico Sepor Precision
Sampler y se pulverizé en un Disc/Plate Pulverizer Bico-Braun. Se prepararon porciones de 500 g
cada una y se hicieron analisis de cribas; después se determinaron los porcentajes y leyes de los
principales elementos presentes. La determinacion de 1a ley de oro se llevo a cabo por medio del
ensaye por fuego; el plomo por complejometria con EDTA, el arsénico, el cobre, el znc, el
manganeso, el antimonio y el cadmio por absorcion atéomica;, y el mercurio por generador de
hidruros en un equipo de absorcién atéomica Perkin-Elmer Mod. 3110; el fierro por
dicromatometria, y el azufre por gravimetria precipitando como sulfato de bario. Para la
identificacion de la pirita y la arsenopinita se tomo una muestra ya homogencizada y se analizd
cualitativamente por difraccién de rayos X utilizando un Difractometro de Rayos X PHILIPS

X'PERT con monocromador secundanio.
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IV. Lixiviacion del concentrade de pirita y arsenopirita, Los concentrados de pirita y
arsenopirita (-400 mallas al 50 % aproximadamente), fueron lixiviados en matraces Erlenmeyer de
1,000 ml, con una relacion de 10% peso a volumen, 250 ml de agua, inoculandose al 10% con
células metabolicamente activas (10’ células. mI'). El numero de células en la mezcla fue
determinado utilizando una camara Petroff-Hausser en un microscopio de contraste de fases Zeiss
con objetivo 100x. Un matraz sin inoculo fue utilizado como control estéril. E) pH inicial para
todos los matraces fue de 2.3, y se midi6 como es usual. Los matraces se incubaron a 30°C y
agitacion constante de 175 rpm (New Brunswick modelo 4000). Después de un breve periodo de
equilibrio -2 horas- una muestra inicial de 5 ml fue tomada, se sedimento por centrifugacion y se
analizo para fierro total, ion férrico, ion ferroso, arsénico total y pH, como se describe en una
proxima seccion. Las cinéticas de lixiviacion se continuaron con un muestreo periodico cada 24

horas durante 21 dias.

V. Determinacion de arsénico total y oxidacion de fierro. Para determinar los miveles de
arsénico total y fierro total, un muestreo periédico de los licores lixiviados y no lixiviados se llevo
a cabo; 3 ml de cada licor se disolvieron en 3 ml de HCI 3N, y se analizaron por absorcion atémica
de flama en un equipo Perkin-Elmer Mod. 3110. Para analizar Fell, 1 ml de licor se disolvio en 5
ml de H,SO, 1:1, llevandose a un volumen final de 80 ml con agua destilada y se titulé con una
solucion de KMnQy4 5.0 mM. El Felll, se determiné adicienando 1 ml de licor a 1 ml de HCI 6N, 1
ml de acetato de sodio trihidratado al 50 %, completando hasta un volumen de 80 ml con agua
destilada, y calentando a 70 °C, posteriormente se titulé con una solucion de acido ascorbico
disuelta en EDTA-2Na 0.01N a una concentracion final de 0.01N, usando “Bindschedler's green

leuco base" como indicador Las determinaciones de pH se hicieron de manera rutinaria.

V1. Proceso de cianuracion. Después del proceso de biolixiviacion, cada muneral fue filtrado,
para remover el fierro y el arsénico presentes en el licor de lixiviacion, lavado y secado a 60 °C.
Diez gramos se diluyeron con 150 ml de una solucidén de NaCN al 0.5 %, con un pH final de 10.5
ajustado con una solucion de NaOH, (modificado de Habashi, 1967), durante 16 h a 175 rpm,

siguiendo el mismo procedimiento para el mineral no biolixiviado que se utilizé como control.
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En todos ios casos, el oro solubilizado se determiné por absorcion atomica de flama en un
espectrofotometro Perkin-Elmer Modelo 3110. Para confirmar la recuperacion de oro, el metal no

solubilizado de cada residuo se analizo utilizando el método de ensaye por fuego.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de agua de mina y enriquecimiento bacteriane. Para la obtencion de muestras
biologicas, se seleccionaron tres minas domésticas del norte del pais, con yacimientos de minerales
refractarios en los cuales se beneficiaban principalmente oro, plata, plomo y cobre, utilizando los
métodos metalirgicos tradicionales de recuperacion, y cuyas leyes de metales de interés industrial,
les permitia un costo beneficio aceptable, pero en algunas de ellas los rendimientos eran pobres.
Las principales caracteristicas de los sitios de donde se tomaron las muestras de agua para
el aislamiento de microorganismos nativos se enlistan en la Tabla 2. Estos resultados indican que
la distribucion de 7. ferrooxidans, es mayor que la de otros microorganismos. En este estudio no
encontramos otros microorganismos como [hiobacillus thiooxidans y Acidiphilium sp., en
minerales que contenian plata. Ademés, aun y cuando el pH optimo para el crecimento de 7.
Jerrooxidans en medio sintético es menor de 3.0, nuestro hallazgo indica que el pH de los sitios de
muestreo no es una limitante para la presencia y aislamiento de este tipo de microorganismos. La
presencia de T. ferrooxidans en minerales en sitios donde ¢l pH es mayor al optimo, podria
explicarse, debido a la presencia de minerales como la calcita (CaCOs) y algunas de sus isoformas

cristalinas, que podrian neutralizar el acido sulfurico.

Tabla 2. Obtencién y caracterizacion de las muestras.

Mina Minerales Produccion’ |Muestras |7.f |74 |Ac |pH® |T°®

Nochebuena Piritay Auy Ag 14 + -l -1 6 ]33
Saltillo, Coah. Arsenopirita

Cananea Calcopirita Cobre 7 + |+ | +| S |35

Cananea, Son.

Los Halcones Pirita PbyAg 8 + - - 2 |37
Parral, Chih.

Clave: + = presencia de microorganismoz; - = musencia de microorganismos; T.f. = T, ferrooxidans; T = T. thicoxidans, Ac. =
Acdiphilivm sp.; a = meta) beneficiadg; b = valor promedio del grado de acidez de las muestras de agus; ¢ = tempevatura del agas en
grados Celcius al momento del muestreo.
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Aislamiento y obtencion de cepas nativas de T. ferrooxidans. Aungque muchos de los procesos
de biolixiviacion se llevan a cabo utilizando consorcios bacterianos, existe la posibilidad de que
uno solo de los microorganismos sea el responsable de la mayor actividad oxidativa, y que la
presencia del resto pueda disminuir su capacidad. Esto hace importante el identificar cual o cuales
son realmente los microorganismos involucrados en €l proceso de lixiviacion. Debido a lo
anterior, en este trabajo nosotros procedimos al aislamiento e identificacion de los
microorganismos presentes en los tres yacimientos, utilizando medios de cultivo solidos para tener
cepas aisladas de T. ferrooxidams y otras, para posteriormenie determinar sus actividades
oxidativas de manera independiente. En la Tabla 3 se muestran los medios selectivos utilizados

para la identificacion de las bacterias nativas.

Tabla 3. Medios selectivos utilizados para el aislamiento de microorganismos nativos.

Thiobacillus ferrooxidans | Thiobacillus thiooxidans' | Acidiphilium sp”
Medio 9K Medio 9K Medio 9K
Sol. saturada de FeSO, sol. 5% Na;$,0s2H,0 Glucosa al 1%

agar-agar al 2% Goma gellan al 0.8% Extracto de levadura al 0.01%

agar-agar al 2%

1 Kellv ¥ Harrison, 1989; 2 Harrison, 1983.

Aislamiento y caracterizacion de una cepa nativa y una cepa resistente al arsénico de T.
ferrooxidans. Logramos aislar 29 cepas independientes de 7. ferrooxidans derivadas de tres minas
diferentes. De un total de 10 cepas nativas analizadas en su resistencia al arsémco, 3 fueron
sensibles a 50 ppm, y 7 toleraron hasta 200 ppm. Aunque las cepas de T. ferrooxidans fueron
aisladas del drenaje acido de minas conteniendo depésitos de minerales de pinita, arsenopirita y
calcopirita, principalmente, fue interesante encontrar, que en las condiciones probadas en nuestro
laboratorio, 30% de ellas fueron incapaces de crecer a concentraciones mayores de 50 ppm de
arsénico. Nosotros no encontramos mngin microorganismo native capaz de crecer a
concentraciones mayores a 200 ppm. De las 7 tolerantes a 200 ppm seleccionamos una, y

denominamos T1. La cepa T1 se sometio a presion selectiva usando canudades crecientes de
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Aslll, logramos seleccionar cepas resistentes aun a concentraciones de 1,800 ppm, la cua
denominamos T18. Las cepas T1 y T18 fueron caracterizaron con mayor detalle, y se utilizaron a
lo largo del presente trabajo.

Una de las principales caracteristicas de 7. ferrooxidans, que lo hacen el microorganismo
mas factible para ser utilizado en la oxidacién bioldgica de minerales de fierro y azufre, para
recuperar metales de interés economico, es su capacidad para oxidar selectivamente al Fell
presente en los minerales refractarios del tipo de la pirita y la arsenopirita, y cuya accién otros
microorganismos como 1. thiooxidans y Acidiphilium sp. son incapaces de realizar.

El primer parametro para analizar la actividad biologica y oxidativa de las cepas nativa y
mejorada, fue determinar las velocidades de oxidacion de Fell a Felll en medios de cultivo
liquidos sintéticas, y en base a esta actividad metabolica, determinar los tiempos de duplicacion.
Como se puede observar en la Figura 1, los valores de oxidacién de Fell a Felll en ambas cepas
muestra un comportanuento tipico de crecimiento bacteniano, observandose con claridad la fase de
latencia, la exponencial y la estacionaria. Los tiempos de duplicacion que se obtuvieron, fueron de
12 h para la cepa nativa Tl, un tiempo muy grande para una bacteria tipica, pero que es
caracteristico de una bacteria quimiolitotrofica como I. ferrooxidans; para la cepa mejorada T18
los valores fueron semejantes. También se puede observar que la presencia del Fell es el nutriente
fundamental que determina el crecimiento bacteriano, y que cuando este se agota, debido a la
accion oxidativa de los microorganismos, €l cultivo entra en fase estacionaria.

En la literatura se ha reportade que el fierro férrico en solucion es un ion inhibitorio de la
adsorcion de 7. ferrooxidans al mineral, nuestros resultados indican que el elemento fundamental
para el crecimiento de Thiobacillus es el ion ferroso, y por lo menos a las concentraciones del ion
férrico que se obtuvieron en este experimento, no se observé un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento bactenano. De haberse presentado este efecto, podriamos esperar que la velocidad de
crecimiento tendiera a disminuir conforme se incrementaba el ion férrico en solucion, sin embargo
nuestros resultados fueron claros, la velocidad del crecimiento exponencial es constante,
independientemente de las concentraciones de fierro, y unicamente se detiene al agotarse el 1on

ferroso.
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Figura 1. Cinéticas de oxidacion del ion ferroso al ion fériico, y crecimiento de las cepas
nativas y mejoradas de 7. ferrcoxrdans.

Otro aspecto relevante de los tiempos de duplicacion determinados por la actividad
oxidativa, es la importancia que a nivel practico este tipo de analisis puede tener, ya que en
pruebas de campo y/o de aplicaciones a nivel industnal, el personal de la planta minera ya estd
familiarizado con este tipo de determinaciones y de hecho cuentan con la infraestructura basica
para realizarlo, resultando un meétodo mas sencillo y representativo del numero de
microorganismos presentes, sin necesidad de recurrir al conteo de células por observacion directa
al microscopio o en medios de cultivo solidos (unidades formadoras de colomas, UFC).

Uno de los elementos importantes para el crecimiento de T. ferrooxidans, ademas del jon
ferroso, es el efecto que puedan ejercer algunos metales pesados, que si bign su presencia se puede
controlar en medios de cultivos sintéticos, en procesos de biolixiviacion, su presencia y
concentraciones van a depender del tipo y origen del mineral que vaya a ser procesado. Para
cualquier microorganismo que se pretenda utilizar en procesos de biolixiviacion. un requisito muy

importante es el que se conozca y se tenga bien caracterizada la resistencia a otros metales que
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normalmente estan asociados a cualquier mineral. Para determinar los patrones de resistencia a
metales pesados de las cepas T1y T18, se procedio a determinar su capacidad de crecer ern medios
sintéticos liquidos que contenian de manera independiente, diferentes concentraciones de varios
metales. Las concentraciones utilizadas de cada metal, se basaron en las concentraciones de estos
elementos en el mineral a estudiar y los niveles esperados de ¢stos, en el caso de que ocurnera una
solubilizacion total por efecte del proceso de biolixiviacion, asi como por el factor de dilucion
empleado. Los patrones de resistencia, indican que ambas cepas tienen la capacidad natural de
sobrevivir y adaptarse a concentraciones considerables de metales pesados. Ambas cepas fueron
capaces de crecer en presencia de 100 ppm de Cu, y 200 ppm para Cd y Mo, y en presencia de
metales altamente toxicos como Ag y Hg a <5 ppm (Tabla 4). Un resultado interesante y que no
esperabamos, es que la cepas T18, fue capaz de resistir 15 ppm de Hg, el cual es extremadamente
toxico, y sin embargo T, fue incapaz de crecer a esta concentracion. A la fecha no contamos con
una explicacion del como o porqué la presion selectiva para arsénico, aitero especificamente la
resistencia 2 Hg, y no para los otros metales probados. En la naturaleza es comun el encontrar
mineraies en Jos cuales las concentraciones totales de metales pesados como los aqui analizados,
excedan las cantidades en las cuales reportamos crecimientos bacterianos. Es importante
mencionar, que los Unicos iones que pueden inhibir la actividad metabglica bacteriana, son los que
se encuentran en forma soluble (tal como se usaron en este estudio) y/o que interaccionan
directamente con los microorganismos, y la cantidad de iones en minerales con estas
caracteristicas, esta por debajo de los valores maximos en los cuales observamos crecimiento con

ambas cepas de Thiobacillus.

Anilisis quimico del comcentrado refractario. La recuperacion de 6ro en un proceso de
biolixiviacion, depende basicamente de la interaccién optima entre el mineral y el microorganismo
(Bennet y Tributsch, 1978). Debido a este hecho, es importante determinar, ademas del contenido
de oro y el tipo especifico de mineral que se usara, su contenido de metales pesados, asi como la
distribucion en cribas (tamafio de particula) de los principales elementos involucrados en el

crecimiento bacteniano.
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Tabla 4. Patrones de resistencia bacteriana a metales pesados *,

1on Tl Tis
Arsénico 200 1,800
Cobre 100 100
Mercurio <15 15
Cadmio 200 200
Molibdeno 200 200
Plata <5 <5

a = Las concentraciones estdn expresadas on ppin y sor aqucllzy ou las canles los microorganizmos son sun capaces de crecer.

El analisis cualitativo por difraccion de rayos X de “la cabeza” del concentrado utilizado en
este estudio, demuestra la presencia de los picos primarios, secundarios, terciarios, etc.,
correspondientes a la pirita y a la arsenopinta, como las principales formas cnstalinas de este
mineral, asi como la presencia en proporciones menores de otros tipos de minerales, entre los
cuales podemos mencionar cuarzo, silica, kehoeita, esfalerita, wurtzita, ¢ristobalita, cloruro de
cesio-plomo-antimonio, zirconio, kutnohorita, estanoidita, silicatos de sodio y aluminio, yterbio,

rubidio, neodimio, langbeinita y algunos otros (Fig. 2).

Los resultados de la caracterizacion del mineral de pinita y arsenopinta por difraccion de
rayos X, fueron confirmados mediante el analisis cuantitativo de fierro, azufre, arsénico y otros
elementos presentes, asi como por su distribucion porcentual de acuerdo al tamano de particula,
mediante un analisis de cribas (Tablas 5 y 6). Adicionalmente, también se determinaron las
concentraciones de otros elementos presentes a nivel traza, y que son potencialmente inhibitorios
del crecimiento de microorganismos; estos fueron: Sb, 0.02%; Cd, 0.03% y Hg, 0.0009%. El

porcentgje de azufre fue de 32.5%.
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Figura 2. |dentificacion por difraccion de rayos X del concentrado refractario utilizado en este estudio,

donde se muestran los picos primarnos, secundarios, terciarios y otros.
arsenopirifa (ineas verdes), €l eje de las "y" muestra el porcentaje relativo de cada mineral.
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Tabla 5. Andlisis cuantitativo de cribas y de cabeza del mineral utilizado en este estudia de

los principales elementos presentes.

Peso acumulativo

Malla |Pesog % * - {Auglt {Ph% |Cu% |Zn% |Fe% |As% |Mn%
+63 3.44 0.83 0.83 99.17 34 0.78 0.06 0.78 19.2 13 0.40
+100 } 17,76 | 4.27 5.10 | 94.90 5.8 0.43 0.03 0.81 38.2 19 0.40
+150 | 78.64 | 1891 | 24.01 | 75.99 7.0 0.34 0.04 0.37 41.1 1.1 0.01
+200 | 2.24 054 | 2455 | 7546 | 6.7 0.18 0.04 028 | 412 L0 g¢.01
+250 | 91.23 | 21.94 | 46.48 | 53.52 94 0.20 | 0.02 0.18 42.5 1.3 0.01
+400 | 20.75 | 499 | 51.47 | 48.53 9.2 0.25 0.03 020 40.0 15 0.01
~400 [ 201.83| 48.53 {10000 0.00 16.9 0.16 0.07 0.27 233 31 0.00

Cabeza calculada 12.36 0.22 0.05 0.29 | 32.41 2.21 0.01

Cabeza analizada 9.80 0,94 0.04 0.73 28.40 2.10 0.03
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Tabla 6. Distribucion porcentual de los principales elementos presentes en el mineral de
acuerdo al tamano de particula.

Tamano particula cn pm Au Pb Cu Zn Fe As Mn
212 0.23 295 1.00 220 0.49 0.49 48.27
212a150 2.00 0.41 2.59 11.81 503 3.67 50.13

150 a [06 10.71 26.84 15.31 23.88 23.98 9.40 0.57

106 a 75 0.29 0.44 044 0.51 0.68 0.24 043

75a63 16.69 20.09 8.88 13.48 28.77 14 85 0.28

63238 3.71 5.71 303 3.41 6.16 3.38 0.31

menos de 38 66.37 35.55 68.75 4472 3489 67.96 0.00

Los resultados de la Figura 3, indican que para este mineral en particular, el oro y el
arsénico estan asociados principalmente a nivel de cnstales de arsenopirita, dada su distnibucién
homogénea a través de cada malla, independientemente del tamaiio de particula, mientras que el
fierro tiene una distribucion diferente. Este dato fue confirmado por microanalisis, el cual mostrd
que un 30% del oro estaba libre y un 70% estaba incluido a nivel de cristales de arsenopirita
(Marcos Monroy, UASLP, comunicacion personai). Este hecho corrobora la ventaja de utilizar
una bactena mejorada en su resistencia a arsenico, para incrementar la recuperacion de oro en este
tipo de minerales refractarios con alto contenido de oro.

Otros datos adicionales de utilidad practica que aporta este tipo de analisis, es el de que
nos permiten determinar el grado apropiado de molienda del concentrado refractanio, para que se
dé una interaccion apropiada microorganismo-mineral durante el proceso de biolixiviacion y que
permita una exposicion adecuada del metal precioso al cianuro, con lo que se obtendria una mayor

recuperacion de oro.
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Figura 3. Distribucién de oro, arsénico y fierro de acuerdo al tamafio de particula. Esta figura
muesfra los tamanos de particula en micrémetros y su distribucién porcentual conforme a las
mallas empleadas en este estudio.

Proceso de Biolixiviacion. Una vez que ya se tenia upa caracterizacion completa tanto de ios
microorganismos como del mineral refractario que contenia oro, se procedio a probar la capacidad
tanto de la cepa nativa como de la cepa mejorada en un proceso de biolixiviacion, seguido de una
cianuracion, para incrementar los rendimientos de recuperacion de oro. Dos series de matraces se
prepararon con inoculos independientes de las cepas T1 y T18, y un tercer matraz sin indculo
sirvid como control estéril. La cinética del proceso de biolixiviacion fue monitoreada,
determinando la concentracion de fierro total, la oxidacion de fierro ferroso, el incremenio del
fierro férrico, la solubilizacion del arsénico total, y el incremento del pH en el kicor de lixiviacion.
E! pH inicial en todos los matraces fue de 2.3, en los matraces inoculados con Thiobaciltus
la acidez del medio se incremento conforme progresaba la actividad bacteriana, alcanzando un
pH=1.5 al vigésimo primer dia. Este disminucion fue debida al acido sulfurico generado por el
microorganismo, a diferencia del control sin microorganismos en el cual el pH permanecid sin

cambios durante todo el proceso
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Los resultados de la cinética de oxidacidbn quimica (mineral control no hxiviado) y
biologica (minerales lixiviados) de la Figura 4, muestran que exclusivamente en los minerales
tratados con microorganismos existe una solubilizacion de fierro total, y un decrecimiento del Fetl
conjuntamente con un incremento del i6n Felll, debido a la oxidacion biologica generada por las
bactenias. Si bien en las pruebas realizadas en medios de cultivo sintéticos se observo una actividad
similar de oxidacion de fierro ferroso con la cepa nativa y la cepa resistente a arsénico (ver Figura
1). en presencia del mineral s¢ presentd una diferencia notable, la velocidad de oxidacion de [a
cepa T18 fue superior 3 veces en relacion a la cepa T1, y comparado con el grado de oxidacién

quimica en el mineral no tratado, fue mayor aproximadamente 500 veces.
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Figura 4. Cinética de oxidacion del Fe ferroso en minerales tratados y ne tratados con microorganismos.
En el eje de (as "y" se indica los valores expresados en miles de ppm de cada elemento; en el eje de la "x"
los ttempos de tratamiento, expresados en dias.
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Estos datos sugieren que aunque ambas cepas son capaces de oxidar fierro, puede ser
posible que algun elemento toxico presente en el concentrado, puede ser responsable de la
inhibicion de la actividad metabélica de la cepa nativa. Debido a que las principales diferencias
entre Tl y T18, es el grado de resistencia al arsénico, e! cual esta presente en una cantidad
considerable (2.1%), consideramos que la bacteria mejorada tiene la ventaja de resistir mayores
cantidades del metal y ademas, también tiene una mayor oxidacion sobre los minerales de
arsenopirita, que es donde se encuentra el arsénico. Estos resultados confirman nuestra hipotesis
de trabajo de que la utilizacién en biolixiviacion de una cepa mejorada en su resistencia al arsénico,
gjerceria una mayor capacidad oxidativa sobre minerales de arsenopirita.

Durante la accion biolégica de 7. ferrooxidans sobre un mineral de sulfuro de fierro y
arsénico, como &s la arsenopirita, seria de esperarse que asociado al incremento de la oxidacion
del fierro ferroso, hubiera un solubilizacion concomitante del arsénico, ya que hemos demostrado
que en este mineral en particular existe una estrecha asociacion entre estos dos elementos. Para
probar que efectivamente ademas de un incremento en la oxidacion de fierro por la cepa T18, se
presentaria un incremenio en la solubilizacion de arsénico, simultaneamente al muestreo de la
cinética de oxadacion de fierro reportado en la figura 4, se tomaron alicuotas que fueron sometidas
a un analisis para determinar las concentraciones totales de arsenico. Los resultados de la Figura 5,
indican que si bien, ambas cepas son capaces de lixiviar arsénico, se confirma nuestra prediccion
de que la cepa T18 es metabolicamente mas activa, encontrando un valor superior en 1.6 veces en
relacion a la actividad de la cepa T1.

Otro dato a favor de nuestra hipotesis, es que después de un periodo de equilibrio. existe
un periodo estrecho durante el proceso - entre 12 y 13 dias - donde la mavor cantidad de
solubilizacion de arsénico es alcanzada, lo mismo que se observod para el fierro (ver figura 4), sin
cambios considerables a través de un periodo largo de tiempo. Esto confirma que por lo menos
con este tipo de mineral y esta bacterra utilizada. existe una estrecha relacion, entre la oxidacion de

fierro y arsénico
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Figura 5. Cinética de solubilizacion del arsénico total en minerales biolixiviados y no
lixiviados. El eje de las "x" indica el periodo de tiempo expresado en dias; y el eje de las "y"
las ppm de arsénico.

Proceso de cianuracion. La recuperacion de oro a partir de minerales refractarios por cianuracion
directa, es parcial y limitado. Esto se debe, principalmente, a la presencia de diferentes elementos
en el mineral que actian como cianicidas y al reaccionar con €l cianuro compiten con el oro y
otros metales preciosos, independientemente de la inclusion del oro dentro de la estructura
cristalina del mineral, al cual no tiene acceso el cianuro, y por lo tanto es incapaz de reaccionar
con €l y solubilizarlo. Una biolixiviacion previa, puede ser de utilidad para producir un incremento
en la recuperacion del oro; sin embargo, la presencia de algunos elementos toxicos en el mineral
pueden representar un inconveniente, debido a su potencial efecto inhibitono sobre el crecimiento
de los microorganismos. Como se ha mencionado anteriormente uno de ¢stos elementos puede ser
el arsénico. Los resultados de oxidacion de fierro y de solubilizacién de arsénico en los minerales
biolixiviados, nos permitieron tener confianza en que la utilizacién de la cepa T8 en Ia
biolixiviacion de este mineral, produjera rendimientos sensiblemente mayores en la recuperacion de

oro por cianuracion, a los obtenidos con la cepa nativa.
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El mineral utilizado en este estudio, fue un concentrado de pirita y arsenopirita,
conteniendo 9.8 g de oro por tonelada. Los resultados de la Figura 6, muestran que efectivamente
la cepa T1 es capaz de generar una recuperacion 6 veces mayor que el mineral no tratado, lo que
ponie de manifiesto la utilidad de la biolixiviacion como pretratamiento y ademas, se confirma la
prediccion de este trabajo de que la cepa T18 aumentaria los rendimientos de recuperacion de oro,
en particular, nuestra cepa resistente mejora casi dos veces la recuperacién de oro lograda con la
cepa nativa, y diez veces los rendimientos obtenidos con €l mineral no tratado. Este incremento
considerable en [a recuperacion de oro es econémicamente importante porque significa, que para
este tipo particular de mineral, un proceso de cianuracion directa solo produce una recuperacion
de 7.5%, ésta es aumentada hasta un 45% utilizando una cepa nativa y a un 75% con una cepa

mejorada en su resistencia al arsénico.
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Figura 6. Recuperacion de oro a partir de concentrados con pirita y arsenopirita.
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Estos datos fueron corroborados analizando el oro remanente en las “colas” de
cianuracion, el cual no fue lixiviado por la solucién de cianuro y los resultados obtenidos fueron de
9.6 g/t para el mineral no lixiviado, 5.2 g/t para el mineral tratado con la cepa T1 y 2.3 g/t para el
mineral tratado con la cepa T18. Nuestro resultados se asemejan a los obtenidos por Lawrence
(1994), quien al trabajar con cepas aisladas de distintas minas, encontré que las mejores cepas

permitieron recuperaciones de oro de hasta un 80%.
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CONCLUSIONES

Logramos aislar un total de 29 cepas de Thiobacillus ferrooxidans a partir de minas con
alto contenido de pinta y arsenopinta.

Las cepas nativas y resistentes al arsénico, mostraron niveles similares de resistencia
natural a los metales pesados (Cu, Ag, Mo y Cd), con excepcion del mercurio.

Obtuvimos una cepa con alta resistencia a arsémco (1800 ppm). La cual también presento
resistencia a Hg (15 ppm).

La cepa T18 desarroll6 mejor actividad metabdlica en el proceso de biolixaviacion.

Ambas cepas hxivian fierro y arsénico, mostrandose un incremento con lacepa T18de3 y
1.5 veces para fierro y arsénico, respectivamente, con respecto a la cepa nativa,

La recuperacion de oro, por cianuracion, se incrementa substancialmente con la
biolixiviacién comparande con minerales sin tratamiento.

La cepa resistente produce un incremento de 1.6 y 10 veces con respecto al mineral
tratado con la cepa nativa y el mineral no biolixiviado, respectivamente.
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