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La biolixiviacién de sulfuros metalicos, proceso en el cual los microorganismos actdan como
catalizadores de la oxidacion de sulfuros insolubles, convirtiéndolos en componentes solubles,
ha sido estudiada en relaciéon al papel desempefiado por la superficie, tanto del material
atacado como de otros sélidos inertes presentes en el medio. Los resultados obtenidos permitie-
ron apreciar: a) la importancia de la adherencia de las bacterias a las superficies en los
mecanismos propuestos para explicar la biocatalisis de la oxidacién de los sulfuros; y b) el
efecto practicamente nulo que la adherencia a sélidos inertes tiene sobre el proceso de biolixi-
viacién.

Surface Effect on the Biocatalysis of Metal Sulfides Oxidation

Abstract

1. INTRODUCCION

La biolixiviacion es un proceso en el cual cier-

Bioleaching of metal sulfides, in which microorganisms behave as catalizers of insoluble sulfides
oxidation promoting its conversion in soluble compounds, is studied paying attention to the
role of the surface of the attacked solid and other solids present in the medium. This study
shows the importance of the attachment of bacteria to the surface to explain the biocatalysis
and the practically null effect of the bacterial adherence to other solids, on the bioleaching
process.

Th. ferrooxidans

tos microorganismos, como el Thiobacillus ferro-
oxidans, catalizan la oxidacién a sulfatos, tanto
de sulfuros metalicos como de otros compuestos
reducidos del azufre, asi como la del 1on ferroso
a férrico. De forma general engloba a todos aque-
llos procesos donde se produce la solubilizacion
de compuestos minerales debida a la accién de
microorganismos.

La biolixiviacién de sulfuros tiene lugar a tra-
vés de dos mecanismos:
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— Directo: 8% + 20, SO3 [1
Th. ferrooxidans
— Indirecto: Fe?t / et e
8Fe3t 4 §% So + gFe?t [2]

) 2Fe3 + §2 SO 4 2Fe?t

La bacteria reoxida entonces al ion ferroso de
acuerdo a la ecuacién [2] v el proceso contintia
de forma ciclica.

Con respecto a estos mecanismos hay opiniones
divergentes en cuanto a las condiciones en gue se
producen. Mientras Bruynesteyn (1) afirma que
se trata de un proceso nico en ¢l que la bacteria
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actia sobre el sélido, Torma (2) sostiene que,
previo a la accién bacteriana, el equilibrio

MeS, == Me? + §?

produce estos iones en solucién, v que la accidén
bacteriana se produce en las inmediaciones de la
superficie del sélido a medida que los iones 8%
son liberados. De acuerdo con esto, sus determi-
naciones muestran que los productos de solubili-
dad de distintos sulfuros metalicos tienen una
relacién directa con las velocidades de oxidacion
en presencia de bacterias. Ello equivale a decir
que, en la medida en que el sistema estuviera
suficientemente agitado para asegurar una difu-
$16n rapida de los iones, la mayor o menor adhe-
rencia de las bacterias sobre el sulfuro metalico
no deberia tener influencia en ¢l proceso.

Por otra parte, en varias publicaciones se ha
afirmado que la presencia de determinados séli-
dos inertes o activos, capaces de sufrir el proceso
de biolixiviacion, interfiere en ¢l proceso de oxi-
dacion bacteriana del ion ferroso, probablemente
debido a la adherencia de las bacterias a la su-
perficie de dichos sélidos, disminuyendo el nu-
mero de microorganismos en suspension, o a
efectos toxicos producidos por la disolucién par-
cial de los solidos (3-5).

Con el fin de contribuir a clarificar estas cues-
tiones y disponer asi de mayores elementos de
juicio para entender ¢l proceso de biolixiviacion
y su aplicacién en mejores condiciones, se han
realizado distintos experimentos cuyos resultados
se refieren a continuacién.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Microorganismos

Se usd una cepa de Th. ferrooxidans Thfl8 en
fase logaritmica de cultivo, obtenida en Santa
Rosa de Arequipa (Per) y crecida en medio 9K
(6) sin adaptacién a ninglin sulfuro en particular.

2.2. Efecto de la superficie del sélido en los meca-
pismos de biolixiviacion

Se prepararon varios matraces de 250 cm?® de
capacidad en los cuales se colocaron 100 cm® de
medio 9K, con un pH 2,3, con y sin hierro
ferroso segin los casos. Posteriormente, se les
agregd 10 cm? de un indculo con una concentra-
cion de 10% bacterias-cm® y en cada frasco se
colgd una bolsita, hecha con membrana de didlisis
Spectrapore, en cuyo interior se situaron 0,2 g de
covelita (CuS). La membrana permitia el paso de
la soluciéon, pero no de las bacterias. Asimismo,

por el fondo de cada matraz, se burbujed aire
para producir un flujo continuo de solucién a
través de la membrana. En todos los casos se
efectuaron ensayos estériles en los que el in6culo
fue reemplazado por 10 cm?® de una solucién de
2 % de timol en alcohol metilico.

2.3. Adherencia de las bacterias a la superficie de
distintos sélidos

Se utilizaron los siguientes substratos: CuS,
MoS;, NiS, CoS, ZnS, CdS (compuestos sintéticos
cristalinos puros fabricados por Strem Chemical
Inc.), vy cuarzo y alfa-alimina puros molidos a
menos de 200 mallas-cm~! y obtenidos de pro-
veedores locales. La superficie especifica, SE, se
midi6é por adsorcién de N». Los experimentos de
adherencia fueron hechos agregando un volumen
fijo de in6culo de 10 cm?, con un nimero cono-
cido de bacterias, a cantidades crecientes de subs-
tratos, en 100 cm?® de medio 9K sin hierro, de
modo que la densidad de pulpa variara entre ¢l 1
y el 8 %. Después de 15 min de agitacion (tiempo
previamente determinado como suficiente para
que se produjera la adsorcién maxima de bacte-
rias), se filtré y s¢ determiné el ntmero de mi-
croorganismos en el filtrado. Estos ensayos fueron
realizados por triplicado y con distinto ndimero
inicial de bacterias.

La determinacion del nimero de bacterias se
efectu6 por conteo de las células con una camara
de Petroff-Hausser, usando un microscopio con
contraste de fase. Los datos asi obtenidos no
difirieron, en mas del 15 %, de los que se obtu-
vieron por el método del niimero mas probable
(NMP) (7) aplicado como control a una muestra
de cada ensayo.

2.4. Ensayos de biolixiviacién

Se realizaron con covelita en presencia y en
ausencia de cuarzo y de alimina. Para ello, se
colocaron 8§ g de covelita en matraces de 250 cm?
junto con 95 cm® de medio 9K, con y sin hierro
ferroso, y con 1 g de sdlido inerte molido a
menos de 200 mallas-cm™. En otros matraces no
se colocd ningin sélido junto con la covelita. A
todos se les agregd 5 cm’ de inbéculo de Th.
Jerrooxidans en medio 9K con una concentracidon
de 1,8 x 10® bacterias-cm™. Asimismo, se realizd
una serie de ensayos estériles donde el inéculo
fue reemplazado por solucién alcohdlica de timol.

También se realizaron ensayos comparativos
sobre CoS, CdS y MoS, en los cuales, a distintas
cantidades de los mismos (1, 2, 4 g}, se les agregd
100 cm? de cultivo bacteriano, en medio 9K, con
hierro ferroso, y una concentracién de 107 bacte-
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rias *cm™3. Asimismo, se realizaron ensayos esté-
riles paralelos.

Los procesos de biolixiviacién se siguieron de-
terminandose el ion metélico en solucién por
espectrofotometria de absorcidn atdmica.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se muestran los resultados obte-
nidos durante la biolixiviacién de la covelita en
distintas condiciones experimentales.

Se puede observar que en los matraces 1 y 2,
donde no debe tener lugar el mecanismo indirecto
(ausencia de ion ferroso), existe una marcada
diferencia en la extraccidén del cobre, coincidiendo
con los valores obtenidos en el matraz 1 con los
obtenidos en los matraces estériles 5 v 6 (sélo
lixiviacion quimica). Esto demostraria que para
que se produzca el mecanismo directo debe haber
presencia bacteriana en las inmediaciones del subs-
trato. En cambio, cuando el ion ferroso esta
presente en el medio (matraces 3 y 4), la extrac-
cién de cobre es mayor, con y sin membrana,
que en los estériles (matraces 7 y 8). En los
matraces estériles con ion ferroso, la extraccion
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Fi1G. 1.— Biclixiviacion de covelita.

urva 1: in Fe?t, me a, i R
C I: 9 K sin Fe2t, con membrana, inoculado
Turva 2: in FeZt, sin me L .
Curva 2: 9 K sin Fe2*, sin membrana, inoculado
urva 3: con Fe2*, em , inocu .
C 3: 9 K con Fe?t, con membrana, inoculado
urva 4: con FeZ™, sin membrana, inocu .
C 4: 9 K con Fe2*, sin membrana, inoculado
3 .
Curva 5: 9 K sin Fe2t, con membrana, estéril.
Curva 6: 9 K sin Fe?t, sin membrana, estéril.
Curva 7: 9 K con Fe?t, con membrana, estéril.
Curva 8: 9 K con Fe?*, sin membrana, estéril.
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de cobre es mayor que en los matraces estériles
sin ion ferroso, posiblemente debido a la oxida-
cion parcial de éste por el oxigeno del aire.

Los resultados de estos ensayos, al mostrar
que es imprescindible la presencia de las bacterias
en las inmediaciones del s6lido para que se pro-
duzca el mecanismo directo, refutan la afirmacion
de Torma en el sentido de que este mecanismo
ocurre libremente en solucién por la mera diso-
lucion de los iones metalicos y sulfuro. Sin em-
bargo, ello no implica, como afirma Bruynesteyn,
que sea un «ataque sobre el solido», pues bien
podria existir una delgada pelicula de liquido
entre la bacteria y el substrato, en la cual podrian
ocurrir las oxidaciones. Seria necesario un mayor
y mas elaborado trabajo experimental para negar
o afirmar la presencia de esa pelicula.

Con respecto a los ensayos de adherencia, en
la tabla I se indican las superficies especificas de
varios substratos (SE) y la fraccién de bacterias
absorbidas por cada uno de ellos, para distintas
densidades de pulpa.

Se puede observar que existen dos tipos de
substratos:

— Mo$S; y alimina.
- CuS, NiS, CoS, CdS, ZnS y cuarzo.

Los substratos del primer grupo muestran una
adsorcion muy baja, sobre todo el MoS;, la cual
es del mismo orden que la que se observa en
ensayos en blanco, sobre la superficie del vidrio
del frasco. Es visible, ademis, una gran dispersion
de los datos, que no varian apreciablemente al
cambiar la densidad de pulpa.

En el segundo grupo, en cambio, se observa
una adsorcién mucho mayor y creciente con el
aumento de la densidad de pulpa. A fin de tener
una mejor base de comparacién entre los subs-
tratos de este grupo, se reemplazo la densidad de
pulpa por la superficie total expuesta (4) calcula-
da como el producto de la superficie especifica
por la densidad de pulpa. Los datos se indican
en la tabla II donde figura el nimero de bacterias
adsorbidas por unidad de superficie, N.o/A4, para
diferentes ndmeros iniciales de bacterias, N, y
para un valor de 4 de cada substrato.

Si se representa x, {fraccién adsorbida de bac-
terias) en funcion de A4, y se extrapola para un
valor de x, = 1 (todas las bacterias adsorbidas),
se obtiene un valor de 4 para el cual N../A4 seria
el maximo numero de bacterias capaces de adhe-
rirse por unidad de superficie. En la figura 2 se
indica, a manera de ejemplo, la obtencién de 4
por extrapolacion para el CoS y para un N, =
3,57 x 10¢ bacterias*cm . Los datos para los
demads substratos se muestran en la tabla 111

Estos resultados sugieren la siguiente discusion:



TABLA L.— Fraccidn de bacterias adsorbidas (x,) para cada densidad de pulpa (d).

Nia = 35,7 X 10 cm -3

SE, CoS CuS NiS ZnS
m?-g-! 0,6 0,9 2,2 5.1
d,
% p/v Xa
1 0,63 + 0,05 0,39 + 0,08 0,42 + 0',()8 0,26 + 0,07
2 0,66 + 0,03 0,69 + 0,06 0,67 + 0,09 0,40 + 0,13
4 0,92 + 0,04 0,77 + 0,06 0,70 + 0,05 0,79 + 0,08
5 0,96 + 0,04 0,90 + 0,05 0,75 + 0,04 0,87 + 0,06
7 1,00 + 0,04 0,97 + 0,04 0,90 + 0,04 0,95 + 0,04
8 1,00 + 0,04 1,00 + 0,04 0,97 + 0,04 0,98 + 0,04
SE, CdSs Cuarzo MoS; Alumina
m?eg! 14,7 0.8 3,7 9,1
d
% p/v Xa
1 0,57 + 0,09 0,57 + 0,18 0,0 +00 0,22 + 0,15
2 0,72 + 0,11 0,74 + 0,12 0,15 + 0,08 0,29 + 0,14
4 0,73 + 0,11 0,71 + 0,11 0,19 + 0,07 0,22 + 0,09
5 0,88 + 0,12 0,73 + 0,13 0,20 + 0,10 0,12 + 0,09
7 0,94 + 0,11 0,80 + 0,18 0,24 + 0,11 0,39 + 0,14
8 0,96 + 0,11 0,82 + 0,18 0,22 + 0,08 0,38 + 0,09

Nijp = Nam. inicial de bacterias-cm™.

3

- I.a casi nula adsorcién sobre MoS, y alimina
hacen esperar una deficiente lixiviaciéon del
primero y una carencia de efectos inhibitorios

TABLA II.— Nimero de bacterias adsorbidas por
unidad de superficie (N.a/A) para distintos N,

de la segunda. En cambio, el cuarzo, que Substrat A Nin, cm 3 Naa/A, m-2,
muestra un valor elevado de N.,/A4, tendria ubsirato m2 % 106 x 108
CoS 0,30 35,7 11,5
51,7 15,9
55,0 17,9
9
o 6.0 31,7
\Xq:1,0 CuS 0,45 35,7 7.1
' Az3,8m? 51,7 8,4
80,0 159
0,8k 96,7 32,8
NiS 1,1 357 2.4
45,5 3.0
: 55,0 3.8
o 96,0 7.8
0.6 ¢ ZnS 2,5 35,7 1,2
455 1.5
51,7 1,9
96,7 35
Cds 74 36,7 0,44
0.4 ; ;’ : ‘ 55.0 0,64
5 58,0 0,69
SUPERFICIE TOTAL EXPUESTA (A), m? 60,7 0,69
Cuarzo 0,4 36,7 6,7
FIG. 2.— Obtencion del drea por extrapolacién para x, = 1. 58,0 14,0
60,7 12,6
Substrato; CoS. 80,0 | 18,0
Nin = 35,7 x 106 bacterias - cm-3 ‘
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TABLA HIL.— Valores de Nua/A para un valor de
A para el cual x, = 1

Ni. = 35,7 X 10° bacterias - ¢m™?

A, m? Naa/A, m2
Substrato {obt. por extrap.) % 108
CoS 3,78 244
CuS | 6,66 3,36
ZnS 41,31 0,36
NiS 20,90 171
cdD 132,3 0,27
Cuarzo 4.8 7,43
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Fi1G. 3.— Biolixiviacion de covelita en presencia v en ausencia
de cuarzo y de alimina con y sin hierro(Il}.

CuS: 8 % p/v.
Solido inerte (cuarzo o alamina): 1 % p/v.
Nin = 1,3 x 106 bacterias -cm3.

Curva 1: 9 K con Fe?t + covelita + cuarzo, inoculado.
Curva 2: 9 K sin Fe?t + covelita + cuarzo, inoculado.
Curva 3: 9 K con Fe?¥ + covelita + cuarzo, estéril.
Curva 4: 9 K sin Fe2t + covelita + cuarzo, estéril.
Curva 5: 9 K con Fe?* + covelita + aliimina, inoculado.
Curva 6: 9 K sin Fe2™ + covelita + alimina, inoculado.
Curva 7: 9 K con Fe?t + covelita + alimina, estéril.
Curva 8: 9 K sin Fe2™ + covelita + alimina, estéril.
Curva 9:9 K con Fe2t + covelita, inoculado.

Curva 10: 9 K sin Fe2* + covelita, inoculado.
Curva 11: 9 K con Fe?* + covelita, estéril.
Curva 12: 9 K sin Fe?t + covelita, estéril,
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un marcado efecto sobre el crecimiento bacte-
riano (4).

— Si la mayor o menor adherencia bacteriana
sobre los distintos sulfuros implica un efecto
directo sobre la biolixiviacidén, debiera espe-
rarse que el CoS, por ejemplo, fuera lixiviado
mas eficientemente que ¢l CdS.

Estos hechos, que surgen de la informacion de
la bibliografia y de los resultados sobre adheren-
cia bacteriana que se indican en este trabajo,
resultan, por lo menos, cuestionables a la luz de
las experiencias discutidas al principio de esta
seccion sobre ¢l efecto de la adherencia sobre los
mecanismos directo ¢ indirecto.

Por todo lo expuesto, los ensayos de biolixi-
viaciéon cuyos resultados se encuentran en las
figuras 3 v 4 permiten deducir conclusiones im-
portantes en relacion con el posible efecto de la
adherencia en la superficie en el proceso de bioli-
xiviacion.

En la figura 3 se puede observar que la biolixi-
viacion de la covelita, en presencia y en ausencia
de cuarzo y de alimina y sin hierro ferroso,
demuestra que la presencia de esos sélidos inertes
no afecta ¢l proceso de biolixiviacién cuando el
ion ferroso esta presente. Esto puede deberse a
que la alimina practicamente no adsorbe bacte-
rias y el cuarzo, que adsorbe considerable canti-
dad de bacterias, actGa como un soporte de éstas,
que contindan su actividad y, en consecuencia,
son capaces de oxidar el ion ferroso. Cuando
este ion estqd ausente, s6lo puede funcionar el
mecanismo directo de biolixiviacién, y entonces
la influencia del cuarzo y de la alimina son di-
ferentes. El primero, al producir un gran «se-
cuestro» de bacterias por adsorcién, influye de
una manera marcada en la disolucién del cobre,
mientras que la alimina practicamente no afecta.

Los datos obtenidos sugieren que en un proce-
so de lixiviacion bacteriana de un mineral, donde
siempre estd presente ¢l ion ferroso, los fenéme-
nos de adherencia superficial de bacterias a dis-
tintos solidos presentes no influyen en el proceso
y la supuesta inhibicién bacteriana no existe,
salvo que se produzca por efecto mecénico o por
disolucion parcial de componentes toxicos para
los microorganismos, este no es el caso del cuarzo
ni de la alimina, segin lo hemos comprobado
en nuestros laboratorios.

Los resultados de la lixiviaciéon de distintos
sulfuros metalicos (Fig. 4) parecen indicar una
correlacién entre adherencia y biolixiviacién aun-
que es muy probable que esta correlacién sea
mucho mas general, como lo prueba el hecho de
que la lixiviacién quimica que se observa en los
estériles también se incrementa en el orden MoS; <
< CdS < CoS < CuS.
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Estos resultados tienen en realidad un signifi-
cado cinético y no termodindmico, pues cuando
se expresa que la biolixiviacion del CoS es mayor
que la del CdS, lo que se desea expresar es que
el proceso es mas rapido, que es lo umico que se
puede medir en forma comparativa. De ahi en-
tonces, que la mayor inercia quimica de algunos
sulfuros, su mayor cardcter covalente o su es-
tructura en capas, como la del MoS,, se corres-

F1G. 4.— Biolixiviacion de distintos sulfuros metalicos.

Medio: 9 K con Fe2+,
Niy = 107 bacterias-cm 3.

Curva 111 % CoS inoculado.
Curva 2: 2 % CoS inoculado.
Curva 3: 4 % CoS inoculado.
Curva 4:1 % CoS estéril.
Curva 5: 1 % CdS inoculado.
Curva 6: 2 % CdS inoculado.
Curva 7: 4 % CdS inoculado.
Curva 8: 1 % CdS estéril.
Curva 9: 1 % MoS; inoculado.

Curva 10: 2 % MoS» inoculado.
Curva 11: 4 % MoS; inoculado.
Curva 12: 1 % MoS; estéril.

pondan con su mayor resistencia a sufrir el pro-
ceso de biolixiviacion.

4. CONCLUSIONES

El analisis del papel que desempeiia la superfi-
cic de los solidos en el proceso de biolixiviaciéon
de sulfuros metélicos ha permitido deducir dos
conclusiones fundamentales:

- El mecanismo directo de biolixiviacién no se
produce si las bacterias no estan en contacto
con el substrato solido.

— La adherencia de las bacterias a sélidos inertes
no afecta la biolixiviacion de los sulfuros si
esta presente ¢l ion Fe?”. Ello sugiere que el
mecanismo indirecto es decisivo en el proceso
de biolixiviacion,

Los aspectos complejos de la interaccién del
sulfuro sélido con las bacterias adheridas no pue-
den analizarse con las experiencias realizadas y
deberan ser objeto de estudios posteriores.
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