Biolixiviacién de cobre a partir de Tarjetas de Circuito
Impreso utilizando un consorcio mixto de bacterias acidofilas.

Tesis de Pregrado

Presentado por:
Dariana Coral Florez
Michelle Coral Florez

Director: Fabio Roldan, Ph. D.
Codirector: Yaneth Vasquez, Ph. D.

Departamento de Microbiologia Industrial
Pontificia Universidad Javeriana
Facultad de Ciencias
Bogota D.C
2021



T'abla de contenido

TOAICE A FIGULAS cvvvvevvveeieieeiiteisese ettt ettt bbbt s bbbt ss st ns e 4
TNAICE A TADIAS cvrvuveerreierereeeiseeseeeeseeseee st esse st ssee et ee s s st ee s s et ee s se et e s ns et s sneen 5
RESUMEN ..o et 6
INLEOAUCCION tiiiiiiiiiitiiciii e e e 7
Matrco TeOICO ¥ ANTECEACILES 1uviiuriiiiiiiiiiiiii ittt e bbb 8
1. Composicién de los residuos eleCtrOMCOS. vttt 8

2. LixiviaciOn de MEtales. ...ciiiiiiiiiiiiiiiiiii i s s 8
2.1 Biolixiviacion de mMEtales .uuviuuiiiiiiiiiiiie it 8

3. Microorganismos involucrados en la biolixiviacién de metales. ....coovvivviiiiiininiiniiniiininiinnns 10
3.1 Bacterias acidéfilas quImiolitOautoOtrOfOs ....eiviiiiiiiiiiiiiiciii 10

4. Condiciones que afectan la biolixiviaCiOn .....cvvvivviiiiiiiiiiiiiniii s 10
AL PH it 17

4.2 Concentracion de PCB s. ..iiuiiiiiiiiiiiiiiicniii s e 17

4.3 Concentracion de hierro (II) inicial. .oooiviviiiiiiniiiiiini s 17

5. Drenaje acido de minas (DAM) ...cc.ovviiiiiiniiiiiiniiii 17

0. EStudios PLEVIOS..ciiiiiiiiiiiiiiiiciic s s 17
Pregunta de INVESTGACION wuvivuriiiiiiiiiitiiitii i e s 19
L 371 o TS 19
ODJEtiVO GENELAL..uiiiiiiiiiiiiiiiiiii it e e 19
ODbjJetiVos €SPECIIICOS .ouvviiuriiiiiiiiitiiiii it 19
Materiales Y MELOAOS cuviiuriiiiiiiiiiiicitii i e 19
1. Mantenimiento de los cultivos de enriquecimIENtO. ...ccvvviiiiiiiiiiiiieiiiisee s 19

2. Seleccién del cultivo de enriquecimiento con mayor potencial de biolixiviacion. .....oveevueinnenns 20

3. Preparacién de PCB’s y concentracion inicial de cODBLe ..o, 20

4. Determinacion de los parametros para 1a biolXivIaCiOn. .....coviviiiviniiiiiiiniiiceec s 20
4.1 Biolixiviacitn de CODIC..uuiiiiiiiiiiiiiii it 21

5. Ensayo bajo condiciones seleccionadas.......ccuevviiiiiiiiiiiiiniiiniiiiii 22

0. ANANSIS e dAtOS .cuviiuiiiiiiiiiiii i e s 22
Resultados 7 DISCUSION c..ccuviiiiiiiiiiiici i e 22
1. Mantenimiento de los cultivos de entiquecimIEntO. ...cevvviiviiiiiiiiiiiiiiiii e 22

2. Seleccion del cultivo de enriquecimiento con mayor potencial de biolixiviacion. ......ccvvveenuene 24



3. Determinacion de los parametros para 1a biolXiviaCiOn.....coeviviiiiiiiiniiiniiinecie s 26

(@76 a Lol 1L T3 T3 1R 30
B es T [Te 5 V1 oL o U 31
BIBHOGIAtTa ccuviiiiiiiiiii it e 32

Ja N s 1o L RURRRRRRRRRTN 35



Indice de tiguras

Figura 1. Mecanismos de solubilizacién de metales. Desmaris (2020) .....ocvuiiviiniiiiiiiniiniiniiniiiniens 10
Figura 2. Coloracién de cultivos de enriquecimiento después de 6 dfas de incubacién. El cultivo que se
presenta a la derecha es el cultivo de enriquecimiento A, en medio se encuentra en cultivo Byala
izquierda €l CUlIVO C. .oiiiiiiiiiiiiiiiii e 23
Figura 3. Bacterias acidofilas vistas en microscopia de fase (100X). Los circulos amarillos encierran las
células vistas en €l MICTOSCOPIO. .uiivuiiiiiiiiiiiiiiiiii e b 23
Figura Comportamiento del pH durante 35 dias de estudio. Las lineas con triangulos corresponder al
cultivo mixto A, con circulos corresponden al cultivo mixto B y con cuadrado al cultivo mixto C. Las
barras representan la desviacion estandar del promedio de 3 réplicas (1=3). .coovriiiiiiiiiiiniiiiiniiiiiens 25
Figura 6. En la derecha se encuentra el diagrama de limites de sistemas biolégicos en términos de ORP
y pH segtn Baas Beching (1960) interpolado con el comportamiento de ORP en funcién del pH de
este estudio (izquierda), donde podrian encontrarse las bacterias del cultivo mixto B.. jError! Marcador
no definido.

Figura 7 . Microscopia de contraste de fase 100X de algas acid6filas...... iError! Marcador no definido.
Figura 8. Grafica del comportamiento del ORP en funcién del tiempo de los 9 ensayos. Las barras

representan la desviacion estindar del promedio de tres replicas. ...oovvivvriiiiniiiiiiniiniciiie s 27
Figura 9. Comportamiento del pH en funcién del tiempo de los 9 diferentes tratamientos después de 21
dias de ESTUAIO. vueivuiiiriiiiiiiiii s 29

Figura 10 . Coloracion de los tratamientos ordenados de izquierda a derecha segrin el anmento de la concentracion inicial
de hierro (11). la izquierda los tratamientos con concentracion de 9 g/ L. de hierro (I1), en el medio los tratamientos con
concentracion de 12 g/ L. de hierro (I1) y a la derecha los tratamientos con concentracion de 15 g/ 1. de hierro (1I). ...... 29
Figura 11 . Coloracion de los cultivos a los 28 dias. La imagen superior izquierda son los cultivos con alta concentracion
inicial de hierro (I1) (15 g/ L), la superior derecha son los cultivos con concentracion inicial de hierro (I1) media (12g/1.)
Y la inferior son los cultivos con concentracion inicial de hierro (I1) baja (9g/L)......covvuivuiviiiiiiiiinininiiiiiciiians 30
Figura 12. Analisis ANOVA y Tukey se seleccion del tiempo con mayor ORP. ....cooviiiiviiniiiiiiinin, 35
Fignra 13 . Andlisis ANOV A y Tukey de seleccion del cultivo miscto con mayor ORP en el tiempo 4 (28 dias). Se
observan diferencias significativas del cnltivo B con respecto a los cultivos Ay C.covvvvvveviiniiiiiiiniiiniiiiiinicnici, 35



Indice de Tablas

Tabla 1. Revisién bibliografica utilizada para la seleccion de parametros que afecten la biolixiviacion...12
Tablas 2. Parametros y niveles utilizados en los ensayos de biolixiviacion de cobre........................ 21

Tabla 3. Organizacion y combinacién de los parametros y sus niveles utilizados en el ensayo de
DIOLXIVIACION . ¢+ttt ettt ettt et et et e e e e e e ettt et e e e 21



Resumen

Los residuos de circuitos de tarjeta impresos (Printed Circuit Boards) PCB’s han aumentado en los
ultimos afios, estos contienen cobre metalico el cual puede ser extraido de forma eco amigable a través
de la biolixiviacion de cobre. La biolixiviacién de cobre es el proceso por el cual se utilizan bacterias
acidofilas para la solubilizacién de cobre proveniente de PCB’s. Este trabajo de grado evalud la
biolixiviacién de cobre de un cultivo de bacterias proveniente de drenaje acido de minerfa (DAM) y los
parametros que podrian ser adecuados para este proceso, a través de la selecciéon de un cultivo de
enriquecimiento con mayor potencial de biolixiviacién segin su potencial de oxido reduccién (por sus
siglas en ingles ORP), y un diseflo factorial (por sus siglas en ingles DOE) donde se evalu6 el efecto de
la combinacién de 3 niveles (alto, medio y bajo) y de 2 parametros (32), la concentracién inicial de PCB’s
y la concentracion inicial de hierro (II). Se utilizé el pH y el ORP como indicativos de la biolixiviacion,
donde el pH descendié y el ORP aument6 por la accion de los microorganismos. La concentracion inicial
de PCB’s tuvo un efecto en el pH y el ORP, a mayor concentracion inicial de PCB’s mayor pH y menor
ORP. La concentracion inicial de hierro (II) no tuvo un efecto en estos parametros, pero si en la posible
solubilizacién de cobre la cual se evalué cualitativamente por el color verdoso que presentaban los
tratamientos, los tratamientos con mayor concentracién inicial de hierro (II) presentaron el color verdoso
en menor tiempo. Pasados los 28 dias de ensayo todos los tratamientos presentaron color verdoso posible
indicativo de la solubilizacién.



Introduccion

Los aparatos eléctricos y electronicos se han vuelto indispensables en la vida cotidiana gracias a su amplia
disponibilidad y uso generalizado que ha mejorado las condiciones de vida de la poblacién mundial. Sin
embargo, de la misma forma en la que se consumen se desechan, lo que produce los residuos de aparatos
eléctricos y electronicos, o cominmente conocidos como residuos-e. Segun el E-waste monitor (2019),
monitor de residuos electrénicos a nivel global fundado por la Asociacién Internacional de Residuos
Sélidos (AIRS), en el 2019 se produjeron a nivel global 5,6 millones de toneladas (1)(2).

Estos aparatos eléctricos se componen principalmente de circuitos electrénicos impresos (PCBs por sus
siglas en inglés, Printed Circuit Board), los cuales poseen un 30% de diversos metales en pequefias
cantidades. Segun Yazici (2010) (REF) estos metales se pueden extraer por métodos
tradicionales, fisicos como pirometalurgia y quimicos como hidrometalurgia, los cuales producen riesgos
en el personal y en el medio ambiente, debido a las altas temperaturas y los reactivos toxicos utilizados
para la extraccién de metales como acidos fuertes (2).

En Colombia, se generaron 300.000 toneladas métricas de residuos-e s6lo en el afio 2017, de estos
residuos solo 20.100 toneladas de los metales pudieron ser recuperados por los métodos tradicionales.
Como alternativa a estos métodos tradicionales surgio la biolixiviacion de metales, un método efectivo,
amigable con el ambiente y de bajo costo. Permite a través del uso de microorganismos, promover la
solubilizacién de metales y facilitar su extraccion. Segun Bas (2013) (REF), este proceso se basa en las
caracteristicas de oxidorreduccién de los diferentes microorganismos, y se ve afectado por condiciones
como la temperatura, el pH o la concentracién inicial de hierro (II). Entre los microorganismos utilizados
para la biolixiviacién de metales, se destacan bacterias acidéfilas meséfilas como A. fermoxidans y L.
Sferrooxcidans (3).

Al ser la biolixiviacion de metales un tema de gran relevancia por su potencial en la reduccién de metales
PCB’s y la biominerfa (4,5,0), el grupo de investigacion de
la Unidad de Saneamiento y Biotecnologia Ambiental (USBA) se ha enfocado
en, establecer diferentes cultivos mixtos de bacterias acidéfilas provenientes del drenaje acido de minas
(DAM) de la mina de carb6én de Samaca y evaluar el potencial de biolixiviacién de cobre presentes
en PCBs de estos cultivos mixtos establecidos. (7)

Este trabajo busca evaluar el proceso de biolixiviaciéon de cobre empleando cultivos mixtos de bacterias
recolectadas de DAM de la mina de carbéon en Samacd, Boyaca. Este proyecto, del grupo de
investigacion USBA de la Pontificia Universidad Javeriana (PUJ), que es financiado por el
Ministerio de ciencias y tecnologia colombiano, permitira aportar informacién sobre los cultivos de
enriquecimiento y el proceso de biolixiviacion. De esta forma al evaluar_la biolixiviacién y determinar
los parametros como la concentracién de hierro (1) y la cantidad de PCB’s inicial, se espera obtener la
recuperacioén de cobre solubles y un proceso de extracciéon de metales amigable con el medio ambiente.



Marco Teérico y Antecedentes

Composicion de los residuos electronicos.

Segtin el monitor global de residuos electrénicos, los residuos electrénicos son aquellos
productos que poseen componentes de circuitos o eléctricos con una fuente de energia asociada
como una baterfa o electricidad. Por ejemplo, los electrodomésticos de cocina, celulares. e
impresoras que se desechan son considerados residuos electrénicos. En estos se encuentran
PCBs, los cuales estin compuestos por una mezcla de plasticos y ceramicas que tecubren
diferentes metales. Es por esto que estos residuos son considerados una mina urbana, ya que
contienen metales como hierro, cobre y oro, de importante valor comercial. Los porcentajes de
metales en la composicion de los PCBs esta alrededor del 30%, donde del 10-20% es cobre, del
1-3% niquel y otros metales preciosos como plata, platino u oro en un 0,3-0,4%. Por otra parte,
también posee otros compuestos como acrilicos, un 19 % de plastico, 4% de bromuro y 49%
ceramica. Estos compuestos le confieren a los PCBs una caracteristica alcalina (2)(1)(8).

Lixiviacion de metales.

Los metales presentes en PCB’s pueden ser extraidos a través de su lixiviacién. Este es un
proceso en el que se extraen componentes insolubles de un solido utilizando un disolvente,
dando como resultado la recuperacion de los metales solubles. Estos procesos se pueden realizar
por métodos hidrometalargicos y biometalirgicos. La hidrometalurgia consiste en someter el
material a una serie de soluciones quimicas como agua regia, compuesta por acido nitrico, acido
fluorhidrico y acido clorhidrico, las cuales permiten separar y purificar los metales solubles de
impurezas. Por otro lado, la biohidrometaltrgia se basa en los procesos bioquimicos llevados a
cabo por microorganismos capaces de interactuar con metales, esta interaccion se da a través de
la unién de los microorganismos a los iones metalicos. Este proceso_se puede dar mediante dos
métodos: la biosorpcion y la biolixiviacion.

La biosorpcion, es un proceso de interaccion fisicoquimico pasivo entre la superficie cargada de

los microrganismos y los iones en solucion. Hste proceso se puede realizar con los
microorganismos vivos y muertos. Por otra parte, la biolixiviaciéon se basa en la acciéon de
microorganismos como catalizadores de reacciones de oxidaciéon. Estos procesos poseen
ventajas como el bajo costo, minimiza volumen de quimicos o liquidos biol6gicos que se manejan
y posee una alta eficiencia (9).

2.1 Biolixiviacion de metales

g

La biolixiviacién se basa en la conversién de minerales 6 compuestos metalicos insolubles, en
compuestos solubles; con microorganismos catalizadores del proceso. Las reacciones quimicas
se pueden resumir en tres principalmente:

Las reacciones de oxidacién y reduccién de microorganismos.

La formacién de acido

La extraccion de metales de los compuestos (10)(11).



Segin Cui (2008) (9) existen dos mecanismos donde los microorganismos promuevan la
biolixiviacién de metales y minerales. Un mecanismo directo donde el microorganismo oxida
directamente un mineral o metal, como se ve en la siguiente ecuacion (9).

MS + H8O4 + 0.50, — MSOy4 + S0 + H,O (9)
S0+ 1.50, + H,O — H,SO4  (9)

Otro mecanismo indirecto es la accién de los microorganismos como catalizadores de la
oxidacién del hierro (II) a hierro (III). El hierro (III) es el agente oxidante importante de los
diferentes minerales o metales. Por lo que los microorganismos permiten el reciclaje de este
(3)9).

Fez(SO4)3 +Cu — Cur+ +2Fer+ +3S04 = (9)

Cui (2008) )(9) concluyo que, en el caso de ambos mecanismos, asi como la biosorpcién, que los
dos contribuifan a la lixiviacion de metales.

2.1.1 Solubilizacién de cobre

La solubilizaciéon de cobre se da por diferentes mecanismos como la aciddlisis, redoxolisis y la
complexolisis (Figura 1).

La acidodlisis, es un proceso de solubilizacién donde los atomos de oxigeno protonados
envuelven el compuesto metalico insoluble, dando como resultado la oxidacién del compuesto
y la solubilizacién del metal. Los dtomos de oxigeno, al estar protonados, pueden interactuar con
el agua, promoviendo la liberacién del metal de la solucién. La protonaciéon del oxigeno solo
ocurre en presencia de compuestos acidos que son producidos por microorganismos.
como: acido acético, acido citrico, acido férmico, entre otros. También se puede protonar
interactuando con acidos inorganicos como H>SOy4 (12).

Por otro lado, la redoxolisis es un proceso de oxidorreduccién, donde los compuestos metalicos

insolubles son oxidados por un agente oxidante (Fe *3) dando como respuesta su solubilizacion.
En este proceso, el agente oxidante se reduce a su forma reducida (Fe *2) y posteriormente es
reciclado u oxidado por las bacterias a (Fe *3). Este mecanismo de reciclaje del Fe 3 se realiza
por reacciones bioquimicas y quimicas con la accién de microorganismos que cambian el
potencial de oxido-reducciéon en la solucion (12).

Por dltimo, el proceso de complexolisis es una solubilizacién inducida por ligando, este ligando
producido por los microorganismos y junto a un agente quelante conducen a la liberacién de
iones metdlicos en la solucién. (12)
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Figura 1. Mecanismos de solubilizacion de metales. Desmaris (2020)

3. Microorganismos involucrados en la biolixiviacién de metales.

Los microorganismos involucrados en la biolixiviacién de metales suelen ser bacterias
(autotréficas, heterotréficas) y hongos. Las bacterias quimiolitoautotrofas acidéfilas, actdan en
mecanismos de acidélisis y redoxolisis; fijan el CO, mientras oxidan minerales sulfurosos
produciendo 4cidos y iones férricos. Por otro lado, las bacterias heterétrofas acidéfilas
metabodlicamente reducen el hierro (II), esto incrementa el potencial de oxidorreduccién,
importante para mecanismos de redoxolisis. Por ultimo, los hongos que al secretar acidos o
ligandos como acido citrico, 4cido tartarico o acido oxalico son importantes en los mecanismos
de aciddlisis y complexolisis (12).

3.1 Bacterias acidéfilas quimiolitoautotrofas.

Las bacterias acidofilas quimiolitoautotrofos son capaces de usar metales o minerales metalicos
como donadores de electrones y el oxigeno como aceptor terminal para la produccién energia.
La fuente de carbono se obtiene a partit de carbono inorganico como CO,o COj2. Esta
oxidacion aerébica del mineral lleva alos metales a lixiviarse a través de los mecanismos
mencionados anteriormente. Esto se da en ambientes cuyo pH no es mayor a 3 ya quela
diferencia de pH entre el ambiente y el citoplasma de la bacteria genera una fuerza motriz de
protones a través de la membrana citoplasmatica y es utilizado para obtener energfa (ATP) (12)
(13).
4. Condiciones que afectan la biolixiviacién

Segun Jafari (2018) REF, el proceso de biolixiviacién puede afectarse por varios parametros que
se catalogan como: fisicoquimicos, microbiolégicos, segin las propiedades de los minerales y el
tipo de proceso. Dentro de los parametros fisicoquimicos se encuentran el pH, temperatura,
potencial de oxidorreduccion, contenido de oxigeno y su disponibilidad. Se puede decir que el
potencial de oxidorreduccion es importante debido a que con él se monitorean las reacciones
redox de los microorganismos. Por ejemplo, como se mencioné anteriormente, las bacterias
acidofilas se encargan de la oxidacion del hierro (1) a hierro (I1I), este compuesto junto con el
oxigeno tiene una correlacion alta entre el ORP (9)(10)(11)(12) (13).



Los parametros microbiolégicos que afectan la biolixiviaciéon son la diversidad microbiana,
densidad de la poblacion, actividad microbiana, tolerancia a metales y habilidad oxidativa de los
microorganismos. Jafari (2018) menciona que la habilidad oxidativa de los microorganismos es
esencial para la biolixiviacién, pero no aumenta la eficiencia (10) (9).

Las propiedades de los minerales importantes para la biolixiviaciéon son el tipo de mineral, su
composicién y el tamafio, los cuales podrian contribuir a la inhibicién de la actividad bacteriana
o a un aumento del pH. Por otra parte, el tipo de proceso, operaciones con biorreactor, las
columnas de biolixiviacién y la agitacion podrian afectar el proceso (10).

Con base a la comparacion bibliografica (Tabla 1) se eligié el pH, concentraciéon de PCBs y
concentracion inicial de hierro (III) como los parametros mas importantes en la biolixiviacion.
Los parametros mas adecuados para la biolixiviaciébn son aquellos que segin el analisis
bibliografico, tienen el mayor impacto en la biolixiviacién de cobre proveniente de PCBs.



Tabla 1. Revision bibliografica utilizada para la seleccién de parametros que afecten la biolixiviacion.

Nombre del Autores Referencia Objetivo Parametros y metodologia Resultados Informacion relevante en el trabajo de
articulo grado

Factores que Yang, Tao (14) Evaluar el potencial ~ Se evaluéla influencia de la 1. Entre mas concentraciéon de Fe 1.La biolixiviacién de cobre se

influencian la  Xu, de Acidithiobacillus ferroxidans ~ concentracién  inicial ~ del  (III), mas rapido se la movilizacién del ve afectada por

biolixiviacién  Zheng de obtener metales  inéculo, la concentracién inicial cobre en la  biolixiviacién.  El la concentracién de Fe (I1T)

de cobre  Wen, Jiank ensoluciona  partir  de de Fe (Ill)y el efecto del pH ion férricoes  importante en el 2Un pH 2 es éptimo para

proveniente ang tarjetas de circuito en el proceso biolixiviacion. proceso. realizar ensayos de

de residuos Yang, Lim 2. El pH optimo del microorganismo es biolixiviacién

de tatjetas de ci de 1.8-2.5. 3.La biolixiviacién de cobre se
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e  bacterias , Nympho bacterias con en botellas de 125 mL.. 29% y la mayor extraccion y microorganismo reductor

reductoras dora actividad metabdlica de redu  Se llevo a cabo un lamas rapidase dio en la muestra de hierro junto con un

de hierro Vaxevanid ccién de hierro con un agente  tratamiento bidtico y que contenfa chamosita,  compuesto agente quelante EDTA

provenientes  ou, quelante como EDTA. Para  uno abidtico de las muestras de  rico en Fe (II).

de Katerina conocer si puede ser una minerales bauxicosy de Paralo hierros sintéticos la habilidad d

minerales ba Paspaliaris, herramienta efectiva para la  los oxyhidrixidos de ependié de la cristalidad,

uxicos Toannis remocién de hierro de los  hierro sintéticos. la ferrohydrita amorfa i disolvié casi

mineral bauxicos. en 95% mientras que
la gohetita y amatistas
cristalinas no excedieron el 9% y 1.2%

Respuesta de  Yuguang (16) Evaluar Se evaluaron 3 diferentes La eficiencia de la biolixiviaciéony la 1. El pH es un factor
la Wanga , la biolixiviacién en columnas  rangos de pH, 1.01.5; 1.5-2.0 densidad  celular ~aumentan  con importante en
com KaiLib, de cobre de baja calidad en ,2.0-2.5. Se tuvo en cuenta la la disminucién del pH. El pH bajo la biolixiviacién de cobre
unid  Xinhua Ch diferentes pH densidad celular en funcién del  ayuda a la estabilidad y versatilidad del
ad ena utilizando bacterias meséfilas  tiempo de lixiviacién. Ademas, funcionamiento de las comunidades
micr , Hongbo y termofilas se evalué la densidad celular y  microbianas y promueve
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Biolixiviaciéon  Ilyas, 17) Evaluar el potencial ~ Medio de cultivo  Porcentajes de recuperacion: Zn (80%), 1. Es posible recuperar
en columna Sadia de cultivos mixtos adaptados  utilizado FeTSB. Se utilizo Al (64%), Cu_(86%)y Ni (74%). Se el  86% de cobte
de metales a Ruan, Chi a metales un pH 2 pueden recuperar en biolixiviacién en
partir de Bhatti, H de quimiolitmixootrofos acid . thermosulfidooxidan acidophilic e de los PCBs mediante lixiviacién columna
residuos elect N ofilos moderadamente s un microbiana utilizando un consorcio 2. Realizar una
rénicos Ghauri, M terméfilos  y  heterétrofos  microorganismo heterétrofo, adaptado mixto de adaptacién de los
A acidofilos  moderadamente  utiliza bacterias moderadamente termofilicas microorganismos podtia
Anwar, termoéfilos  para  solubilizar el mismo medio, pero supleme  en la biolixiviacion de mejorar
M Allyas, metales de placas de circuito  ntado con glucosa 1%. columna. la solubilizacién de cobre
Sadia impreso en un reactor de Realizaron una
Ruan, Chi columna. adaptacion de cultivos La adaptacién mejora en gran medida
Bhatti, H andlisis de la concentracion de las tasas de solubilizacién de los
N metales de las muestras metales.
Ghauri, M
A
Anwar,

M




Biolixiviacion
de metales
provenientes
de residuos
electronicos
por

bacterias acid
6filas modera
damente term
ofilicas

Ilyas, (18)
Sadia

Anwar,

Munir A.

Niazi, Sha

hida B.

Afzal Gha

uri, M.

Evaluar el potencial de
cultivos puros y mixtos de
bactetias moderadamente
termofilas Sulfobacillus thermos
ulfidooxi- dansy  heterétrofos
acidofilos  AI1TSB  para
solubilizar metales de placas
de  circuitos  impresos,
descubrir  estrategias  para
mejorar la recuperacién de
metales y responder
algunas preguntas bdsicas
sobre el pH del medio y el
crecimiento  de  bacterias
durante la biolixiviacién de
metales a partir de desechos
clectrénicos.

Anilisis de las muestras

10g
de muestra en
100 mL de cloruro de
sodio para muestras
lavadas

8. thermosulfidooxid
ans y heterétrofo acidéfilo m
edio FeTSB

Adaptaciéon a

metales biolixiviacién de mue
stras no lavadas y
lavadas presentan
concentracién de chatarra del
10%, que present6 las mayores
tasas de biolixiviacion de
metales.

No hubo cambios en la concentracion
de metales de los PCBs antes y después
del

lavado.

Los estudios iniciales de
biolixiviacién de metales se realizaron
con desechos electrénicos sin lavar y
cultivos no adaptados. Se observaron
fases de retardo de 5a 7 dias.

Los metales que tenfan concentraciones
elevadas se lixiviaban a velocidades mas
altas. Se
observaron tasas de lixiviacion de
metales aun mas altas cuando los
estudios de biolixiviacion se realizaron

en presencia de
azufre.
El cobre exhibio la

maxima biolixiviacién (89%

p/p) mientras que 81%, 79% y 83% de
Ni, Al y
Zn. La
capacidad de biolixiviacién de metales
de las bactetias estaba asociada con su
crecimiento.

1. No es necesario un
lavado de los PCB’s

2. Adaptar los cultivos
concentraciones de iones
metalicos podrfa mejorar
la biolixiviacién

3. Altas
concentraciones de cobre
podtian

lixiviarse mas rapido

4. La biolixiviacion de
cobre fue de 89%




Lixiviacion
bacteriana de

Volkan Ar  (19)
slan

Estudiar la  biolixiviacién
como una alternativa a la

Evaluaron el efecto del pH
inicial, concentraciéon de in6cul

Condiciones 6ptimas:
e 10% de in6culo

1. 10%
de inéculo es 6ptimo para

cobre, lixiviacién quimica que es 0, densidad de pulpa e 10% densidad de pulpa biolixiviar 96% de cobre
zinc, niquel y usada en la recuperacién de o 10 dias 2. 180 rpm
aluminio  a metales  preciosos  como e 18 pH inicial como condicién optima
partir de cobre, niquel zinc y aluminio ) OP 3. Los cultivos
residuos  de proveniente de PCB’s * 30°C mixtos son mas eficientes
tarjetas Estudiar el efecto de la e 180 rpm
electrénicas biolixiviacién usando cultivos Se obtuvo una biolixiviacion de cobre 4. La biolixiviacién es
usando y cultivos mixtos del 94% ) un método eco amigable
bacterias acid de A. ferrooxidans y A. Thiooxi A mayor densidad de pulpa menos y econémico
ofilas dansen la recuperacién de ORP 5. PCB’s tienen una
metales preciosos PCB'’s tienen una naturaleza alcalina naturaleza alcalina
provenientes de PCB’s A menor pH mayor ORP 6. Relaciéon de pH y
ORP
M. Arshad  (20) Estudiar un cultivo puro de  Evaluaron pH Condiciones optimas 1. Concentracién
Recuperacion i, una bacteria  inicial, concentracién de PCB’s e pH3 de PCB’s puede inhibir el
simultanea de  S.M. Mous acidofila, A. ferrooxidans, (densidad de e 20g/LPCB’ crecimiento bactetiano y
Ni y Cu avif para extraer  pulpa) concentracién de  ion es un pardmetro
provenientes metales provenientes de ferroso inicial ° .,8’4 g/L Fe (D) importante en el proceso
de circuitos circuitos impresos  Realizaron un ensayo factorial 100% de recuperacion de Cobre de biolixiviacion.
impresos de computadores para evaluar el efecto de

de computad
oresusando bi
olixiviacion.
Evaluacion y
optimizacion
estadistica

usando biolixiviacion

Optimizar valores de pH
inicial, tamafio de particula,
densidad de pulpa
y concentracién de hietro
(III) usando  RSM  para
maximizar la recuperacién
simultanea de cobre y niquel.

los parametros.




Biolixiviacion =~ Weijin Wu  (21) Estudiar la biolixiviacion de  Evaluaron pH, Eh 1. El 100% de cobre fue 1. lLa concentracién
de cobre , Xiaocui L. cobre provenientes  y concentracién de ion ferroso recuperado en 2 h. de PCB’s es un parametro
proveniente iu, Xu Zha de PCB’s utilizando bacterias  con base a la concentracién 2. 5 g/L. de PCB’s obtuvo la importante en la
de tarjetas de ng*, Mingl libres de PCB’s recuperacién de cobre. biolixiviacién
circuito ong Zhu 3. El mecanismo indirecto de 2. la
impreso and Wens biolixiviacién fue el biolixiviacién puede  ser
por sobrenad  ong Tan predominante fuertemente inhibida por
ante de un 4. Fl rol de la bacteria es la concentracion
cultivo mayormente reciclar el ion de PCB’s
bacterias hier ferroso
ro -
sulfuro oxida
doras libres
Biolixiviacion ~Mohan An  (22) Estudiar la biolixiviacién de Evaldan efecto del pH inicial,la  Pasados 7 dias se recuperd la  mayor 1. PH inicial de 2.25
de cobre namalai, K cobre proveniente de tarjetas cantidad de los circuitos cantidad de cobre. Las 2. Concentraciones
proveniente alaichelvan de impresos, el volumen de condiciones éptimas fueron pH 2.0, 10 altas de PCB’s pueden
de tarjetas de  Gurumurt circuito impreso pot Adidithio  inéculo en la biolixiviaciéon de  g/L de PCB’s y 40 % de inéculo inhibir la biolixiviacién
circuitos hy bacillus ferrooxidan y cobre Acidithiobacillus ferrooxidans es un
impresos determinar las microorganismo  eficiente en la
por Acidithio condiciones 6ptimas para biolixiviacién
bacillus ferro una eficiente biolixiviacion Se biolixivio el 32,44% del cobre

oxidans




4.1 pH

El pH es un factor decisivo en la biolixiviacién, ya que define las reacciones quimicas que ocurriran.
Segun Jafari (2018) un pH acido es adecuado para la oxidacién del hierro y metales en disolucion. La
mayoria de los metales se recuperan a pH 2 o 2.5. La importancia del pH radica en que, por el mecanismo
de aciddlisis, donde los protones presentes acidifican el medio, los metales se solubilizan. Por otra parte, el
pH menor a 1 disminuye la biolixiviacién ya que se retrasa el crecimiento bacteriano y el metabolismo.
Por otro lado, un pH mayor a 3 podtria inhibir el crecimiento de algunos microorganismos, resultando en
menores porcentajes de metal recuperado (9)(10)(12).

4.2 Concentracion de PCB’s.

Laalta concentracion de metales, la naturaleza heterogénea ejerce un impacto negativo sobre el
crecimiento bacteriano. Se ha descrito que entre mayor concentraciéon de PCBs la tasa de biolixiviacion
disminuye y que la concentracién optima podria encontrarse entre los 10 y 20 g/ (11) (14). Por otra
parte, por composicién de los PCBs, entre los cuales se encuentran los vinilos, bromuros y acrilicos (8)
tienen por naturaleza un pH alcalino. Esta es otra razén por la cual la concentracion de PCBs podtia
afectar el proceso de biolixiviacién (19).

4.3 Concentracion de hierro (II) inicial.

La biolixiviacion de cobre se da principalmente por un mecanismo de redoxolisis indirecto que
envuelve intermediarios como el ion férrico (Fe+3) y el ion ferroso (Fe*?), estos actian como pates
redox oxidando el cobre segun las siguientes reacciones.

4Fe** + 02 + H + Bacteria—— 4F e’ + ZHZO [1]
2Fe* + Cu’ —» 2Fe* + Cu® 2]

Durante la oxidacién del Fe*? en presencia de protones con las bacterias acidéfilas como catalizadoras,
se produce Fe'y agua [ecuacion 1]. Posterior sucede la oxidaciéon del cobre, junto con la reduccion del
Fe** a Fe™?[ecuacion 2], este serd utilizado como fuente de energia y reciclado por las bacterias

autétrofas acidofilas para su crecimiento mediante su oxidacién a Fe**. Varios autores describen que a
mayor concentracién inicial de ion ferroso mayor solubilizacion de cobre, sin igual a
concentraciones mayores a 12 g/L la tasa de solubilizacién de cobre tiende a disminuir (12)(11) (14).

5. Drenaje acido de minas (DAM)

La minerfa produce como principal contaminante el drenaje minas, debido a que. Este drenaje puede
ser acido (DAM) en el proceso de perforacion y extraccidn, los minerales sulfurados presentes en el
subsuelo tienen contacto con el oxigeno y el agua, generando asi un drenaje que se caractetiza por tener
un bajo pH (menor a 3) y presencia de metales y sulfatos. El bajo pH genera la solubilizaciéon de los
metales presentes en el subsuelo, por lo que estos se encuentran en altas cantidades en este drenaje (21).
Una caracterfstica importante de éste es su color naranja-rojizo, resultado de procesos de oxidacion

de minerales sulfurados y solubilizacién del hierro ferroso (Fezo. Estos procesos, son mediados por
bacterias acidofilas presentes en DAM, las cuales se encargan de la oxidacién de la pirita (FeS,) a

hierro férrico (Fe>) soluble. Por lo anterior, las bacterias acidoéfilas presentes en el drenaje han sido
utilizadas en la extraccién de metales de interés comercial en procesos de biolixiviacion (21).

6. Estudios previos



En 1999 Krebs describié la biolixiviacién como un proceso mediado
por microorganismos. Mencioné ademds que se podtia utilizar industrialmente en
desechos solidos industriales, o para recuperar metales a partir de materiales sélidos como minerales
(23). Un afio después, Johnson en un estudio sobre la biodiversidad y ecologia de los microorganismos
acidofilos, exalto la importancia de estos en la recuperacion de metales (24).

Yang y colaboradores (2008) estudiaron los factores que influenciarén la biolixiviacién de cobre a
partir de PCBs por Acidithiobacillus ferrooxidans. Evaluaron el efecto del pH,la concentracién de iones
térricos y la concentracion del indculo. Observaron que el porcentaje de biolixiviacion son directamente
proporcionales a la concentracién de hierro (III) en el medio de cultivo, hasta concertaciones menores a
20 g/L. El pH con el cual se obtuvo una mayor recuperacién de cobre fue 1.5 y que a mayor
concentraciéon de indculo mayor cobre recuperado. De esto concluyeron que la concentracion de iones
férricos 'y el pH son factores importantes en la biolixiviacibny que la presencia
de Acidithiobacillus ferrooxidans logro la recuperacién del 70% de cobre a los 120 h (14).

Adicionalmente Zhu y colaboradores (2011) estudiaron la biolixiviacion de metales provenientes de
tarjetas de circuito impreso por consorcios de bacterias acidofilas. Se evaluaron los efectos del pH inicial,
la concentracién inicial de Fe?+, la concentraciéon de PCBs, el tamafio de particula y la cantidad de
inoculacién. Obtuvieron que el pH inicial y la concentracién de Fe2+ jugaron un papel importante en la
extraccién de cobre y la formacion de precipitados. Contrario a los resultados de Yang en 2008, el pH
inicial 6ptimo de los investigadores en 2011 fue de 2 obteniendo una eficiencia de recuperacion del
97% de cobre alas 45 h. Adicionalmente mostraron la importancia de otros factores como la
concentraciéon de PCBs obteniendo que la mejor concentracion fue de 12g/L (25).

La relevante de la concentracion de PCBs continto estudidndose juntos a los otros factores como el pH
y concentraciéon de hierro (II), que podrian mejorar la biolixiviacibn de metales. De esta
forma, Arshadi y Mousavi (2014), estudiaron la recuperacién simultanea de niquel y cobre de PCBs
mediante biolixiviacién utilizando Acidithiobacillus ferrooxidans. Identificaron que las
condiciones 6ptimas como pH inicial (3,0) concentracién de ion férrico de (8,6 g/L), una densidad de
pulpa o contaminante de 20 (g/L) se obtendria el 100% de cobre y niquel (20).

Wang y colaboradores (2017) estudiaron la diversidad microbiana y la biolixiviaciéon a diferentes
profundidades de una columna de biolixiviacién de cobre a diferentes pH, concluyeron que a menor pH
mejoraba la extraccién de cobre. Sus resultados coincidieron con los obtenidos por Yang (2008), ya que
obtuvieron que a pH entre 1.0-1.5 se obtenia la mayor concentracién de cobre disuelto (86%). De igual
forma, en este estudio verificaron que son las comunidades microbianas las que bajan el pH durante
la biolixiviacién y que este factor tiene efectos significativos en los microorganismos tanto del mineral
como del lixiviado sin importar la profundidad de la columna. (16)

Finalmente, Garcia (2020), inicio este en la mina de carbon de la empresa Comercializadora Internacional

Milpa S.A. ubicada en Samaca. En primer lugar, Garcia recolecté 3 muestras de diferentes sitios con
presencia historica de DAM. Los puntos de muestreo fueron: la piscina de almacenamiento de DAM, el
tanque de acumulacién de DAM vy los lodos de canal de salida del DAM, con el fin de comparar las
comunidades microbianas presentes en estos puntos. Posteriormente, establecié a partir de estas
muestras, cultivos de enriquecimiento de bacterias acidofilas, las cuales presentaron potencial
de biolixiviacion, debido a que, ademas de provenir del drenaje acido de minas, también, presentaban
bajo pH y coloracién naranja-rojiza, indicativo del hierro soluble. (7)

Adicionalmente, Garcia seleccioné el medio de cultivo 9k (Silverman y Lundgren, 1959) como el ideal
para el rapido crecimiento de estas bacterias. Por ultimo, realiz6 una revisién bibliografica, con el fin de
identificar los factores que podrian afectar la biolixiviacién, determiné que el pH,y



la concentraciéon de PCBs a biolixiviar, eran factores importantes en el proceso de biolixiviacion. Lo
anterior con el fin de estudiar el proceso de biolixiviacién del cobre presente en PCBs utilizando cultivos
de enriquecimiento de bacterias acidéfilas establecidas de la mina de carbén de Samaca. Este estudio se
realizé por aproximadamente 5 meses. (7)

Pregunta de investigacion

¢Cudles son los parametros mas adecuados para maximizar el proceso de biolixiviacion de cobre
presentes en PCBs, empleando un consorcio de bactetias acidéfilas?

Objetivos

Objetivo general

Estudiar los parametros mas adecuados para maximizar en el proceso de biolixiviacién de
cobre, empleando un consorcio de bacterias acidofilas aisladas del drenaje acido de minerfa (DAM)
de carbon

Objetivos especificos

e Seleccionar el cultivo de enriquecimiento de bacterias acidofilas  que tenga el mayor
potencial de biolixiviacion.

e Definir las condiciones/parametros que favorezcan la biolixiviacion de Cu

e Evaluar la capacidad de biolixiviacién de Cu en PCB por un cultivo mixto de bacterias
acidéfilas.

Materiales y métodos

1. Mantenimiento de los cultivos de enriquecimiento.

Los 3 cultivos de enriquecimiento de bacterias acidéfilas establecidos con muestras de la mina
de carbon en Samaca, Boyaca por Garcia (2020)
se mantuvieron por transferencias mensuales de 10 ml. de  inéculo en 100 mL.de medio 9K en
Etlenmeyer de 250 mL por 2 afios. Este medio 9K tenfa la siguiente composicién: 0.83 g/L de
(NH,), SO, 0.03 g/L de K.HPO,, 0.083 g/I. MgSO.*7HO vy se adicionaron 150 g/L Fe,SO, *7H,O en
agua destilada.

Estos cultivos fueron sembrados por Garcia (2020) por triplicado para cada sitio muestreado
denominados A, de la piscina de almacenamiento de DAM, B del tanque de acumulacién de DAM y C
de los lodos de canal de salida del DAM. Se incubaron a 28 °C con 150 tpm y cada 30 dias se realizaba
trasferencia a medio nuevo.

La transferencia mensual se realizé observando que los cultivos cumplian con la coloracién naranja,
indicativo de la precipitacién de hierro (IID), un pH menor a 2 y observando a través de un microscopio
de contraste de fases (100X) la viabilidad de las células mediante su movilidad.



2. Seleccién del cultivo de enriquecimiento con mayor potencial de biolixiviacion.

Se evalué el cambio del potencial de oxido reduccién (ORP) de los tres cultivos de enriquecimiento en
presencia de pirita como indicativo de la cantidad de reacciones de oxido reduccion por la oxidacién de
la pirita. Para la preparacién del indculo para el ensayo, se tomaron 50 mlL de cada una de las réplicas de
cada cultivo de enriquecimiento (A, B y C) y se mezclaron obteniendo un volumen final de 150 mL de
in6culo de cada cultivo. A partir de cada inéculo se tomaron 10 ml y se llevaron a Erlenmeyer (250ml)
con 150 mLL de medio Ok (0.025 g (NH.), SO, 0.01 g K,HPO,, 0.025 g MgSO,. 7TH,O, 700 ml Agua
destilada). El medio OK no posee hierro ya que este serd aportado adicionando 4.8 g de pirita (FeS,)
(16). Se montaron tres unidades experimentales (n=3) por cada cultivo de entriquecimiento (A, By C). Se
ajust6 el pH inicial a 1,7 utilizando H.SO.. Estos cultivos se denominaron PA, PB y PC (Pirita y Cultivo
de entiquecimiento) y se incubaron durante 30 dias a 28°C y 150 tpm.

Se realizaron 4 eventos de muestreo (0, 7, 14, 21, 28), midiendo ORP (mV) y pH con una sonda
multiparamétrica (HI 9828: HANNA) la cual fue calibrada con estindares de ORP y pH. En cada
muestreo se realizo6 la observacion de microscopia de los cultivos con pirita por microscopia de contraste

de fases (100X). (16)

3. Preparacién de PCB’s y concentracion inicial de cobre

Los PCB’s fueron triturados por un esmeril en la facultad de Ingenieria y el polvo resultante de la
trituracion fue recolectado y tamizado (tamiz No. 30 segin el Standard testing sieve de 0,6mm) para
garantizar un tamafio homogéneo en toda la muestra. Se realizé una digestion 4cida de 3 g de los PCB’s
triturados con 30 mL agua regia compuesta de HNO; (67%): HCL (69%) (1: 3) en un vaso de precipitado
de 100 mL a 200°C pot 2 h en una plancha de calentamiento. Se adicionaron 5 mL del agua regia cada
vez que se evaporaba, el volumen resultante fue filtrado con filtros de nylon (WHATMAN) de 2.0 um y
1 mL del filtrado fue diluido en 9 mL de agua desionizada realizando una dilucién 1/10. Este
procedimiento se realizé por duplicado, con el fin de cuantificar la concentraciéon de cobre inicial en
los PCB’s, Este cobre soluble fue determinado por un setvicio externo de absorcién atémica prestado
por la Universidad Central siguiendo el método 7000B de la USEPA (por sus siglas en inglés:
United States Environmental Protection Agency) que mide la concentracién de cobre soluble de 2 a 10

ppm. (18)

4. Determinacion de los parametros para la biolixiviacion.

Con base a la busqueda de literatura (Tabla 1) se identificaron la concentraciéon de PCB’s inicial y la
concentracién de hierro (II) como los parametros que tenian efecto en la biolixiviacion y los cuales se
estudiaron. Se realizo un ensayo factorial porque permite evaluar el efecto de varios parametros utilizando
diversas combinaciones de estos. Se realizo un ensayo 32 donde se evaluaron 3 niveles (-, 0, +) y 2
parametros (concentracion inicial de PCB’s y concentracion inicial de hiero (II)). La concentracién de
cada parametro para cada nivel se presenta en la tabla 2.

Tablas 2. Parametros y niveles utilizados en los ensayos de biolixiviacion de cobre

Parametros Unidades Nivel (-) Nivel (0) Nivel (+)




Concentracion de g/L 5 10 15
PCB’s

Concentracion de g/L 9 12 15
hierro (II)

Se eligieron estos parametros ya que el hierro (II) es oxidado por los micrroganismos acidofilos a
hierro(I1I) el cual es un importante intermediatio en la oxidacion de cobre y tambien es fuente de energia
para las bacterias que actuan como catalizadores de la biolixiviacién de cobre (21), la concentracion de
PCB’s inicial podtia llegar a inhibir la actividad microbiana por encima de los 15 g/L (20) (22). Aunque
inicialmente se considero el pH como un parametro relevante no fue posible establecer medios de cultivos
con diferencias de pH de 0,5.

4.1 Biolixiviacion de cobre

El ensayo se llevé a cabo en Erlenmeyer (250 mL) con 105 mL de medio OK y 10 mL de inéculo por
triplicado (n=3) para cada tratamiento. Se adicionaron 45 mL de una solucién de sulfato ferroso el cual
aporto el hierro (II) con la concentracién indicada en la combinacion de parametros del ensayo factorial
(Tabla 3.). Para la concentracion inicial de PCB’s, de igual forma, se pesé la concentracion indicada en la
tabla 3 y se adiciono a cada tratamiento segun la combinacion de los niveles.

Tabla 3. Organizacion y combinacién de los parametros y sus niveles utilizados en el ensayo de
biolixiviacién.

Numero de Tratamiento  Nivel de la concentracon  Nivel de la concentracion

tratamiento inicial de PCB’s inicial de hierro (II)
1 AA + +
2 AM + 0
3 AB + -
4 MA 0 +
5 MM 0 0
6 MB 0 -
7 BA - +
8 BM - 0
9 BB - -

Se incubaron a 28°C por 30 dias a 180 tpm y se realizaron 5 eventos de muestreo (0, 7, 14, 21, 28 dfas).
Estos consorcios fueron llamados segtn la letra que indicaba el nivel de PCB’s (A= alto, M= medio y
B=bajo) seguido de la letra que indicaba el nivel de la concentracién de hierro (III) (A= alto, M= medio
y B=bajo) (Tabla 3).

La determinacién del cobre soluble se realizé al inicio (t=0), en la mitad del ensayo (t=14) y al final
(t=28) tomando 5 mL. Los 5 mL se centrifugaron con 10000 rpm por 5 min, el sobrenadante fue filtrado
con filtros de nylon (WHATMAN) de 0,22 um y a 1 mL de cada volumen filtrado se le adiciono 1 mL de
acido nitrico y 8 mL de agua desionizada. Se realizo la determinacién de cobre soluble por absorcion
atbmica empleando el método 7000B de la USEPA (por sus siglas en inglés:
United States Environmental Protection Agency) en un laboratorio externo de la Universidad Central.



De igual forma, cada 7 dias se midi6é el ORP (mV) y el pH y se ajusté con 4cido sulfurico (H.SO, a pH
1,8. Adicionalmente, se hizo un seguimiento de los cultivos por microscopia con el fin de verificar la
viabilidad de las células al observar movilidad en el microscopio de contraste de fases (100X).

5. Ensayo bajo condiciones seleccionadas
El tratamiento con mayor cobre soluble fue evaluado bajo las mismas condiciones en contraste con un
control abiético. El control abiético se realiz6 en Erlenmeyer (250 mL) con un volumen de 112 mL de
medio 0K y 48 mL la solucién de sulfato ferroso con la concentracion de ion ferroso elegido en el ensayo
anterior, sin in6culo y con la concentracién de PCB’s del tratamiento seleccionado en el ensayo anteriot.

6. Analisis de datos

Para la seleccion del cultivo de enriquecimiento con mayor potencial de biolixiviaciéon se compararon los
valores de ORP utilizando una prueba de anilisis de varianza (ANOVA) y comparadas sus medias con la
prueba TUCKEY (p<0,005).

El efecto de los 9 tratamientos planteados se comparé6 utilizando la prueba de analisis de varianza
ANOVA factorial de dos factores (p<0,005). Los datos tuvieron un comportamiento de varianza
homogéneo y para establecer la diferencia significativa entre los datos se us6 un intervalo de confianza
del 95% en todas las pruebas.

Resultados y Discusion

1. Mantenimiento de los cultivos de enriquecimiento.

Después de 3-4 dias de incubacién de los cultivos de enriquecimiento, se observé el cambio de
color a marrén-naranja (Figura 1), indicativo de la oxidacién del hierro (I1) a hierro (I1I) presente
en el sulfuro de hierro (FeSO,) por el metabolismo bacteriano [Ecuacion 3] (14)(21)(27). Estos
resultados coinciden con los presentados por Garcia (2020) donde después de una semana de
incubacién de los cultivos de enriquecimiento, se observé una coloracién naranja (7).

Fet2 + O, + 4H* —Bacteria— 4Fe™+ 2H,O  (3)

Misari (2016) menciona que la oxidacién del Fe (II) también puede darse en presencia
de oxigeno; sin embargo, los tiempos cortos de oxidacion (3-4 dias) son indicativo de la accion
bacteriana como catalizadores de esta oxidacion. (28)(14). Por otra parte, después del tiempo de
incubacién hubo diferencias entre los cultivos. Los cultivos de enriquecimientos A (Figura 1)
tomaron una coloracién amarilla por el precipitado con bastante turbidez, mientras que los
cultivos B tuvieron menor turbidez y ademas presentaban una coloracién de precipitado mas
rojiza y por ultimo los cultivos C tuvieron una coloracién de precipitado mas anaranjada con
poca turbidez, esto probablemente se debe a los 3 diferentes puntos de los cultivos en la mina
de carbén. Estos cultivos de enriquecimiento llevan en mantenimiento alrededor de dos afios y
su pH se ha mantenido por debajo de 2.



Figura 2.cultivo de enriquecimiento A, en medio se encuentra en cultivo B y a la izquierda el cultivo C.

Por otra parte, en la microscopia de contraste de fase se observaron bacilos individuales
méviles (Figura 2). Estos resultandos concuerdan con los resultados de Garcfa (2020) quién
también realiz6 una microscopia de contraste de fase (100x) y observé el crecimiento de bacterias
bacilares y cocos (7). Por otra parte, los resultados de Gonzales (2020) quien utilizé un cultivo
de enriquecimiento aislado del mismo DAM de este estudio, realizo una ampliacién y un analisis
secuencial del gen ribosomal 16S donde estudio los microrganismos acidéfilos del DAM de la
mina de carbén de Samaca, y observo células individuales alargadas con un tamafio de célula de
0.392 pm, e identific6 la presencia de bacterias quimiolitotrofas oxidadoras de hierro
Acidithiobacillus ferrooxidans y  Acidithiobacillus ferriphilus (29). De igual forma, Misari (2016)
describe la morfologia de Acidithiobacillus ferroxidans como células en forma bacilar con flagelo
polar, gram negativas, no formadoras de esporas (28). En este estudio no se realizé tincién de
gram a los consorcios debido a que los precipitados de hierro no permitieron observar la
coloracién de las bacterias.

O
®

Figura 3. Bacterias aciddfilas vistas en microscopia de fase (100X). Los circulos amarillos encierran las células vistas en el

microscopio.



2. Seleccion del cultivo de enriquecimiento con mayor potencial de biolixiviacion.

Durante el ensayo se realizé6 monitoreo del ORP y pH. El comportamiento del pH descendi6 en los
primeros 21 dias a 2.5 después de esto, se mantuvo en este pH hasta el dia 28 y posteriormente descendi6
nuevamente a un pH 2. El pH se ajusté cada semana a 1.8 para favorecer las reacciones de
oxidorreduccién (3). Segun Bas (2013) la adicién de HoSO4 es necesaria debido a que en la biolixiviacion
consume o requiere acidez [ecuacién 3], por lo que si el pH no se controla durante el proceso, este
aumentarfa continuamente (3). Es por esto, aunque se ajusté el pH a 1.8 con

en cada tiempo de muestreo, 7 dias después este aumentaba hasta que hubo un pH de 2.5 en el dia 21.
Ademas, la estabilizacién del pH a 1.8 es necesario para asegurar una alta eficiencia en la biolixiviacién
(14). Todos los tratamientos al dfa 21 terminaron en un pH de 2.5 esto pudo deberse a que la calibracién
del pH metro no estaba ajustada a medios acidos por lo que este no lefa datos menores a pH 2.

2Fe 72+ %2 Oy + H* —> 2Fe 3 + HO  [ecuacion 3.

Adicionalmente Bas (2013) estudi6 el efecto del uso de la pirita, y observo que esta es usada como fuente
de hierro y ademas como una fuente de acido, ya que la oxidacion de la pirita produce protones, lo que
genera acidez en el medio. [ecuacién 4 y 5]. Esto no concuerda con los resultados debido a que, en el
ensayo, aunque se utilizé la pirita como fuente de hierro y se ajusté el pH semanalmente a 1.8, este seguia
incrementando 7 dias después del ajuste. Por otro lado, en el tiempo 21 el pH solo aumentaba hasta 2,5,
lo que puede ser un indicativo de la reaccién de oxidacion de la pirita. (3) Este aumento del pH se puede
deber a que en el proceso de trituracion con el esmeril se dificulto la especificidad de polvo triturado al
momento de la recoleccion. Por lo que es posible que en este proceso se hayan recolectado otros
compuestos que pudieran contener carbonatos lo que habria aumentado el pH.

4FeSz + 15 Oz + 2H,O —Bacterias—> 4Fe 3 +8504 2+ 4H* [ecuacién 4]
FeS; + 14 Fe 3+ 8 H,O > 15Fe 2+ 285042+ 16 H* [ecuacion 5]

Por otro lado, la disminucién del pH concuerda con Misari (2016) ya que, el pH disminuye a través del
tiempo como indicativo del crecimiento y la actividad microbiana. Como se muestra en las siguientes
reacciones:

FeS; +31/2 O, + H20 ——> FeSO4 +H,SO4  [ecuacion 6]
2FeS4 +1/2 Oy + H,SOy > FCQ(SO4)3 +H>O [ecuacién 7]

FeSz + Fex(SO4)3 > 3FeSO4 + 80 [ecuacion 8]

SO+ 3/2 Oy + H20 ——> H,SO4 [ecuacion 9]

La primera reaccion es catalizada por microorganismos acidofilos, donde a partir de la pirita se produce
sulfato ferroso (FeSOy) y acid6 sulfirico (H2SO4) este compuesto acidifica el medio, y es producido como
indicativo del crecimiento de microorganismos acidéfilos, posteriormente en la ecuaciéon 7 el compuesto
azufrado (2FeSy) se oxida por la accién de los microorganismos para producir sulfato férrico (Fea(SO4)3)
que luego sera oxidado nuevamente a S° en una reaccién quimica que no requiere microorganismos
(ecuacién 8). El SO es utilizado como fuente de energfa por los microorganismos acidéfilos en una
reaccion de oxidacion formando acidé sulfiarico (H2SOy) acidificando aun mas el medio (28).
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De forma contraria, el ORP inicial de los cultivos estuvo cerca de 120-150 mV e incremento a més de
600 mV alos 28 dias y posteriormente se puede observar un ligero descenso en los 35 dias (Figura 4). Se
observé un incremento significativo del ORP durante el estudio (p=0,05). Por esta razon,
se selecciond el cultivo mixto B, ya que este presento diferencias significativas frente a los otros dos
consorcios en el dia 28 (ANOVA, p 0,05 y Tukey). El dia de muestreo 21 se seleccioné para el analisis
de varianzas debido a que en él se presenta los mayores datos de ORP, indicativo de la oxidacién de la
pirita por parte de los microorganismos. (Anexos 1y 2).

El aumento del ORP segin Desmaris (2020) y Sajjad (2018) se debe a que las bacterias autotroficas
acidofilas oxidan el hierro (II) a hierro (III), donde a mayor cantidad de hierro (II) en el medio mayor
cantidad de hierro (III) se producira, es decir, que a partir de la oxidacion de la pirita (Fe,S) habra mayor
cantidad de hierro (III) que puede ser reducido. Esta reaccion es la que aumentan el ORP ya que hay mas
hierro (I1I) que sera reducido, y gracias a eso habra una mayor cantidad de reacciones de oxido reduccién

(14) (29).
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Figura 5. Comportamiento del ORP durante 35 dias de estudio. La linea con triangulo representa el cultivo de enriguecimiento A, la
linea con clrcnlos representa el cultivo B y la linea con cuadrados representa el cultivo C. Las barras representan la desviacion estindar
del promedio de 3 réplicas (n=3).

3. Determinacion de los parametros para la biolixiviacion.

Los resultados del ORP a través del tiempo se presentan en la figura 7. Todos los tratamientos
comenzaron con un ORP de 350 a 400 mV. Pasados 7 dias de incubacién los tratamientos con baja
concentracion de PCB’s inicial, el tratamiento 7, 8 y 9 (BA, BM, BB), tuvieron un ORP mayor a 500 mV.
Mientras que los que tenfan alta o media concentraciéon de PCB’s alos 7 dias presentaron un ORP menor
2 300 mV, exceptuando el tratamiento 5 (MM) que tiene concentracién inicial media de PCB’s y tuvo un
comportamiento similar a los de concentracién inicial baja de PCB’s. A los 14 dias de ensayo todos los
tratamientos aumentaron el ORP, el tratamiento que tuvo un mayor aumento fue el nimero 6 (MB) que
aumento mas de 300 mV, los demas tratamientos aumentaron entre 50 y 100 mV. A los 21 dias en los
tratamientos con baja concentraciéon de PCB’s, 7, 8, 9 (BA, BM, BB) y el 6 (MM) se estabilizo el ORP,
mientras que los tratamientos 2y 3 (AM y AB) los cuales tenfan alta concentracién de PCB’s aumentaron



mas de 300 mV, al igual que el tratamiento 4 (MA). Por otro lado, del tiempo 21 al 28 el ORP del

tratamiento nimero 1 (AA) se mantuvo estable en un ORP no mayor a 350 mV.

Tabla 4. Comportamiento de los tratamientos con baja concentracion de de PCB’s

tratfnﬁznto Tratamiento P[]C%?s [l deFe () | 7 dias 14 dias 21 dias
7 BA - + 502,9 569.2 611,0
8 BM - 0 555,8 599.1 6223
? BB - - 5479 6173 633,1

Estos resultados son similares a realizados por Arslan (2021) donde evalué el efecto en el ORP de un
cultivo de A. ferrooxidans y A. thivoxidans a diferentes concentraciones de PCBs, observo el incremento
del ORP con concentraciones de PCBs menor a 10 g/, esto es debido a la oxidacién del hierro (II) a
hierro (III) indicativo de la actividad de bacterias acidéfilas que utilizan el hierro (II) como fuente de
electrones para su crecimiento y  metabolismo (19). Por otro lado, Los resultados de los cuatro
tratamientos que disminuyeron el ORP en el dia 7, los cuales tienen concentraciones de PCB’s entre 10
a 15 g/L, concuerdan con el estudio de Arslan (2021), donde determino que las concentraciones menores
a 10 g/L eran eficientes para la oxidacién de Fe*2 y contribufan a valores altos de ORP asi como a la
disolucién de metales, mientras que concentraciones mayores a 10 g/L podtian inhibir la actividad de las
bacterias acidéfilas debido al incremento del pH que eran causadas por las concentraciones altas
de PCBs en el medio (19). Por otra parte, los resultados permiten observar que no hay una diferencia
entre el ORP a diferentes concentraciones de ion ferroso. Adicionalmente, Desmaris (2020) explica que
el incremento del ORP se da por la accién de los microrganismos acidofilos los cuales reciclan el hierro
(ID) y el hierro (III) por lo que al ser un indicativo de la actividad microbiana puede ser usado como
monitor del progreso de la biolixiviacion (14)
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Figura 6. Grafica del comportamiento del ORP en funcion del tiempo de los 9 ensayos. Las barras representan la
desviacion estandar del promedio de tres replicas.



Por otro lado, se monitoreo el pH a lo largo del ensayo ajustindolo en cada evento de muestreo a pH
2. Se observo un comportamiento similar en todos los tratamientos ya que hubo un aumento del pH en
todos los tratamientos a los primeros 7 dias de incubacién y posteriormente hubo un ligero descenso a
menos del 1.8. Los tratamientos que tuvieron un mayor incremento del pH (>2,5) fueron los
tratamientos 1, 2, 3, 4, 5, 6, son aquellos que tuvieron una concentracion de PCB’s alta o media. Contrario
a lo anterior, los tratamientos 7, 8, 9, los cuales tenfan concentraciones bajas de PCBs tuvieron un pH
menor a 2 durante todo el ensayo.

Xiang (2010) explica el comportamiento del aumento inicial y posterior descenso del pH en todos los
tratamientos. Se debe a la reaccién de oxidacion del hierro (II) a hierro (1) por las bacterias, ya que esta
reaccion consume acido [ecuacién 3]. Simultaneamente, los protones son parcialmente consumidos por
el cobre en una oxidacién natural, sin un agente oxidante como el hierro (III) [ecuacién 6.
Posteriormente, el hierro (III) producido de la oxidacién del hierro (II) oxida el cobre de forma
espontanea [ecuacion 7] o se acumula, esta acumulacion hace que el hierro (III) en presencia de agua se
hidrolice, dando como resultado e hidréxido de hierro (Fe (OH)s) junto con protones [ ecuacion 8] (30).
Estas reacciones explican el comportamiento del pH durante los primeros 7 dias y los dias posteriores,
donde el hierro (III) se hidroliza debido a que se acumula y produce protones que disminuyen el pH.
2Fe 72+ %2 Oy + HY ————> 2Fe 3 + H,O  [ecuacion 3.
Cu+ H+ > Cu *2 + H»0O [ecuacién 6]
Fe 3+ Cu > Fe 24+ Cu ™2 [ecuacién 7]
Fe 3+ H,O ——> Fe (OH); + H* [ecuacién §]

El comportamiento de los 7 primeros tratamientos es debido a que segun Arslan (2012)
los PCB’s tienden a tener una naturaleza alcalina lo que explica el aumento de pH en los tratamientos con
concentraciones mayotres de 5 g/L de PCB’s (19). Adicionalmente, Bas (2013) estudio el consumo de
acido de las reacciones dependiendo de la concentraciéon de hierro (II) y observo que entre mayor
concentracion de hierro (II) hubo un mayor consumo de acido, por lo que incrementa el pH. Estos
resultados concuerdan con los de este estudio ya que los tratamientos con niveles altos y medios de hierro
(II) como 1, 2, 4, 5 aumentaron su pH en los primeros 7 dias (3).

La concentracién de PCB’s, tiene un efecto en el pH ya que en los tratamientos 7, 8, y 9, con
concentraciones bajas de PCB’s (5 g/L), tuvieron un pH menor a 1,8. Adicionalmente estos tres
tratamientos concuerdan con las afirmaciones de Arslan (2012) donde el ORP incrementa con
la formacién de acido sulfdrico ya que un medio 4acido aumenta las reacciones de oxido reduccion del
hierro (II). Aligual que en el tratamiento MB donde simultaneamente entre el muestreo de la semana 1y
2 el pH disminuye drasticamente y el ORP aumenta significativamente. (19)
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Figura 95. Comportamiento del pH en funcion del tiempo de los 9 diferentes tratamientos después de 21 dias de estudio.

Con base a la relacién del pH y el ORP, se observé un aumento de ORP en pH menor a 2 y al aumentar

el pH el ORP disminufa. Esto se debe a la acumulacién de hierro (III) que se explica en la ecuacién 8
donde entre el hierro (I1I) se produce en exceso aumentando el ORP ya que es un compuesto potencialm
ente reducible. De igual manera el hierro (III) se hidroliza en presencia de agua produciendo protones
(H") los cuales disminuyen el pH. (30)

En la biolixiviacién de cobre los resultados fueron cualitativos con base a la coloracién del medio debido
al tiempo limite del ensayo. Los cultivos con alta concentracién de hierro (II) a los 14 dias presentaron
coloraciones azuladas verdosas mientras que los demds tratamientos presentaban coloraciones naranjas
Figura 9. Segin ILei (1995) el color del cobre soluble es verde por lo que es probable que en los
tratamientos donde la concentracién inicial de hierro (II) era de 15 g/L se haya dado biolixiviacién de
cobre a los 14 dias del ensayo. (31)

Figura 10 6. Coloracion de los tratamientos ordenados de igzquierda a derecha segin el aumento de la concentracion inicial de hierro
(11). la izquierda los tratamientos con concentracion de 9 g/ L. de hierro (I1), en el medio los tratamientos con concentracion de 12 g/ L
de hierro (1) y a la derecha los tratamientos con concentracion de 15 g/ L. de hierro (1)

Por otro lado, a los 28 dias todos los tratamientos presentaron coloraciéon verdosa (Figura 11), lo que
podria indicar que las bacterias recolectadas de DAM podrian biolixiviar cobre a los 28 dfas bajo cualquier



tratamiento y que altas concentraciones iniciales de hierro (II) hacen mas eficiente el proceso de
biolixiviacién. Sin igual, para poder afirmar esto son necesarios los datos cuantitativos de sobre soluble.

(31)

Figura 11 7. Coloracion de los cultivos a los 28 dias. La imagen superior izquierda son los cultivos con alta concentracion
inicial de hierro (I1) (15 g/ L), la superior derecha son los cultivos con concentracion inicial de hierro (I1) media (12g/L) y
la inferior son los cultivos con concentracion inicial de hierro (11) baja (9g/L).

En cuanto a la relacién de la coloracion de los tratamientos con el ORP y el pH, los cultivos con menor
ORP el numero 1y 4 (AA y MA) a los 14 dias ya tenfan coloracion verdosa por lo que es posible que
hubiera biolixiviacién. Esto indica que el ORP podria no ser un indicativo de la solubilizaciéon de cobre.
Estos resultados concuerdan con Arslan (2021) nuevamente en el estudio donde evalué el efecto en el
ORP de un cultivo de A. ferrooxidans 'y A. thivoxidans a diferentes concentraciones de PCBs, en los
tratamientos nimero 2 y 3 (AM y AB) obtuvo que a mayor ORP mayor extraccién de cobre, Estos
cultivos presentaron coloracion verdosa al dia 28, sin embargo, no al dia 14 y en este intervalo de tiempo
el aumento de su ORP en casi 300mV (19). Por otro lado, concuerdan con los resultados de Bakhtiari
(2011) en un estudio sobre la cinética de la biolixiviacibn de cobre donde concluye que los
microrganismos pueden solubilizar cobre sin incrementar el ORP como podtia pasar en el tratamiento
numero 1 (AA) o los tratamientos con baja concentraciéon inicial de hierro (II) donde no presentaron
coloracién verdosa al dia 14 pero si al dia 28, y durante estos dias no aumentaron su ORP. (32)

Conclusiones

El cultivo de  enriquecimiento B tuvo mayor potencial de biolixiviacién donde se  encontraron
bacterias bacilares probablemente del género Acidithiobacillus sp.

Adicionalmente la disminucién del pHy el aumento del ORP sonindicativos del crecimiento y
metabolismo bacteriano, un menor pH esta relacionado con la produccién de acido sulfdrico y un mayor
ORP esta relacionado con un aumento en las reacciones de oxidorreducciéon en el medio.



En cuanto al comportamiento del ORPy el pHen ladeterminacionde losparametros para la
biolixiviacién, las concentraciones iniciales de PCB’s mayores a 10 g/L aumentan el pH, el cual luego
disminuye por la accion de los microorganismos. La concentracion inicial de  hierro
(II) no tiene efecto en el ORP y pH, pero probablemente en la biolixiviacién de cobre siya que tiene
relacién con el color verdoso el cual podria ser indicativo de la solubilizaciéon en el medio.

Es necesario comparar los resultados obtenidos con resultados cuantitativos de la solubilizacion de
cobre para poder confirmar que las bacterias de DAM son capaces de biolixiviar cobre proveniente de
PCB’s.
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Anexos

Anexo 1. Anilisis estadistico de seleccién del tiempo de cultivo con mayor potencial de ORP
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Figura 128. Andlisis ANOV'A y Tukey se seleccion del tiempo con mayor ORP.

Se seleccioné el tiempo 4 (dia 28) para la comparacién entre cultivos de enriquecimiento ya que en este
tiempo hubo los valores de ORP. Se puede observar junto al analisis ANOVA, el analisis Tukey - Kramer
que permite comparar las medias en el dia 28.

Anexo 2. Anilisis estadistico de seleccién del cultivo mixto con mayor potencial de ORP.
< = Apalisis univariante de ORP con respecto a Cultiva
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Figura 13 9. Andlisis ANOV A y Tukey de seleccion del cultivo mixto con mayor ORP en el tiempo 4 (28 dias). Se observan
diferencias significativas del cultivo B con respecto a los cultivos Ay C.

Posteriormente, se realizé un analisis ANOVA y Tukey — Kramer para comparar las medias entre los
valores de ORP de cada cultivo de enriquecimiento en el dfa 28 (tiempo 4). Se puede observar que el
cultivo de enriquecimiento B posee diferencias significativas (p <0,05) junto a los otros dos consorcios.



