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Introduccioií

1.1. FAJA PIRÍTICA IBÉRICA

La faja pirítica ibérica se encuentrasituadaal SO de la Penínsulay constituye el

geosinclinal Devónico-Carboníferoen el Macizo Hercínico Ibérico. Ocupa una franja de

aproximadamente230 km de largopor 40-60km de ancho,prolongándosedesdela provincia

de Sevilla hastala costaOestede Portugaly formandounade las más importantesprovincias

metalogénicasmundiales con unas reservasdel orden de 750 millones de toneladasde

sulfuros.

Geográficamente,estásituadaentrelas estribacionesmeridionalesde SierraMorena

y la depresión terciaria del Guadalquivir. Constituye una unidad goemorfológica bien

diferenciada,pues.a excepciónde algunassierrasen la partenorte,puedeconsiderarsecomo

una penillanura inclinada hacia el sur y en actual proceso de rejuvenecimiento.

Geológicamente.los sedimentosmásantiguosdatandel Devónico.Lazonasufrevariaciones

a través de los distintosciclos geológicoshastallegar al Cuaternario,cuandoseproduceel

encajonamientofluvial de la región, dondeadquieresu fisonomíaactual.

El áreaposeeun amplio y rico historial, condiversosaltibajosen su mineríay épocas

de escasao nula actividad,hastallegar a mediadosdel siglo pasadocuandola demandade

cobre y azufre por la industria europeaprovocaun gran resurgimientoy se ponenen

explotaciónla mayoría de las minas hoy conocidas.Actualmente,estánen actividad los

gruposde Riotinto, Tharsis, La Zarza, Concepción,Herrerías, Lomero-Poyatos,La Joya,

San Telmo. Aznalcollar y Sotiel, en España,y Aljustrel y Lousal, en Portugal.

1.2. MINAS DE RÍO TINTO

Las minas de Río Tinto estánsituadasen la provincia de Huelva, a 75 Km de la

capital de la provincia, en el extremooestede Sierra Morena. Estánlocalizadasdentro del

anticlinal de Río Tinto, pertenecientea la franja pirítica del Sur de la penínsulaIbérica.

La mina de Río Tinto es la mina en activo másantiguadel mundo. Una pruebade

ello es el hallazgo,entre las antiguasescombreras,de herramientasde piedrademostrando
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Intmducción

la existenciade una minería y una metalurgia que comenzóa principios de la Edad de

Bronce, en el tercer milenio a.C. Los trabajossehan desarrolladoa lo largo de tres etapas

cronológicamentebien diferenciadas.

En la primerade ellas, durantela EpocaTartésica.se desarrollala minería del oro

y de la plata, seguidaposteriormenteporunaépocade granesplendor,durantela dominación

romana,en la queademásde los metalespreciososse creauna importantemineríade cobre

y de hierro.

La segundaetapaimportanteesel periodocomprendidoentre1873 y 1953, en la que

las minas estánbajo dirección inglesa. En estaetapa, se ponende nuevoa punto antiguas

explotacionesromanasy se abren otras nuevas. Se realizarondiversosestudiossobre la

génesisde los yacimientosquesirvieronparala explotaciónposteriorde los mismos.Durante

estaépoca,seexplotanprincipalmentelas masaspiríticas para la obtenciónde azufre.

La última etapa. se inicia con la nacionalizaciónde las minas y continúa hasta

nuestrosdías. Se realizannumerososestudiosgeológico-mineroscon los que se comprueba

quelazonasiguesiendoun centrominerocon importantesreservaspotencialesdeoro,plata.

cobre,plomo y cinc.

Las mineralizacionesde Río Tinto, al igual que las restantesde la zona, se sitúan

dentrode una corridade materialespaleozoicos,extendiéndoseen sentidoEste-Oestedesde

el Norte de Sevilla hastael Atlántico, dandolugar a una provincia metalogenéticadondela

frecuenciade mineralizacioneses de las másaltas del mundo.

Las mineralizacionesde estazonapuedenser de dos tipos: masasde sulfurosen las

que predominala pirita acompañadade pequeñascantidadesde Cu, Pb, Za, As, ¿½,Ag,

etc., y chimeneasde filones de pirita con calcopirita encajadasen rocas volcánicas

(“stockwork’j.

Asociadosa las mineralizacioneshay procesosde alteraciónde las rocasencajantes

(cloritización,sericitación,silicificación). El conjuntode mineralizacionesy rocasencajantes
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1 ntroduccion

estáafectadopor la orogeniahercínica,así comoporprocesosde alteraciónsuperficial. Esto

ha dadolugar a que, ademásde las dos mineralizacionesanteriormentemencionadas,exista

una más consecuenciade tas cambiosque actúan sobre las anteriores y cuyo principal

resultadoes una anómala concentraciónde oro y plata. Esta mineralización, denominada

Gossan, sólo se encuentraen la superficie de las minas y de ella se extraen los metales

preciosos.

1.3. BIOLIXIVIACIÓN

La biolixiviación es una operaciónde la hidrometalurgia,tambiéndenominadavía

húmeda,para la extracciónde determinadosmetales.Estos procedimientosse basanen et

ataquequímicodel mineral a tratar. El fin de estetratamientoes disponerde una solución

enriquecidaen los metalesde interésparaconseguirla recuperaciónde los mismos tras un

adecuadoprocesode precipitación.

La hidrometalurgiaalcanzó,en tiempos antiguos,unos niveles de utilización muy

altos,aunquecon un totaldesconocimientode los fundamentostisicos, químicosy biológicos

de los procesos.Los primerosdocumentoshistóricoshablandesuaplicaciónen la extracción

de cobreen Chipre, en torno al año 166 a.C. y en las minasde cobre en España,entre los

años23-79 a.C.. Tambiénexistendatos acercade su utilización en la extracciónde cobre

en China ‘y en HungríaduranteLa EdadMedia. A partir del s.XVII, su uso se extendiópor

diferentespaísesde Europa,principalmenteaplicadaa la extracciónde cobre. A lo largo de

todo esteperiodo de tiempo, el papel de los microorganismosen el procesoera todavía

desconocido.

En los últimos añosdel siglo XIX fue cuandosedescubrióla autotrofíade algunos

microorganismosy la interrelaciónexistenteentre labiosferay la litosfera. A principios del

siglo XX, Nathansohn aisló la primera cepa del microorganismo Thiobacillus sp.

(Nathansohn,1902)demostrandosu capacidadparaoxidarcompuestosde azufre.En los años

40, como consecuenciade diversosestudiossobreel deterioroambientalproducidopor los

efluentesde las minas, fue cuandose relacionóa la microtiora presenteen las aguasde

drenajecon los procesosde lixiviación bacteriana.Así, se llegó a 1947, año en el que se
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ti itroduccion

aisló Thiobacillusferrooxidans.El descubrimientode estenuevomicroorganismoabrió un

enormecampode posibilidadesen torno a su utilizacióncomocatalizadorenla solubilización

de diversos sulfuros metálicos. Así, nació una nueva rama de la tecnologíametalúrgica

denominadabiohidrometalurgiay dentro de esta la biolixiviación, la cual podría definirse

como una operaciónde disoluciónde metales,a partir generalmentede mineralessulfurados

o de sus concentrados,catalizada,directa o indirectamente,por microorganismos’.

Durantelos últimos 30 años,sehandesarrolladomultitud de trabajosexperimentales,

dentrode distintas ramasde la ciencia<microbiología,química,metalurgia,geología,etc.>,

que han permitido comprobarque, ademásdel T. ferrooxidans, existen muchos otros

microorganismos implicados en los procesosde biolixiviación. Por otra parte, estos

microorganismosno sólo son aplicablesen Ja biolixiviación de minerales, sino que son

potencialmenteútiles en el tratamientode aguas residualeso en la biodesulfuraciónde

carbones.

1.3.1. Métodos de biolixiviación

La biolixiviación es unade las principalesactividadesbiotecnológicasutilizadashoy

endía. Comoejemplo,se puedeestimaren 1 billón de dólaresel valor del cobrerecuperado,

desdeque se tiene noticiade ello, por procedimientosbiológicos en todo el mundo(Holmes

y Debus, 1991). con un porcentajeentreel 10 y el 30% de la produccióntotal del metal.

Diversos estudiosvaloranen 5 billones de dólaresel valor de los metalesque se habrán

recuperadocon microorganismoshastael año 2000(Brierley CL., 1984). La biolixiviación

puedeparticipar en los siguientestipos de lixiviación:

a.- Lixiviación “in situ”: Seaplicaa mineralescon muy bajaley. Consisteen “regar”

las paredesde la mina con la solución lixiviante. El minera! a tratar debe haber sido

previamentefisurado o fracturado,medianteexplosivos,o bienha de serun material poroso.

Este tipo de biolixiviación se utiliza en minas en las que las reservasconvencionalesdel

míneral ya han sido agotadas.
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Introducción

b. Lixiviación en escombreras. Las escombrerasson montonesde mineral de

grandesdimensionesen los quese acumulanmineralesmuy pobres(en el casodel cobre, con

leyes entre0,1-0,5%). Se utilizan terrenosadecuadosen los que la solución lixiviante con

la queregamosel mineral puedaserrecogida,normalmente,por laparteinferior del montón,

para posteriorestratamientos,generalmenteelectrolíticos,en los que se recuperael metal,

La solución lixiviante es recirculadapara atacar más mineral. El gran problema de este

sistemaes el tiempo de ataque: normalmentevarios años.

c.~ Lixiviación en montones: En estecaso,el mineral que queremostratar no estan

pobre como en el caso anterior. El tamañode las partículasde mineral es mucho más

uniformey la lixiviación del metales másrápida.El material queserálixiviado seamontona

sobreuna superficie impermeabilizaday especialmentepreparadaparaello.

d.- Lixiviación dinámica: Se lleva a cabo graciasa un movimiento continuo de la

pulpa (mineral más solución). Se realiza en grandes reactores agitados mecánica o

neumáticamente.Ofrecenla posibilidadde un rendimientode biolixiviación más elevadocon

la ventajade tenerlas condicionesdel procesocontroladas.Se hanrealizadodiversosintentos

de aplicación de estatécnicaa concentradosde sulfuros metálicos,aunquesólo seaplica.

a escalaindustrial, parael tratamientode las menasrefractariasde oro y plata. Los costes

económicosde estosprocesossonmuchomayoresqueen cualquierade los casosanteriores.

Normalmente, los procesosde lixiviación dinámica se empleanpara el tratamientode

mineralesmucho másvaliosos que en el resto de los casos.

1.3.2. Ventajas y desventajasde la biolixiviación

Los procesos de biolixiviación ofrecen, con respecto a los tratamientos

pirometalúrgicos,una serie de ventajasdemostradastanto a escalade laboratorio como a

escalaindustrial (Decker, 1986; Ballestery col., 1988; Bordonabay López, 1988):

1.- Bajo requerimiento de energía, limitado al bombeo de las soluciones. Las

temperaturasmáximaspuedenreducirsedesdelos 15000C a menosde 100<’C.
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9 - Ausenciade contaminaciónpor emisionesde SO2.

3.- Posibilidad de tratamientode menaspobres,subproductosy residuos que no

podríanser aprovechadospor métodosclásicos.

4.- Bajos costesde operacióny de capital inmovilizado lo que permite rentabilizar

inclusopequeñasinstalaciones.Porejemplo,los costesen relaciónaunaplantade extracción

de cobre puedenser aproximadamentela mitad que en unaplantapirometalúrgica.

5.- Selectividaddel ataquebacteriano.Esto provoca,como consecuencia,una fácil

separaciónde los subproductosdel proceso,como es el casodel hierro que apareceengran

cantidaden las materiasprimas naturalesy que en los procesosde biolixiviación precipita

como jarositas,de estructuracristalina, que seseparanfácilmentepor filtración.

6.- Bajo consumo de reactivos, especialmenteácidos, ya que los mismos

microorganismosseencargande acidificar el medio.

Frenteaestasventajas,labiolixiviaciónpresentaunaseriede desventajasquedeberán

sersuperadasparaqueel procesoseaeconómicamentecompetitivocon los métodosclásicos:

Cinética muy lenta. Estees posiblementeel principal inconveniente,ya que este

tipo de procesos.dependiendode las condiciones,generalmente,tienenunaduraciónqueva

desdevarios días a varios mesese incluso varios años.

2.- Producciónde solucionesdiluidas, lo que requiereuna etapade concentración

previaa la de recuperaciónmetálica.

3.- Dificultad de implantacióna partir de los procesosactualesen funcionamiento.

4.- Las aguasácidasque segeneranen los procesosdebenser tratadasantesde su

vertido a la naturaleza.
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Introducción

5.- Escaso conocimiento de los mecanismos implicados en los procesos de

biolixiviación. especialmenteen los diversosaspectosrelacionadoscon la m¡crobiologíadel

proceso.

Este último punto quedafrecuentementeal margen,pero tiene una gran importancia

debido a que una mejor comprensiónde los aspectosmicrobiológicosde los procesosde

biolixiviación ayudaría a mejorar aspectostales como la cinética de los mismos o la

convenienciade utilizar los microorganismosmásadecuadossegúnel tipo de mineral que se

quieraatacar.

1.3.3. Perspectivasfuturas

La biolixiviación de sulfurosmineralestienegrandesventajasdesdeun puntode vista

económicoy medioambientai.No obstante,a pesarde esto, la aplicación de estastécnicas

no ha progresadoa nivel industrial, desdehaceaños,exceptoen la recuperaciónde cobre

y uraniopor lixiviación en montones.Las razoneshay que buscarlasenel inestablemercado

de los metales,conprecios muy bajosy al interésde las compañíasminerasen rentabilizar

rápidamentelas inversiones.

Sin embargo,hay ciertos procesosen los que sí se estánconsiguiendograndes

progresos.Son,principalmente,la recuperaciónpor biolixiviación de metalesy metaloides

comoCa, Ge, Mn. As, Se, Sb Bi, V, etc... (Torma, 1989; Mitov y col., 1990) a partir de

mineralesqueno puedensertratadospormétodosconvencionales,la recuperaciónde metales

preciosos(especialmenteoro) por biooxidaciónde mineralesrefractarios(Hutchins y col.,

1988; Lawrence y Bruynesteyn,1983; Lindstróm y col., 1992),larecuperaciónde metales

de aguasresidualesindustriales(Jeffersy col., 1991) o la desulfuraciónde carbones(Klein

y col., 1989).

Dentro de las tendenciasactualesen el campode la biolixiviación, para conseguir

mejoresrendimientosy una optimizacióndel procesoque le permitasercompetitivo frente

a los métodostradicionales,habríaque destacar:
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Introducción

1.- El uso de mezclasde microorganismos.

2.- Sistemasde trabajocon organismostermófilos que incrementenla cinética

del proceso.

3.- Búsquedade nuevosmicroorganismoscon capacidadesespecialescomo la

especificidadhaciadeterminadosmetales.

4.- Modificación genéticade microorganismos.

5.- Desarrollode la ingenieríade reactoresparaaumentarla cinética.

6.- Desarrollode la investigaciónbásicaparapodercomprenderlos distintos

mecanismosy fundamentosde las reaccionesque tienen lugar en los sistemasde

biolixiviación.

1.3.4. Microorganismos implicados en los procesosde hiolixiviación

Los sistemasbiohidrometalúrgicosson ecosistemasmicrobianos y las primeras

investigacionesenestecampose basaronenel aislamientoe identificaciónde cultivos puros

y su posterior caracterización fisiológica. Desde el descubrimiento en 1947 de T.

ferrooxidans,como la principal bacteriaimplicadaen los procesosde biolixiviación, se han

publicado numerosostrabajos sobre las característicasde este microorganismo y sus

diferentesformas de comportamientoen fenómenosde biolixiviación. Sin embargo,pesea

su indudable importancia, T. ferrooxidansno es el único microorganismopresenteen los

ecosistemasbiolixiviantes, que podríandefinirsecomoaquellosen los que tienenlugar los

procesosde oxidaciónde mineralesy azufre.Dentrode estos, los habitatsmásconocidosson

los montonesde lixiviación creadospor el hombrepara operacionesde recuperaciónde

metales o como depósitos de residuos minerales. Los estudios realizados sobre estos

ambientespermitieron el aislamiento y caracterizaciónde nuevas especiesbacterianascon

capacidadbiolixiviante. Así, en 1953 (Leatheny col., 1953 y 1954) sedescubreun nuevo

microorganismo,Ferrobacillus ferrooxidans,del que se aislan nuevas especies,comoE.

9
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sulfooxidansen los añossiguientes(Kinsel, 1960). Estasdos últimas especiesseenglobaron

dentro de 7’. ferrooxidansen los años70 (Kelly y Tuovinen, 1972). Unos añosantes,en

1963. Ehrlich encontrólevaduras,amebasy otros tipos de bacteriasen las aguasde drenaje

de una mirta, ademásde bacteriasdel géneroThiobacillus. Hastaestosaños,se pensabaque

sólo dos microorganismosteníanun papelrelevantedentrode los procesosde biolixiviación:

T. ferroavidans ‘y 7’. thiooxidans. A partir de entonces,con el descubrimientode distintas

bacterias, como Leptospirillum ferrooxidans (Markosyan, 1972), junto con distintos

microorganismostermófilos moderados(l3rierley y Le Roux, 1978; Le Roux y col., 1977;

Golacheva y KaravaiKo, 1978) y termófilos extremos, como las bacteriasdel género

Sulfolobus(Brock y col.. 1972), cambiaronlas ideassobrelos ecosistemasbiolixiviantes. En

cualquiercaso,el procesode biolixiviación estáproducidopor la interacciónde los minerales

con una población mixta de microorganismosen la que, ademásde microorganismos

autótrofos. intervienen otros microorganismosheterótrofos,así como algas, hongos y

protozoos, con amplios rangosde toleranciaa diferentes temperaturasy condicionesde

acidez.

Enotros estudiosposteriores(1-larrison, 1978),seexaminóla sucesiónde poblaciones

microbianasen un depósitode carbón. El desarrollode estaspoblacionescomenzabacon

bacteriasheterotróficasque eranseguidaspor bacteriasoxidantesdel azufre y, finalmente,

por las bacteriasdel géneroThiobacillus. El sistemaclímaxestabacompuestopor una gran

diversidadde microtiora, incluidos mohos, algas,protozoos,artrópodosy un musgo.

Se han realizadootros muchos estudios sobre la diversidadde microorganismos

relacionadosconel procesode biolixiviación (Brierley, 1978; Kelly y col., 1979; Hutchins

y col., 1986; KelIy. 1987; Norris, 1988; Groudevay col., 1990; Siloniz y col,, 1991), cuyos

resultadoshan demostradoque T. ferrooxidansno era el único organismoimplicado en

procesosde estetipo, si bienesuno de los más importantesy significativos. [ncluso,algunos

trabajos(Harrison, 1984. 1986) consideranque bajo el nombrede 7’. ferrooxidanspodrían

existir distintas especiesbacterianasdebidoa la diversidadgenéticaentre las distintascepas

aisladaspordiversosautores.Entretodosestosmicroorganismosseestablecenrelacionesque

afectanal conjunto del ecosistema(figura 1). En muchasocasiones,estasrelacionesson de

simbiosis,de tal formaque el procesogeneralseve favorecidopor la coexistenciade varias

10
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002

________ )
Comp. orgánicos

___________________________ excretados

)
organicos

Figura 1: Interrelacionesenel flujo de carbonoen ecosistemasde biolixiviación

especiesde microorganismos.Este es el casode bacteriasheterótrofascomolas del género

Acidiphilium o 7’. acidophilus, que puedenutilizar como fuente de energía sustancias

orgánicasque perjudicana 7’. ferrooxidans. Otros tipos de bacteriasheterótrofaspueden

favorecer la biolixiviación de mineralesde uranio, aunquede forma indirecta (Tuovineny

col.. 1982). Pero no todos los microorganismospresentesen el ecosistemafavorecenel

procesode biolixiviación. Groudevy col., en 1978, demostraronel efectodesfavorablede

algunos microorganismos heterótrofos (Amoeba y Caulobacter, principalmente) en

operacionesindustriajesde lixiviación decobreen montones,debidoal consumodeoxígeno,

a la precipitaciónde productossólidos sobre la superficiedel mineral y a los productos

secretadoscon efectos inhibitorios sobre los thiobacilli.

Recientemente,se hanhechoestudiossobreel potencialde algunosmicroorganismos

heterótrofos(tanto hongos comobacterias)en procesosde biolixiviación (Erhlich, 1991).

EstospresentanLa ventaja,sobrelos autótrofos,de unacinéticamásrápida,pero tienenuna

Crecimiento
autotrófico
E /=rrcczr¡danr
Y’ rIúcaÚda,,s
E ~/berifr
Y. ¡r,rúar,da,¡.rCrecimiento mixotrófico

E acvdoph¡/ns
Tetrwft!cs “, cc/erados
Sr,//>¿/cttrs
,4cñ1,Yzniv.

Crecimiento heterótrofico

A cidiphilium cryprutn
Hongos. protozoos
otras bacterias acidófilas
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serie de inconvenientesque implican un alto costedel proceso (aportaciónde nutrientesy

sistemasen reactorescon poblacionespurasy muy controladas).

En relacióna los hongos,existenciertos géneroscapacesde formar ácidocítrico y

oxálico, a partir de azúcarescomo la glucosa,queposteriormentepuedenreaccionarcon los

óxidos metálicos disolviendo los metales que forman parte del mineral. A escalade

laboratorio, ya se han realizadoensayosde lixiviación de cobre, con bastanteéxito, con

bongosde la especieAspergillusníger (Kiel y Schwartz, 1980)y ensayosde lixiviación del

hierro de la arenade cuarzocon hongosde los génerosAspergillusy Penicillium (Erhlich.

1988).

Tambiénse ha sugerido la posibilidad de que en las zonasmás profundasde los

montonesen los que tiene lugar la biolixiviación, dondelas concentracionesde oxígenoson

prácticamentenulas, actúenmicroorganismosanaerobioscomoDesulfovibriodesulfuricans

(Bhurat y col., 1973). Por último, se han realizadodiversostrabajosque indican que 7’.

ferrooxidanspuedecreceren condicionesanaeróbicassobresulfuros(Das y col., 1992),con

lo que su papelen el interior de los montonescobraríamás importancia,perohay muy pocos

estudiosrealizadoscon respectoa estaposibilidad.

Microorganismostermófilos

Dentro de los microorganismosque actúan en procesos de biolixiviación es

imprescindiblehacer una menciónespecialde los microorganismostermófilos. Cada día

cobra más fuerza la ideade su utilización como solucióna Los problemasqueactualmente

presentanlos sistemasde biolixiviación, ya que el aumentode la temperaturaconlíevauna

aceleraciónde la cinéticaquímicadel proceso.

En general,el grupode microorganismostermófilos presentacomoproblema,para

su posible aplicación, la gran sensibilidadde su membranafrente a fenómenosde atrición.

Esto obliga a trabajar, en procesosde lixiviación dinámica(reactores),con densidadesde

pulpamenoresque las utilizadasen ensayoscon microorganismosmesófilos.

12
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El uso de estasbacteriasno debería,sin embargo,estarrestringidaa condicionesde

laboratorioo a reactorescontrolados,puestoquediversosautorescomprobaronla existencia

en el interior de los montonesde lixiviación de temperaturascon valoresque oscilanentre

los 50 y los 80<’C (Brierley y Murr, 1973; Murr y Brierley, 1978; Groudevy col. 1978).

Así, sehanaisladoen estosmontonesdiversosmicroorganismostermófilos (LeRouxy col.,

1977; Brierley y Lockwood, 1977) con reconocidacapacidadlixiviante. Dentro de estos,

posiblemente, las bacterias del género Sulfolobus sean las más estudiadas,aunque

recientementesehan descubiertootras especiescomoMetallospherasedula(Huber y col.,

1989) conpropiedadesque las hacenpotencialmenteaplicablesa estos procesos.

En cuantoa los microorganismostermófilos moderados,son los másdesconocidos

del proceso.Muchos de los microorganismosaisladoscon estacaracterística(Norris y col.,

1986) estántodavíasin clasificar taxonómicamentey presentanuna gran diversidad,tanto

genotípicay fenotípicacomomorfológica,entreellos. Los más estudiadossonlos del género

Sulfobacillus(Karavaiko y col., 1987).

En Ja tabla 1 se recogenlas principalescaracterísticasde los microrganismosmás

importantesen los procesosde biolixiviación.

1.3.5. Metabolismode los microorganismosbiolixiviadores

Se ha estudiadoprincipalmenteen Thiobacillusferrooxidansaunque,por tratarsede

bacteriasquimiolitótrofas que utilizan la oxidación de Fe2~ y de compuestosde azufre,el

metabolismoes muy similar en la mayoríade los casos.

Como el restode las eubacteriasautótrofas,el mecanismode fijación de carbonose

realiza a través del ciclo de Calvin en una reaccióncatalizadapor la ribulosa difosfato

carboxilasa,con un gastoenergéticode 3 moléculasde ATP y 2 de NADPH pormol de CO
9

fijado. En las bacteriastermófilas no se conocebienestemecanismo,pero si sesabeque las

arqueobacterias(todos los termófilos extremosconocidospertenecenaestereino) no utilizan

el ciclo de Calvin. Tambiénexiste en los thiobacilli un mecanismopara la fijación de

nitrógeno(Mackintosh, 1978).

13
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La obtenciónde la energíanecesariapara la fijación del CO, y del nitrógeno la

obtienen de la oxidación de hierro reducido o de la oxidación de compuestosde azufre

reducidos.

El mecanismode oxidación de hierro (lngledew, 1982) tiene lugar en el espacio

periplasmáticode la célula. El Fe2~, en un procesocatalizadopor la enzimarusticianina

(citocromoe reductasa>,es oxidadoa Fe2~. Los eJectronesresultantesde la oxidaciónson

transferidosdesdeesta enzima a la cadenade transporteelectrónico hasta llegar a una

citocromo oxidasaterminal situadaen la membranacitoplasmática.El aceptorfinal de los

electrones,al tratarsede microorganismosaerobios,es el oxígeno,que se combinacon los

protonesparadar H
20.

El transportede protonesse debeal fuertegradientede pH existenteentreel exterior

de la célula (pH < 2.5) y el interior de la misma (pH cercanoa la neutralidad). Este

transportede protones tiene lugar a través de canales en la membranacitoplasmática

asociadosa ATPasas.El resultadofinal del procesoes la obtenciónde ATP y NADPH que

serán utilizados en la fijación del CO2, N2 y otros procesosanabólicos.El gradientede

protones,esencialen estosmicroorganismos,haceque seanparticularmentesensibleshacia

compuestoscomo ácidos orgánicosdébilesque difunden de manerarelativamente fácil a

travésde la membranacitoplasmáticay al llegar al citoplasmase disociany disminuyenel

pH interno (Alexander y col., 1987). Pequeñasconcentraciones(10Á M) de estosácidos

orgánicos puedeninhibir totalmenteel crecimientode los thiobacilli (Rao y Berger, 1970).

Durantemuchosaños,la investigaciónsobrelos thiobacilli acidófilos y especialmente

en 7’. ferrooxidans.habíaestadobasadaen el sistemade oxidacióndel hierro. Sin embargo,

actualmente,seconsideraque la solubilizaciónde sulfuros mineraleses masefectiva si los

microorganismosposeenal mismo tiempo sistemasde oxidaciónde hierro y de azufre. El

sistemade oxidaciónde compuestosde azufreesmuy importantepuestoquelos sulfurosson

los principales componentes de los minerales susceptibles de ser procesados por

biolixiviación. porejemplo, la pirita, encuyaoxidacióndemostróArkesteynlaexistenciade

estesistema. En la oxidaciónde estemineral pareceque partede los electronesobtenidos

15
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entran en la cadenarespiratoriaen un sitio diferente a los electronesoriginadospor la

oxidacióndel lón ferroso.

Se han realizadomuchosensayosparacaracterizarlas enzimasimplicadasen estavía

de obtenciónde energíaen diferentesmicroorganismosbiolixiviantes (Meulenbergy col.,

1992’; Sugio y col.. 1992; Beffa y col., 1991; Suzuki y col., 1992),así comola cinéticadel

proceso (Meulenbergy col.,
1992b), pero todavía no hay una expLicación generalde la

bioquímicadel mismo.

Tantolos estudiosrealizadoscon inhibidoresde la oxidaciónde distintoscompuestos

de azufrecomoel pH óptimoparalaoxidaciónde Los mismos(I-lazeuy col., 1988),sugieren

que ésta se produceen distintos lugares de la célula en función del compuesto.Así, el

tritionato, tiosulfato y tetrationatose oxidan en el espacioperiplásmico,mientras que el

azufre elementaly los sulfuros se oxidanen eL citoplasma.Los sulfitos, dependiendodel

microorganismo,se oxidan en un lugar u otro (p.ej., periplasmaen 7’. ferrooxidansy

citoplasmaen 7’. acidophilus) (Kueneny col., 1993).

En la figura 2 sepuedever un esquemadel procesode la oxidaciónde los diferentes

compuestosde azufrecon las enzimasconocidasque participanen el proceso.

El ambienteácido y los posibles sustratos presentesen el mismo sugieren un

mecanismode obtención de energía similar para la mayoría de los microorganismos

lixiviantes. si bien los diferentescomponentesdel procesono son todavíabien conocidosy

podríahaberdiferenciasen algunode ellos (Barr y col., 1990; Hart y col, 1991).

1.3.6. Mecanismosde acciónbacteriana

La disolución de los elementosmetálicoscontenidosen los mineralespuededeberse

a procesos químicos o biológicos. El segundo caso se trataría de un proceso de

biolixiviación. Cuando el mineral que se quiere tratar es un sulfuro metálico (MS), la

disolución del mismo sepuedeesquematizarcon la siguientereacción:

16
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microorganismos

MS + 20. MSO4

El papel de los microorganismos es catalizar la reacciónde disolucióndel sulfuro

metálico, ya sea de forma directa o indirecta, aunqueactualmentese aceptaque ambos

mecanismosinfluyen de manerasimultáneaen la solubilizaciónde los minerales(figura 3).

Estosprocesossuponencomplejasinteraccionesentre los microorganismos,los substratosy

el medio.

2so-
36

H20 $—4 2H te SO

Qe

HiO

2H + so

—“Mt--. w
Qe 6¡ [

— 1k 4e

2-

so

4

Figura 2: Oxidaciónde compuestosde azufreen T. ferrooxidnns.
1: Tirrionato hidrolasa. 2: Tiosulfatodeshidrogenasa. 3: Tetrationatohidrolasa,

5: enzimasulfito oxidante,4,6,7: sin caracterizar.

Lixiviación directa

En estecaso, se produce,probablemente,un contactofísico entre el mineral y el

microorganismolixiviante. Las bacteriastienenque fijarse a la superficiedel mineral donde

seproduceel ataquede los sulfuros metálicos.En el casode la pirita, la transformacióndel

17
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CO2 + NH
3

O2

O

002+ NH ~

Mecanismo
d recto

-2 4

Fe~
2±304 +-H

+2
Fe

Fe2±02±H

002+ NH
3

Figura 3: Diagramaesquemáticode la lixiviación directae indirecta.Los óvalos representana las bacterias

sulfuro en sulfatoocurre a travésde una oxidaciónenzimáticasegúnla reacciónglobal:

2 FeS2+ 7 0.~ + H.,O
bactets

2 FeSO4+ 2 H2504

El sulfato ferrosoes oxidado, en una etapaposterior, por las bacterias,a sulfato

férrico segúnla siguientereacción:

4 FeSO4 + 2 H,504 + 02
bacteñas

> 2 Fe}SOJ, + 2 1-LO

La teoría de la lixiviación directa ha sido corroboradapor diversos estudios

experimentales.En estesentido,Berry y Murr (1978)encontraronaJgunaevidenciade que

los thiobacítli secretabanalgunassustanciasquepodríanayudaral ataque,pero la naturaleza

de estassustanciaseradesconocida.Bennety Tributch (1978)observaron,conmicroscopio

Fe’~

cyz,o0

Oc?
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electrónicode barrido (SEM), cristales de pirita expuestosa la acciónde 7’. ferrooxidans.

Estosestudiosdetectaronhuellasde corrosiónen los cristalesy sugirieronqueerancausados

por un agentebacteriano,un metabolito, que podría actuar por tres medios: oxidación de

Fe> a Fe3~. solubilizacióndel azufremolecularde las superficiesdel cristal o por ataque

directo. También comprobaronque 7’. ferrooxidans tenía la capacidadde discernir las

regiones más favorables de la superficie mineral para obtener su fuente de energía y

seleccionarel sitio de ataqueen función de la disponibilidaddel nutriente.

Por otro lado, el mecanismode lixiviación directaes muy importante,por ejemplo,

al justificar la eliminación del azufre pirítico de los carbones(cratas). Es conocida la

importancia que tiene el carbón como combustibleen la generaciónde energíaeléctrica,

especialmenteen un paíscomo España,productorade carbón.Por desgracia,estoscarbones

son de muy malacalidad, con altos contenidosenazufre, lo que provocagravesproblemas

ambientalescomo consecuenciade su combustión. El uso de bacterias,ya sean mesófilas

(Dugan, 1984) o termófilas (Kargi y Robinson, 1982), podría contribuir a solucionareste

problema.

Lixiviación indirecta

En este caso, el verdaderoagenteoxidante son los metabolitos procedentesde la

acción bacteriana y especialmenteel ión férrico que oxida a los sulfuros metálicos

reduciéndosea su vez al estadode jón ferroso (Dutrizac, MacDonald 1974). Así mismo,

tiene gran importancia el ácido sulfúrico creadopor las bacteriasy que contribuye a

acidificar el medio generandolas adecuadascondicioneslixiviantes.

Esto sepodríaesquematizarmediantela siguientereaccion:

MS + 2F&~ + H
1 + 202 > M

2~ + Fe2~ + 5042 + 2l-I~

Posteriormente,el Fe2~ producidosegúnestareacciónes oxidado, en presenciade

bacteriasoxidantesde hierro, estableciéndose,de estamanera,un procesocíclico:
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2Fe2~ > 2Fe3’ + 2e

La velocidad de oxidación abiótica del ión ferroso, a valores bajos de pH, es

considerablementelenta; no obstante,éstase aceleraen gran medida, en presenciade

bacteriasoxidantesde hierro, llegandoa ser lO5~l06 vecesmayor (Lundgreny Silver, 1980>.

El mecanismode lixiviación indirectaes la basede los procesosextractivosque se

estánempleandoa gran escala, desdehaceañosen Canadá,para la obtenciónde uranio.

Tambiéntiene gran interésen procesosde biolixiviación “in situ”.

1.3.7. Factores que afectan a la actividad microbiana

Comoseha visto hastaahora,los microorganismosjueganun importantepapelen los

procesosde Lixiviación metálica. Por ello, en las aplicaciones industriales, se deben

considerar,junto con los aspectoseconómicosy los derivados del diseño del sistema,

aquellos que puedancondicionar la actuaciónde los microorganismosimplicados en el

proceso.

Posiblemente,el factor más importanteeslahumedad,imprescindibleparaquepueda

darsevida microbiana.El riego adecuadode los montonesde lixiviación tieneque estarbien

controladopara evitar gastos inútiles de agua, pero tiene que ser suficiente para que los

microrganismospuedancolonizar todo el mineral acumulado.

El pH de la solución lixiviante tiene que ser ácido, puestoquejuegaun importante

papel en la obtención de energíapor parte de las bacterias.Al mismo tiempo, un pH

suficientementeácido suponeun límite biológico para bacteriasno deseadasque pueden

influir negativamentey contribuyea prevenir la precipitaciónde jarositas. El pH óptimo

recomendadoparaoperacionesde biolixiviación estáentre2.3 y 2.5 (Torma, 1977).

La temperaturaesotro factor importante,puestoque las distintasespeciesbacterianas

tienen unasrangosde temperaturaóptimospara un buendesarrollocelular y fuerade los

limites de estosrangosla actividadcaedrásticamente.En los montonesde lixiviación, debido
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a su enormevolumen, las condicionesde temperaturavarían mucho entreel exterior y el

interior de los mismos, provocandouna estratificaciónen las poblacionesde bacteriasque

los habitan (psicrófilos y mesófilosen el exterior y termófilos en el interior).

La disponibilidad de nutrientes debeestar aseguradapor los propios minerales.

Cualquieradición de mediosnutrientesexternosencareceríaconsiderablementeel costodel

proceso.

El oxígenotambiénpuedeserun factor limitante. La mayoríade los microorganismos

biolixiviantes son aerobiosy esto puede impedir su presenciaen zonas profundasde los

montonesdondelas condicionespuedenimpedir la llegadade oxígenoa las mismas.Por las

mismasrazones,la ausenciade CO2, la fuentede carbonode estosmicroorganismos,puede

impedir su presenciaen estaszonasprofundasde los montones.

La presenciade distintos compuestosorgánicos,consecuenciadel tratamientode los

mineralespor flotación, esotro factor que ¡imita la actividadmicrobiana.La mayorpartede

estos compuestosson tóxicos o inhibitorios parael crecimientode las bacteriasy por esta

razón seríaaconsejablela realizaciónde estudiospreviosde estos reactivosparautilizar los

menosperjudicialespara los microorganismospresentesen el proceso.

Hay otros factoresque influyenen la actividadbacterianaaunqueno desdeun punto

de vista biológico, pero que condicionanla efectividaddel ataquebacteriano.El tamañode

las partículasde mineral es uno de estosfactores,puestoque determinael áreasuperficial

expuestaa la acción de los microorganismos.Normalmente,a menortamañode partícula,

mejor rendimientode lixiviación. Sin embargo,la moliendadel minera! esun procesomuy

costosoque impide su realizaciónagranescalaen el momentoactual.Otros factorespodrían

serel consumode ácido(dependientede la gangaexistenteenel mineral) y la precipitación

de salesférricas que bloqueanlas vías de percolacióndel líquido (Muñoz, 1992).
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Objetivos

La biolixiviación es un procesobiotecnológicocon clarasventajas como actividad

alternativaa los procesopirometalúrgicosparael tratamientode mineralesde baja ley. Sin

embargo.todavíano se aplicaextensamentedebidoa las desventajasque presenta.Como se

ha comentadoanteriormente,uno de los problemasprincipalesesel desconocimientode los

mecanismosmicrobiológicosdel proceso.Una gran partede los estudios realizadosse han

llevado a cabo con poblacionesde microorganismossin caracterizary en otros casoscon

cultivos puros de coleccióndonde los microorganismosestabanmuy poco adaptadosal

proceso.Adicionalmente,existeun desconocimientocasi total de aspectosecológicosde los

sistemasnaturalesen los que sedesarrollanestetipo de seresvivos.

Por estas razones,el primer objetivo de estetrabajo será intentarel aislamientode

diversas bacteriasquimiolitátrofas. procedentesde las propias aguas de la tuina cuyos

mineralesvan a serobjeto del estudio.

Dentrode estosmicroorganismos,sebuscaron,con especialinterés,aquelloscapaces

de desarrollarsea temperaturaselevadascon el fin de conseguirunamejoraen la cinéticadel

proceso.

Una vez aislados los microorganismos, el siguiente objetivo será realizar su

caracterizaciónmorfológica, fisiológica y genética. El conocimiento de sus principales

característicasdebeser una ayudaindispensable,si se pretende,en un futuro, utilizarlos a

una escalamayor que la del laboratorio.

Dentro del estudio de las característicasde los microorganismos,tiene especial

importancia,dadala naturalezadel presentetrabajo,el comportamientode los mismosen un

procesode lixiviación bacterianafrentea distintos sulfuroscomplejos.

Como se ha mencionadoanteriormente,existe una tendenciahacia el empleade

microorganismosque trabajana temperaturaselevadas. En este sentido, se realizará un

estudiocomparativode la capacidadbiolixiviante de los microorganismosaisladosal actuar,

en condicionesóptimas de crecimiento,sobreun mismo tipo de concentradomineral.
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Uno de los problemasa los que se enfrenta la biolixiviación es el hechode que

especiesque, en condicionesde cultivos puros, teníanuna importanteactividadbiolixiviante,

en procesosdondecompitencon otras bacteriasdisminuyeno pierdensus capacidadesy con

ello el procesose invalida. Porello, se realizaranestudios,tantoanivel microbiológicocomo

desde el punto de vista de la extracción metálica, de la evolución de una población

microbianaque se inocule en estadopuro aunqueen condicionesno estériles. Este tipo de

estudiospermitirá, por otra parte,compararla eficaciade lixiviación de los cultivos puros

frente a poblacionesmixtas de microorganismos.

Finalmente,sepersiguedeterminarla especificidadde los microorganismosaislados

frente a una o algunade las fasesconstitutivasde los mineralesa atacar.Cualquieravance

en este sentido trascendentaldesdeel punto de vista de conseguir un ataquebiológico

selectivo de las materiasprimas ensayadasy por tanto, su tratamiento integral con una

recuperaciónmás o menoscompletade los mineralescontenidos.

Los anterioresobjetivos se apoyanen un interésevidentedel trabajodadala situación

actual de la Metalurgia Extractiva. Dicho interés se puede concretar en tres aspectos

distintos: económico,científico y medioambiental.

A nivel económico se puededecir que Españaposee unas reservasde sulfuros

complejosde unas250 millones de toneladascon un valor, para los metalescontenidosde

másde un billón de pesetas.Sin embargo,la complicadadistribuciónde las fasesminerales

en estas materias primas hace muy difícil la extracciónde estos metales por métodos

tradicionales. Desde estepunto de vista, la solución de alguno de los problemasde la

biolixiviación, quepermitanunaaplicaciónindustrial de estosprocesos,justificaplenamente

los esfuerzosinvestigadoresllevadosa caboen los distintos camposde estejoven campo

biotecnológico.

Adicionalmente,y como se apuntabaanteriormente,los trabajosse realizarancon

microorganismosaisladosde las propiasminas, lo quetambiénfacilitarasu posibleaplicación

al proceso,aunquepreviamentehay que conocerbien sus característicaspara que puedan

desarrollar todo su potencialbiolixiviante.
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Existe, también, un indudable interés científico puesto que aborda el estudio de

algunos mecanismosbásicos del procesode biolixiviación. Por otra parte, las bacterias

aisladasofrecen por sí solas un atractivo especial, puesto que, hasta el momento, han

demostradounaciertaespecificidad,facultadque no ha sido detectadaanteriormentedurante

la biolixiviación de sulfuros complejos naturales.

Por último, la biolixiviación presentaun gran interés ecológicoy medioambiental,

puestoque la pirometalurgiatradicional ocasionaimportantesproblemasde contaminación

atmosféricadebidoa las emisionesde SO, y CO,. Por lo tanto, la puestaen funcionamiento

de procesosindustrialesde extracciónbasadosen la biolixiviación podríacontribuir a paliar

partede ]os gravesprobiemasmedioambientalesquesepadecenen Jaszonaspróximasa las

plantasactualesde tratamientoy recuperaciónde metales.
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Materialesy Métodos

3.1. PRODUCTOS Y REACTIVOS UTILIZADOS

Reactivos para medios de cultivo.

ágNO3
Bactotriptona
C aC1 ~.2H2O
Casaminoácidos
CaSO.(
CuSO4.5H,O
Extracto de levadura
FeSO4.7H,O
Glucosa
~304
HCl
HgSO4
K,HPO4.3H20
KCI
KH2PO4
MgCI-,.2H,O
MgSO4.7H20
MnSO1.HO
Na,MoSO4.2H-,O
NaCí
(NH4),504
AsO2
VSO4.5H,O
ZnSO4.7H00

Merck
Difco
Merck
Difco
Merck
Merck
Difco
Merck
Merck
Merck
Panreac
Merck
Carlo Erba
Merck
Carlo Erba
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck

Otros reactivos

Acido acéticoglacial
Acetona
Bromuro de etidio
BSA
Cloroformo
EDTA
Etanol
Fenol
NaF
61 icerol
Glutaraldehido
“1 ncertagarose”
Isopropanol
Laurilsarcosina
Metanol
NaOH
Nonidet P40

Panreac
Panreac
Sigma
BoebringerMannheim
Merck
Merck
Merck
Merck
Panreac
Merck
Merck
FMC
Merck
Sigma
Riedel de Haén
Merck
BDH
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SDS Merck
Seakemagarose
OsO,
Tween 20
Tween80
Tiocianato de guanidina
Trizma base

FMC
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Sigma

Antibióticos

Ampicilina
Cloranfenico1

BoehringerMannheim
BoehringerMannheim

Eritromicina
Estreptomicina
Kanamicina
Tetracicíi na

BoehringerMannlieim
BoebringerMannheim
BoehringerMannhe¡m
BoebringerMannheim

Enzimas.Todos los enzimasderestricciónutilizadosfueronsuministradosporNew England
Biolabs Inc. Otrosenzimasutilizadoshan sido:

BoebringerMannheimLisozima
BoehringerMannheimProteinasaK

RNAsa A Sigma

3.2. MATERIAL BIOLÓGICO

3.2.1. Microorganismosutilizados

Se utilizarondiversosmicroorganismosaisladoscomoconsecuenciadel propiotrabajo

experimental:

Thiobacillus sp aisladode la mina de Aznalcollar

Termófilo moderado TMRT aislado de las aguas de ¡nina de Río Tinto.

Termófilo extremo TERT aislado de mineral de cobre de Río Tinto.

Ademásde estosmicroorganismosaislados,seutilizaron tambiéndistintasbacterias

de coleccióncomo controlesde las distintaspruebas:

- Thiobacillus thiooxidansATCC 21835.

- 7’hiobacillusferrooxidansATCC 19859.
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- ThiobacillusferroúridansATCC 23270.

- Thiobacitluscuprinus DSM 5495.

- Leptospirilluin ferrooxidansDSM 2319

Escherichiacali TG-1.

- Bacillussubtillis 110 NA.

- Sulfolobus solfataricus DSM 1616 (MT4)

3.2.2. Mediosde cultivo líquidos

ParaeJ crecimientode los microorganismosutilizados en estatesis se emplearonlos

medios:

Medio 9K sin hierro: (Silverman y Lundgren, 1959).

(NH4)2504
KCI

3,00 gIl
0,10 g/l
0,50 g/lK,H PO4

MgSO4.7H20
Ca(N03)1

0,50 gIl
0,01 g/l

La soluciónseajustóa pH 2 con HQSO4 iON.

El medio 9K, contieneoriginalmentehierro ferrosocomo fuentede energíaparalos

microorganismos,sin embargo,en estetrabajo fue sustituidopordiferentessubstratos.Por

estemotivo y parasimplificar, enel texto se denomina9K al mediodescritopor Silverman

y Lundgrenen 1959 aunquehayasido utilizado sin hierro ferroso.

Medio Mi: (Huber y col., 1986)

KCJ
MgCI2.6H20
MgSO4.7H,O
NH4CI
CaCI,.2H20
KJHPO4
KH,P04
NaCí
Soluciónde trazas
H.,O bidestilada
(‘4~) Balch y cok., 1979

0,33 g
2,75 g
3,45 g
1,25 g
0,14 g
0,14 g
0,14 g
0,50 g
10 ml (t49

1 litro
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La soluciónseajustó a pH 3,5 parael crecimientode T. cuprinus y a pH 2 parael

crecimientode los microorganismosaislados.En amboscasosse ajustó con H1504 ION.

Medio Norris: (Norris y Barr, 1985)

K,HPO4 0,01 g/l
(NH4),504 0,20 gIl
MgSO4.7H,O 0,40 gIl
H,O destilada 11

La solución seajustóa pH 2 con H2504 ION.

Medio CA: (De Rosa y col., [975)

Casaminoácidos 1,00 gIl
Extracto de levadura 1,00 gIl
KH,P04 3,10 gIl
(NH4)2504 2,50 gIl
MgSO4.7H90 0,20gIl
CaCI,.2H20 0,25 g/l

La soluciónseajustóa pH 2,5 con 1-12504 ION.

Medio LB: (Lennox, 1955).

Extractode levadura 5 gIl
Triptona 10 g/l
NaCí 10 gil

Thiobacillus sp. y 7’. ferrooxidansATCC 19859 y 23270 fueron crecidos,a 37
0C,

en medio 9K suplementadocon4% de FeSO
4o con un 3% de concentradosminerales. En

el caso de T. thiooxidansATCC 21853, el medio se suplementócon un 0,3% de 50• 7’~

cuprinusDSM 5495 fue crecidoa 37<>C en medioMl suplementadocon un 0,1% de extracto

de levadura.L. ferrooxidansfue crecidoen medio Norris suplementadocon un 4% de FeSO4

a 30
0C. E. cali TG-l y B. subtillis NA 110 fueron crecidos, a 37’~C, en medio LB. 5.

solfataricusDSM 1616 fue crecidoa 850C en medio CA. TMRT y TERT fueron crecidos

a 500C y 7O’~C. respectivamente,en medio 9K suplementadocon un 0,3% de 50 o un 3%

de concentradosminerales.

Así mismo, tambiénse realizaronunos experimentosen los que se suplementaron

estosmedioscon compuestosorgánicoscon el objeto de determinarla posiblepresenciade
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contaminantesheterótrofosen el cultivo mixto como,porejemplo,E acidophiluso bienpara

comprobarsi alguno de los microorganismospresentesen el mismo tenía la capacidadde

crecer heterotróficao mixotróficamente.Las fuentes de energíaorgánicaque se eligieron

fueron: glucosaal 0, 1% y extractode levaduraal 0,1%. Seañadieronsolaso biencon azufre

elemental(0,3%)como suplementoenergético.

3.2.3. Medios de cultivo sólidos

Parael crecimientoen placasde los cultivos mesófilosse utilizaron dos tipos de

preparacióndiferentes:

1.- Solución A: 9K x 2

(NI-14)2504 6,00 g/l
KO 0,20 g/l
KQHPO4 1,00 g/l
MgSO4.7H20 1,00 gIl
Ca(N04, 0,02 g/l
El pH seajustóa 2,5 con I4QSO4 10 N.

SoluciónB: FeSO4.7H,Oal 15%

Solución C: agarosaal 2%

Estastres solucionessemezclaronen una proporción2:1:2 (A:B:C:)

II.- Solución A: Medio Norris modificado

K2HPO4 0,01 gIl
(N114)2S04 0,40gIl
MgSO4 0,80 g/l
KCI 0,20 g/l

El pH se ajustóa 2.5 con H2504 10 N.

Solución B: FeSO4.7H20al 27,8%

Solución C: agarosaal 2%

Las tres solucionesse mezclaronen la proporción9:1:10 (A:B:C:)
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Parael crecimientode microorganismostermófilosseempleóel mediode Lindstróm

(Lidstróm y Seblin, 1989) segúnel siguienteprocedimiento:

Las placasse realizaronen dos capascuya composiciónfue la siguiente:

a.- Gel de soporte: (concentraciónfinal 2%). Constabade dos soluciones:

2% (w/v) de Geirite dobleconcentradoen agua destilada.

2.- Se preparabael medio 9K x 2 con dobleconcentraciónde Mg 2+.

(NH4),504 6,00 g/l
KCI 0,20 g/l
K,HPO4 1,00 g/l
MgSO4.7H20 2,00 g/l
Ca(NO2ft 0,02 g/l

Antesde mezclarlas soluciones1 y 2 seañadíaa la solución2:

5 mM de tetrationato(concentraciónfinal)

2 mM de NaCí (concentraciónfinal)

0,2% de Casaminoacidoso extractode levadura.

A continuación, cuando la capa inferior estabaperfectamenteestabilizada, se

preparabala capasuperiorcuyacomposiciónera la siguiente:

b.- Capasuperior:(0,4% concentraciónfinal)

1.- 0,8% de Geirite en aguadestilada.Se esterilizabaen autoclavey se ponía en

tubos estériles(4 ml por tubo).

2.- Medio 9K x2 de Mg
2~ seesterilizabaen autoclavey secolocabaen tubosestériles

(4 ml por tubo).

Se añadían100 gl de cultivo al tubo 1 y se mezclabainmediatamentecon el tubo 2;

finalmente,se vertía sobre el gel de soporte. Los tubos y las placasse manteníana 650C

hastael momentode ser usados.

Tambiénseemplearonplacascon medio 9K x2, pero añadiendotetrationatoal 1 %

o azufre elementalal 0,3%. mezcladoscon el medio, como fuentes de energía, para el
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intento de aislamientode termófilos moderadosa 500C. El agentegelificantefue agarosaal

2% (1 % de concentraciónfinal) en amboscasos.

3.3. MATERIAS PRIMAS MINERALES

Los concentrados minerales utilizados como fuente de energía para los

microorganismosprocedíande las minasde Aznalcollar (Sevilla) y Río Tinto (Huelva). Sus

característicasprincipalesfueron las siguientes:

a) Concentradosdiferenciales.-Se tratabade concentradosmineralesobtenidospor

flotación diferencial a partir de un sulfuro complejoque fueron suministradospor la mina

de Aznalcollar. Teníanun tamañode partículamenorde 74
1tm. Los ensayosse realizaron

con tres tipos de concentradosdiferenciales(concentradode plomo -CPb-,concentradode

cinc -CZn- y concentradode cobre -CCu-). También se utilizaron dos concentrados

diferencialesde cobre (CCuL y CDI) suministradospor la minade Río Tinto. El tamañode

partículaoriginal en amboserasuperiora74 pm, por lo que serealizó una moliendamanual

del mineral, con un mortero, para reducirdicho tamaño.

b) Concentradosglobales.- Estos concentrados(BL y CGRT) se obtuvieron por

flotaciónglobal directaapartir del sulfurocomplejo.Fueronproporcionadospor la minade

Río Tinto y su tamañode partículaera menor de 74 pm.

Se realizó un estudiode caracterizaciónde las principalesfasesminerales(tabla 11)

de estosconcentradospordifracción de rayosX utilizandoun difractómetroSiemensDSOO.

Paracadauno de estosconcentradosse realizó tambiénun análisis químico cuantitativode

los principaleselementosmetálicosque contenían.Los resultadosde estosanálisis quedan

reflejadosen la tabla II.

Además de estos concentrados, se utilizaron, para ensayos específicos de

biolixiviación, blendapura (67,092% Zn y 32,91% 5) procedentede los Picos de Europa

(España)y calcopirita pura (35,3% Cu, 30,1% Fe y 34,7% 5) originaria de Transvaal

(Sudáfrica).
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Tabla II: Concentración Wc) de los principales elementos metálicos y fases minerales en Los concentrados utilizados
en la experimentación. Las fasesmineralesestán numeradas en orden de importancia.

Conceratrados
diferenciales

CPb CCuL

Río Tinto

CDI

Concentrados
globales

CGRT

Río Tinto

CGB 1

Cu

Fc

Pb

16,12 0.50 1,43

31.87 ¡5,00 13,75

7,29 40.20 6,25

4,83 0,95 45,92

15,70 27,63

17,10 29,70

5,46 0,15

n.d. 0,03

14,00 2,20

25,00 19,00

17,10 35,00

1.70 8,30

Fasesminerales

CuFeS,
2.CuS,
3.FeS.
4.ZnS
5.PbS

1.ZnS
2.FeS.
3.CuPeS2
4.CuS,

I.PbS
2.ZnS
3.FeS2
4.CuFeS.
5.CuS,
6.PbSO,

ICuFeS,
2.FeS,
3.ZnS

ICuFeS.
2.FeS,
3.SiO.

ICuFeS,
2.ZnS
3.Fe5,

l.ZiiS
2.FeS2
3.CuFeS,
4.PbS

no determinado

El concentradode cobreCCuL, procedentede una operaciónde flotación, fue lavado

para evitar la influencia negativa de los reactivos de flotación en el desarrollo de las

poblacionesbacterianas.Paraello, en un matraz,seponíael mineral recubiertoconacetona

y seagitabaduranteuna hora. Posteriormente,sefiltraba, lavándolo al mismo tiempocon

aguadestilada.Finalmente,sedejabasecara temperaturaambiente.

3.4. ESTERILIZACIÓN

Todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave,a 121
0C, durante 20

minutos y una atmósferade presión.

Las solucionesmineralesfueronesterilizadaspor filtracióncon filtro Millipore de 0.2

~m de diámetrode poro.
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Los mineralesseesterilizaronmediantecalor secoparaevitarprocesosde oxidación,

manteniéndolosa una temperaturade 150<’C durantedoce horas.

El azufre fue esterilizado por el método de tindalización (Stanier y col., 1984)

sometiéndoloa tres procesosalternativosde esterilizacióna l00”C y de incubacióna 374’C.

3.5. ENRIQUECIMIENTO DE LOS CULTIVOS

Parael aislamientode los microorganismossepartióde muestrastantode aguascomo

de mineralesprocedentesde las minas de Río Tinto y de Aznalcollar.

Se ensayarondistintos medios (9K, Norris, Mí), así comodiferentestemperaturas

(30, 37, 50 y 70”C) y valoresde pH (entre 1 y 6).

A partir de la aguasde Aznalcollarse aisléel microorganismoThiobacillus sp y a

partir de las aguas y el mineral de Río Tinto se aislaron los microorganismostermófilo

moderadoy termófilo extremo, respectivamente.

Las condicionesde cultivo en estosensayossefueron seleccionandoen función del

objetivodel trabajo,esdecir,obtenermicroorganismosquecreciesenen condicionesóptimas

parala realizaciónde procesosde biolixiviación. Porestarazón,se utilizaronsiempremedios

para bacterias quimolitótrofas desestimando la utilización de medios para bacterias

heterótrofas.

3.6. AISLAMIENTO

Como métodode aislamientose utilizó el sistemade dilucionesseriadas,consistente

en hacerun bancode diluciones decrecientes(desdel0~ hastalOA) en el medio que mejor

resultadohabía dado durante el procesode enriquecimiento. Del matraz con La última

dilución quecrecía,sevolvía a inocularun nuevobancode diluciones. El procesoserepitió

hasta que las observacionesal microscopio electrónico mostraron un solo tipo de

microorganismosen el cultivo.
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El métodose complementócon siembrasen medio sólido de muestrasprovenientes

de los últimos bancosde diluciones realizados.Sólo se obtuvo crecimientoen el caso de

microorganismosmesófilos.Coloniasaisladasfueron resembradasvariasvecesy finalmente

unade ellas se inoculó nuevamenteen medio líquido paramantenimientodel cultivo. Tanto

los microorganismostermófilos moderadoscomo los termófilos extremosdieron resultados

negativosen los intentosde aislamientode coloniasen placas,por lo tanto. el procesode

aislamientoen éstossecompletóúnicamentepor el métodode diluciones.

Para la incubaciónde los cultivos de microorganismosmesófilosse utilizaron tanto

bañostermostáticoscon agitación (Gyrotory water bath shaker G76, de New Brunswick

Scientific), comoestufasde cultivo sin agitación(Memmert).Las placasse incubarona370C

en el mismotipo de estufasdecultivo. Los cultivos de termófilos se crecieronen incubadores

con agitación([nfors) y sin agitación(TheraOven).

3.7. MICROSCOPIA ÓPTICA

Se utilizaron microscopios ópticos, con contraste de fases, Olympus y Zeiss

Axioskosp. La microscopiaóptica fue ampliamenteutilizadaa lo largode todo el desarrollo

del trabajo, tantoparael controlcotidianode los cultivos comoparaensayosespecíficoscon

determinadastinciones o para el control de la adhesiónde célulasal mineral.

a.-Control del crecimientocelular. El seguimientodel crecimiento celular serealizó

medianteel contajedirecto de células, al microscopioóptico, en una cámarade Thomade

0,02 mm de profundidadde campo.

It- Tinciones. Se realizaron tinciones de Gram y de esporas (Stanier y co]., 1984>

para la caracterizaciónde los microorganismosaislados.Parala visualizaciónde bacterias

adheridasa partículasde mineral se utilizó la tinción con DAPI (Hubery col. 1985)
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3.8. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA

3.8.1. Microscopia electrónica de transmisión

Seutilizaron sendosmicroscopioselectrónicosde transmisión:Jeol JEM IOOB y Jeol

.JEM I200EX

El procedimientopreviode preparaciónde muestrasconsistióen la centrifugaciónde

1 ml de las mismasen un “ependorff” con el fin de concentrarlas células. Se desechócasi

todo el sobrenadantey se redisolvió el pelleten el líquido restante.

Sedepositóunagotade la muestraen un papeldeparafinay sobreella unarejilla (Cu

400 Hx) durante2 ó 3 minutos. En esteperíodode tiempo se produjo la adsorciónde las

células a la rejilla. El excesode liquido se eliminó con un papelde filtro. A continuación,

secolocó la rejilla sobreunagota de unasoluciónde tinción de acetatode uranilo al 2%. El

excesode colorantese eliminó medianteel lavadode la rejilla, pasandoestatres o cuatro

vecesporaguadestilada y eliminandoel excesode aguaen cadapasepor contactocon un

papel de filtro. Terminadoesteprocesode tinción, las muestrasestabanpreparadaspara

poderser vistas.

Los cortescelularesse realizaronporcentrifugacióndel cultivo de microorganismos.

El pellet obtenido se resuspendióen agarosaal 6%. Las células incluidas en la agarosa

fueron fijadas con glutaraldehídoal 2,5% en tampónfosfato, lavadascon aguadestilada,

fijadas con tretróxido de osmio al 1 %, deshidratadasen sucesivospasos con acetonaa

distintas concentracionese incluidas finalmenteen resma. Los moldesobtenidos,una vez

endurecidos,fueron cortadoscon ultramierotomo. Se realizó una tinción con acetatode

uranilo previaa la observaciónde los cortesal microscopioelectrónicode transmisión.

3.8.2. Microscopiaelectrónicade barrido

Para la observaciónpor microscopiaelectrónicade barrido utilizó un microscopio

JEOL JSM-6400.
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Las muestrasse pasaronpor un filtro millipore de 0,2 ~m de diámetro donde

quedaronrecogidaslas células. Los filtros fueron sometidosa unadeshidrataciónen acetona

(punto crítico) y posteriormentemetalizadoscon oro o grafito antesde ser introducidosen

el microscopio.

3.9. TOXICIDAD DE CATIONES METÁLICOS

Para la realizaciónde estetipo de ensayosse prepararondisoluciones ‘stock’, en

medio 9K a pH 2.0, de las sales metálicascon cadauno de los cationes que se querían

estudiar(Ag, ás, Co, Cu, Hg, Mo, Zn, V y Mn), a partir de las cualesse realizaronlas

dilucionesaensayar(tablaIII). Las solucionesseañadieron,en condicionesestériles,a tubos

de ensayo con medio 9K+S0 y 10% (vol/vol) de inóculo procedentedel cultivo de

mantenimiento,tambiéna pH 2,0. Los tubos se incubaroncon una agitaciónde 100 rpm, a

50W,durante25 días.Se realizaronrecuentosperiódicosde las célulasen los cultivos como

medio de seguimientodel ensayo.Como control, el microorganismose creció en medio

9K±50pero sin añadirel catión a estudiaren cadacaso.

3.10. INIIIBICIÓN POR ANTIBIÓTICOS

Los antibióticos seleccionadospara los experimentosfueron: Kanamicina (Km),

Estreptomicina (Sm). Tetraciclina (Tet), Ampicilina (Amp), Eritromicina (Ery) y

Cloranfenicol(Cm), todos ellos procedentesde la casaBoehringerMannheim.

Inicialmente, se prepararondiluciones de cadauno de estos antibióticos en agua

destilada estéril. Para poder ver la efectividad de los antibióticos se utilizaron, como

controles,bacteriasde las cepasEscherichíacotí TG-1 y Bac/tUissubtíttis 110 NA, a los que

se añadieronlas mismasconcentracionesde antibióticoqueal microorganismoaislado.Como

controlessecrecieronlas mismasbacteriasensayadasperosin añadirantibiótico con objeto

de evaluar la inhibición del mismo.

Los experimentosserealizaronentubos de ensayo,con medio9K + 50 en los tubos

inoculadoscon TMRT (10% vol/vol) y con medio LB para los ensayoscon E. cotí y B.
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suhtillis. La temperaturade incubaciónfue de 50Wpara TMRT y 37~’C en el resto de las

bacterias.La agitaciónfue, en todos los casos,de 100 rpm. Posteriormente,seprepararon

dilucionesde los antibióticosa las mismasconcentraciones(tabla IV) en medio9K apR 2,5.

Las condicionesde experimentaciónfueron las mismas.

3.11. EFECTODE LAS SALES DEL MEDIO 9K

Se prepararondistintassolucionesdel medio 9K, suprimiendo,en cadaunade ellas,

unade las salesque lo componían.EstassolucionesseajustaronapH 2 con 8.1504 ION. Los

experimentosserealizaronen tubos de ensayo,con 10 ml de medio 9K modificadoen cada

uno, y por duplicado, teniendocomocontrolesensayosinoculadoscon el medio completo.

La fuentede energíafue, en todos los casos,azufreelementaly el inóculo (10% vol/vol)

procedíadel cultivo de mantenimiento,crecido tambiénsobre azufre. El control de los

ensayosse realizó medianteel recuentoperiódicode células con la cámarade Thoma.

3.12. DETERMINACION DEL CONTENIDO EN BASES

El contenidoenbasessedeterminósegúnel procedimientode Mamur y Doty (1962).

3.13. DETERMINACIÓN DE LÍPIDOS DE MEMBRANA

La determinación de los ácidos grasos que componen la membrana de los

microorganismosaisladosserealizósegúnel procedimientodescritopor Vander Auweray

col. en 1986.

3.14. OBTENCIÓN DE ANTICUERPOS

Se pesaban0,5 mg de las célulascontralas que se queríanconseguirlos anticuerpos

y se disolvían en 0,5 ml de PBS (1,44gIl Na2HPO4,0,24 gIl KH,P04, 8 gIl NaCí y 0,2 gIl

de KCI, a pH 7,4). Se mezclaban,después,con la misma cantidadde adyuvanteincompleto

(se utilizaba esteadyuvantedebidoa que las bacteriaseransuficientementeantigénicaspor

ellasmismasparaprovocar¡a reaccióninmunológicaen los conejos)dentrode unajeringuilla

39



D
a

Een2Qzu’(~
1

2;ou

rs‘o
‘4

-
r—

‘o
q

l
—

C
l

tI-a
0

ri
O

rs
rl

rs

rs
r-

‘1~
r—01

7
~

‘o
q

l
O

rl
rl

—
—

o
rlq

l
q

l
q

l
‘o

~
q

l
D

C
~t

~
rl

—
rl

rl
rS

q
l

rs
—

:~
rl

rs
T

~
‘4

-
É

q
l

Ú
‘o

q
l

O
rl

¿
rs

C
l

—
—

rl

‘orl
D

C
‘4

-
—

~S
O

q
l

rs
r—

,t
—

rl
rl

—
Ú

‘o
—

q
l

—
—

rs
—

‘4-
DC

r-
—

—
r$

rs
É

l
—

rl
D

C
‘o

DC
DC

DC
~‘

DC
4

DC
rl

rl
—

~
‘o

~
q

l
<1

—
D

C

—
rl

<
‘1

rs

q
l

q
l

O
‘o

—
rl

rl
rs

rl
Ú

,t
‘o

rs
‘o

‘o
3

1

DC
DCql

O
o

‘o

‘o
rl

C
l

C
~

ItE~uoHe
n

0

0
0

3
’

rl
O

O
t

U
-

—
rl

2
V

I
o

rl
‘~

rs
rl

rl
rs

—
—

rl

Q

Q
rl

O
Co

U-4
ql

-
9

&
J
~

~
0

-<
e

n
en

n
o

e>
C~

~
‘e

<
~

u
u

Z
2;

N
>

~2-1;
u44

2
;

en

q
l

q
l

q
l

O
q

l
q

l
rs

‘1~
‘o

—
DC

rl
rs

rrQ
‘

rl
rs

É
l

~t
‘o

rs
—

~t
C

l
Dc

rl
C

~
rs

~
rl

‘o
rl

~
~

‘o
U

-
rl

u
D

É

ou:4a
)

d
i

IDoua)Ea)eoCaua
)ea)a
)

‘e
>‘5

-e
>Ca

.3C
i

o‘atI
-e

>e‘oeo>4
)

.3O
)

-3oa
)

oa)e1
)
eou‘a1-1

a
)

ueua

L
iDaEeno4zuzu
’

u2;ou

O
¡q

l
o

o
o

q
l

q
l

q
l

q
l

q
l

q
l

‘J~1
q

l
q

l
q

l
q

l
C

l
rl

rl
C

l
É

l
rl

oq
l

rs

O
O

O
O

O

rs
rs

rs
rs

rs

Dc

ooen

‘o

CC
l

rrrl

rrrl
rrl

rrl
rrl

ueeenOu‘O2;

q
l

q
l

q
l

q
l

q
l

q
l

O
O

O

O
O

O
O

¡
-~

~
‘aC

i

U
E

-~
E

~
—

.~
o

—
~

ID
—

‘a
a,

u
’

Q
u

’
~

4
H

y’>
1

D
i

—ea
-

4
)

‘-e

2

ou.0‘ae-e
>‘aa
)

e)E-’e>E‘aItoue>
.3-3‘a
-a

)

o)‘aa)
-e

>e‘ou‘aea
-D
i

a)
.34

)
-e

>‘ay’ee
>y’o‘5

.3‘ao.0¡e)
-e

>e>1
)

uEcE-



Mareflales y Métodos

estéril. Se formabandos fasesque eran sometidasa un procesode sonicación.CuandoLas

dos fasesestabanuniformementemezcladas,la emulsión estabalista para ser inyectada.S~

utilizaron dos conejos de razaNeozelandesa,4 mesesde edad y aproximadamente3,3 Kg

de peso, para los experimentos. Las células se inyectaban por vía subcutanea

(aproximadamente0,8 ml de emulsióna cadaanimal). Previamente,se sacabaunamuestra

de sangrecomocontrol. Las inyeccionesserepetíancada15 díasaproximadamentedurante

dos mesesy finalmentese sacrificabael animal y seextraíatoda la sangreparaobtenerel

suerocon los anticuerpos.

La sangrese dejabacoagulara 370C duranteuna hora, se retirabael sueroy el tubo

con el coágulosemanteníaen una nevera,a 40C, paraque siguieradestilandoel suero. Al

día siguiente, se retirabael coáguloy el suero se centrifugabapara limpiarlo de células

sanguíneas.Unavez limpio, se preparabanalícuotasde 1 ml y se guardaban,a -200C, hasta

el momentode ser utilizadas.

Los ensayoscon anticuerposse realizaron utilizando el método ELISA y con

inmunodotsen filtros de nitrocelulosa(Margni, 1989)

3.15. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS DE DNA INTACTO

Parala preparaciónde DNA intacto de los microorganismosaislados(Thibacillussp,

TMRT y TERT). así como de los utilizadoscomocontroles(8. sotfataricus,T. cuprínus, II

ferroaxidans, T. thíooxidans),sesiguió el métododescritopor Smithy Cantor en 1987. Se

dejó decantarel precipitado, previamentea la centrifugación, para recoger las células,

agitándosela soluciónentrecentrifugacióny centrifugación,paraintentarsepararlas células

de éste.

3.15.!. Digestióndel DNA enagarosa

Se siguió el método descritopor Smith y col., en 1988. La digestiónenzimáticase

realizóen tubos “eppendorf’ como se indica en la tabla V.
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Tabla ½Condicionespara ~adigestión enzimática.El tampón es
específico para cada enzima. ESA es albúminade suerobovino.

1,3 INSERTO 33p1 de DNA

TAMPÓN [OX 2O~l

BSA (20 mg/mI) 1 p~l

ENZIMA 20 unidades/pIde DNA

1-LO Hasta200 pl

La mezclade reacciónseincubabadurantetoda la nochea la temperaturaóptimade

actuacióndel enzima.

Parapararla reacciónse añadían25 ¡¡1 de 0,5 M EDTA pH 9-9,5; 12,5 pI de lauril-

sarcosina10%; y 25 /11 de ProteinasaK lOmg/ml, y se incubabaa 500C durantedos horas.

El sobrenadantede la reacciónserecogíaporquelas bandasmáspequeñaspodíansalir

de la agarosaquedandoen el líquido. El inserto, a partir de estemomento,ya podía ser

utilizado en unaelectroforesisde campopulsado.Hastael momentode su uso se guardaban

a 4~>C.

3.15.2. Condicionesde carrera

EL modelo utilizado fue el 2015 Pulsaphor Plus Systemde LKB consistenteen una

unidad de control LKB 2015 PulsaphorPlus Control Unit, una fuentede alimentaciónLKB

2301 Macrodrive 1 Power supply, una cubetade electroforesiscon electrodospuntuales,

dispuestoslos tres negativosa 30, 120 y 210 mm de la esquinaNorte/Oestede la caja y los

positivos a 60 mm de las esquinasOeste/Sury Norte/Estey un bañode refrigeraciónde

SavantlnstrumentsInc.

Los gelesde campopulsadofueronpreparadoscon agarosaal 1 % en TBE 0,5X (50

mM Trizma base: 50 mM H
3B03; 0,1 mM EDTA). Durante la electroforesis, los geles

fueron mantenidosa l5’>C.
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Para resolver los distintos fragmentosde DNA obtenidospor el tratamientocon

diferentesenzimasde restricción(tabla VI), se necesitaroncorrer gelesa pulsosentre5 y

100 segundos.

Tabla VIt Enzimasde restricciónutilizados y secuencia
de cortede los mismos.

ENZIMA SECUENCIA DE CORTE

Oral YITAAA
Hind III T’CTAGA
Ram Hl G’AAYFC

Sfi 1
Asel AT’TAAT
Spe 1 A’CTAGT
Eag 1 C’GGCCG
Nol 1 GC’GGCCGC

En la determinaciónde la topologíadel cromosomabacteriano,los gelessecorrieron

a pulsosde 4500 segundos,durante169 horasy a unaintensidadde 3 y/cm.

3.16. ENSAYOSDE BIOLIXIVIACIÓN

3.16.1. Adaptaciónde los cultivos

Con el objeto de disponer de los inóculos apropiadospan los ensayosde

biolixiviación, seoperóde la siguientemanera:En matracesde 250 ml seintrodujeron 100

ml de medio9K y 3 g del concentradomineralque se queríaestudiar,todo ello previamente

esterilizadoy ajustándoseel pH inicialmenteal óptimodel microorganismo.Cadamatrazfue

inoculado con 5 ml de un cultivo crecido de microorganismospuros. Estos matraces

inoculadosse mantuvieronen un incubadorcon agitaciónorbital (G25 IncubatorShaker,de

New BrunswickScientific)a 150rpm y la temperaturaapropiadaparacadacultivo, hastaque

por microscopiaóptica seobservóunadensidadde poblaciónmicrobianaelevada.A partir

de ese momento,se repetíanuevamenteel procesoinoculandonuevoscultivos con medio y

mineralesestériles.
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3.16.2. Condicionesde experimentación

La experimentaciónse realizó en condiciones similares a la de los cultivos de

adaptación.pero, en este caso, el inóculo de cadaensayo provenía del cultivo del

correspondientemicroorganismoya adaptadoal mineralobjetode estudio.Talescondiciones

experimentalesse resumenen la tabla VII.

Ademásde los ensayosinoculados,se realizaronotros tantos experimentosen las

mismas condiciones de trabajo, pero sin inóculo, con el fin de disponer de los

correspondientescontrolesestérilesdel proceso.

Tabla VII: Condiciones de experimentaciónen los ensayosde biotixiviación.

Reactor (erkrmeyers)

pH

Temperatura

mineral

agitación

Medio

iióculo

CONDICIONES DE EXPERIMENTACIÓN

Mesófilos Termófilos moderados

250nd 250m1

2,5 2,0

370C
Sg 3g

150 rpm 150 rpm

9K (150mi) 91< (100 mi)

5% 5%

Termófilos

250 ml

2,0

685~C

3g

100 rpm

91< (lOO mt)

5%

El seguimientode los ensayossellevó acabode la siguientemanera:Periódicamente,

y despuésde reponerconaguadestiladaestéril el líquido evaporado,seprocedíaa la toma

de muestrade 1 ml de solución.Antesde recogerla muestra,sedejabasedimentarel mineral

del cultivo con el objeto de no retirar partesólida. Unaveztomadala muestra,se reponían

las correspondientescondicionesde cultivo. Las muestras,convenientementediluidas, eran

posteriormenteanalizadaspor espectrofotometríade absorciónatómica en los elementos

metálicos de interés.
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Una vez terminado el ensayo, el contenido de los reactoresse filtraba, lavando

repetidamenteconaguadestiladael residuosólido retenidoen el filtro, el cual, cuandoestaba

totalmenteseco,eraanalizadopor difracción de rayos X.

3.17. DETERMINACION DE METALES EN LAS SOLUCIONES

lEn los ensayosde biolixiviación sedeterminaronlas concentracionesde Cu, Zn y Fe

total por espectrofotometríade absorciónatómica.El espectrofotómetrofue Perkin-Elmer

1 lOOB. El atomizadorfue un mecherode llamade aire-acetilenoy como fuentede radiación

primariase utilizó unalámparade cátodohuecoconargóna bajapresión,y cátodosde cinc,

cobre y hierro, respectivamente.

Las longitudesde onday los patronesde concentracióncon los quese trabajófueron:

Metal Longitud de onda Patronesde concentración
(¡un) (ppm)

Cobre 324,8 5,15,30

Cinc 213.9 1,3,6

Hierro 248,3 5, 15,30

En el momentode realizarel análisisde las muestrasproblema,sehubode conseguir

una dilución adecuadade tal maneraque la concentracióndel elementoquedaseen la zona

de la curva de calibradoen la que habíalinealidad.

Porotraparte,parala determinaciónde Fe2~,seempleóla técnicade fotocolorimetría

usandoortofenantrolina como reactivo colorimétrico (Herrera y col., 1989). El equipo

utilizado fue un colorímetroMetrohm, modelo 662, auna longitud de ondade 510 nm. La

concentraciónde Fe3~ seobtuvopor diferenciaentreel Fe total (determinadopor absorción

atómica)y el Fe2~.
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3.18. DIFRACCIÓN DE RAYOS X

Es la técnicamas usadapara la identificaciónde los compuestosquímicos mediante

la interpretación del correspondientediagrama de difracción. Este, es función de la

composición y estructuraatómica del sólido segúnla ordenaciónde sus átomos, siendo

distintivo y característicopara cadacompuesto.La caracterizacióndeldiagramade difracción

obtenido sedefine por la localizacióny medidade las intensidadesde las líneasen el mismo.

Se utilizó un difractómetroSiemensD500, conectadoa un DACO. Los residuosde

los ensayosde biolixiviación, una vez secosy totalmentepulverizados,se colocaronen un

portamuestrasque se introducíaen el difractómetro.Las condicionesde trabajo fueron:

- Anodo: Cu, X: 1,54051, X2: 1,54443

- Tamañode paso: 0,07

- Sensibilidad(lmpulsos/seg./cm):35

Monocromadorde grafito

3.19. ENSAYOS DE ADHESIÓN DE CÉLULAS AL MINERAL

Parala realizaciónde estosensayos,setomaronmuestrasde los distintoscultivos que

estabancreciendosobre los mismos concentradosminerales que los utilizados en los

experimentosde biolixiviacion.

Las muestrassesometierona un pulsodecentrifugación,en unacentrífugade mesa,

con el fin de precipitar todo el mineral de la muestra.Este, se pesaba,mientras que en el

sobrenadantese contabanlas bacteriaspresentesmedianteuna cámarade Thoma. Estas

célulasrepresentabanla fracción de célulaslibres presentesene>cultivo. El minera> recogido

se lavabacon el mismo mediode cultivo utilizado (9K) y tras una breveagitaciónse volvía

a sometera un pulso de centrifugación,realizándosede nuevo la operaciónde recuento

celular. En estecaso, el númerode células obtenido representabala fracción celular que

estabaatrapadaentrelos espaciosintersticialesdel mineral. El mineral sevolvía a lavarcon

unasoluciónde Tween20 al 0,1 % en medio9K (vol/vol), seagitababrevementey sevolvía

a centrifugar.Este detergenteafectabaa las estructurasde la paredcelularde tal maneraque
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en el sobrenadantese podíancontar las bacteriasque estabanadheridasde forma más o

menosfuerte al mineral. Finalmente,se hacíaotro lavadocon Tween 80 al 0,1 % en medio

9K (vol/vol) y se volvían a contar las célulaspresentesen el sobrenadantedespuésde agitar

y centrifugarla muestra. En este lavadose conseguíaneliminar las bacteriasque estaban

adheridasmás fuertementeal mineral. Se realizaronmás lavadosposteriorescon estaúltima

solución pero el númerode bacteriasque seobteníaeraprácticamentenulo, por lo que se

consideró que el mineral ya estabalibre de bacterias.Paraaseguraresto, se realizaron

tinciones del mineral con DAPI, que teñía específicamentelas bacterias y permitía

distinguirlas si estabanadheridasa partículasde mineral.

3.20. ESTUDIO DE PROBETAS

Se realizaron probetasde muestras masivas con calcopirita pura procedentede

Transvaal(Sudáfrica>.El fin eraestudiarla posibleespecificidaddel microorganismoaislado

TMRT hacialos sulfurosdecobre.La calcopirita,en formade partículasde gran tamaño(>

0,5 cm de diámetro) fue montadasobre una resma (Castolite Resin, de Buehíer). Las

probetasasíobtenidaserandesbastadasendiferentescondicionesparaobtenerunasuperficie

plana.Más tarde,eranpulidasmecánicamentecon alúminay, por último, acabadasmediante

pulido manualcon sílice. Unavezpulidas,se introducíanen un matrazcon 95 ml medio9K

a pH 2 y se añadían5 ml de un inóculo puro del microorganismoaisladoTMRT. No se

añadíaningúntipo de fuenteenergéticaadicional.Las condicionesde incubaciónfueron las

óptimasparael microorganismo(150rpm de agitacióny 50”C). Serealizabaotro ensayoen

las mismas condicionespero sin inóculo bacterianocomo control del experimento.Las

probetasse manteníanen estascondicionesdurante50 días. Despuésde estetiempo, y previa

metalización,seanalizabanmediantemicroscopiaelectrónicade barrido.
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Resultadosy Discusifln

Los procesosde biol ixiviación tienentodavíaunaseriede problemasque resolverpara

poder ser aplicadosa escalaindustrial en una mayor proporción de lo que están siendo

utilizadosactualmente.Uno de estosproblemases el escasoconocimientode los procesos

biológicos básicos que tienen lugar en el sistema. Las complejas interaccionesentre los

distintos microorganismos que componen el ecosistemabiolixiviante tienen que ser

estudiadas,pero es difícil entenderlas relacionesentre las distintasespeciescuandoaún no

son bien conocidastodas las característicasy propiedadesde las propiasespeciesaisladas,

e incluso muchasde las especiesde microorganismosque participan en el procesoestán

todavíasin identificar. Por tanto, la aplicabilidada escalaindustrial debepasarpor realizar

esfuerzosimportantesa nivel de investigaciónde estos procesosbásicos.Por estasrazones,

estetrabajo se ha centradoen el intento de aislamientode distintas especiesbacterianasa

partir de muestrasde aguas de minas y, dentro de estas, en el aislamientode bacterias

quimiolitótrofas. Este tipo de microorganismos,a pesarde las dificultadesde trabajo que

presentasu aislamientofrentea bacteriasheterótrofasu hongos, tambiénpresentesen las

muestrasde aguas, es más interesantedebido a su mayor potencia> en procesosde

biol ixiviación.

Dentro de estetrabajo de aislamiento,se pretendió,por ser un objetivo comentado

por diversosautorescomo una solucióna los problemasde la biolixiviación, el encontrar

microorganismoscapacesde desarrollarsey oxidar sulfuros minerales a temperaturas

elevadas.

Como resultadode estosensayosse aislarontres bacteriasque abarcanun amplio

rango de temperaturas:una bacteria mesófila, una termófila moderaday una termófila

extrema.

Sobrelos tres microorganismosaisladosserealizarondiferentespruebasencaminadas

a su caracterización,aunqueel trabajo principal dentro de este apartadose centró en la

especietermófila moderada,debidoaqueestetipo de bacteriassonlas grandesdesconocidas

de los procesosde biolixiviación, con muy pocasespeciescaracterizadastaxonómicamente,

lo que añadeal aspectopuramenteprácticode resoluciónde problemasde la biolixiviación,

un indudableinteréscientífico.
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La caracterizaciónde este microorganismoserealizómediantesu estudiomorfológico

y lisiológico, así como a través de una serie de pruebasbioquímicas para facilitar su

ubicack5n taxonómica.Una vez realizadala caracterización,se realizaron una serie de

pruebasde biolixiviación a escalade laboratorio. Estetipo de ensayosestuvo encaminadoa

comprobarque las bacteriasseleccionadasen el procesode aislamientoeranrealmenteaptas

para la biolixiviación. Para ello, se comprobó la capacidadde extracciónmetálicade los

distintosmicroorganismosaisladosen presenciade sulfurosmineralescomplejosprocedentes

de minas de la Franja Pirítica del Suroestede la PenínsulaIbérica.

Durante la realizaciónde estosensayossepudoobservarunaciertaespecificidadpor

parte del microorganismotermófilo moderadoen la extracciónde cobre frente a otros

cationesmetálicospresentesen el mineral. Esta es una propiedadde gran interésen los

procesosde biolixiviación, puestoque permiteuna recuperaciónselectivade los metales,lo

cual puede suponer un importante ahorro en el coste de los procesosposteriores de

concentraciónde las solucionesde lixiviación por la fácil separaciónde los diferentes

cationes presentesen la misma. Esta propiedadhabíasido descritaanteriormenteen otro

microorganismoaisladode aguasde mina, 7’. cuprinus, pero no se habíacomprobadosobre

mineralesnaturalescomo en el presentecaso.

Los ensayosde biolixiviación tambiénsirvieron paracompararla actuaciónde los

diferentesmicroorganismosaisladoscon la de los cultivos mixtos naturalespresentesen el

aguade la mina y, por otra parte, paracompararla eficaciade la biolixiviación en trabajos

conespeciespuras trabajandoadistintas temperaturas.

4.1. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

4.1.1. Muestras de partida

El trabajode aislamientode microorganismossellevó a caboapartir de una muestra

de aguaprocedentede una balsade lixiviación de la mina de Río Tinto (Huelva) y de un

cultivo mixto procedentede la mina de Aznalcollar, Sevilla (CMA).
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Estas muestrasfueron observadaspor microscopiaóptica y electrónica,pudiendo

detectarsediferentestipos de bacterias,asícomola presenciadealgasy hongosen la muestra

de agua procedentede Río Tinto. Debido a que los procesosde biolixiviación están

básicamenteestudiadoscon bacterias,sedesechóla posibilidad de intentarcrecer tanto los

bongos como las algas. centrándoselos intentos de aislamiento en aquellas y más

concretamenteen las que mostrasencaracterísticasmás acordescon las propias de los

procesosde biolixiviación, es decir, condicionesde pR reducido, presenciade cationes

metálicos a concentracioneselevadas y, principalmente, la capacidad de crecer

autotróficamente.

4.1.2. Enriquecimiento de las muestras

Como primer paso. se procedió al enriquecimientode los cultivos en bacterias

quimiolitótrofas. Paraello, se inocularon5 ml de La muestrasoriginalesenerlenmcyersde

250 ml con 95 ml de distintosmediosespecíficosparabacteriaslixiviantes. Las condiciones

iniciales de cultivo fueron 370C, 100 rpm de agitación y un pH inicial de 2. Estas

condicionesseescogieronporser las más utilizadasen los procesosde biolixiviación llevados

a caboen nuestrolaboratorio.Los mediosutilizadosparael enriquecimientofueron medio

9K y medio Norris, por las mismasrazones.

Cada uno de estos medios se suplementó con distintas fuentes energéticas,

principalmentehierro y azufre elemental, aunquetambién se añadió, en algunos casos,

extractode levadurao glucosadebidoal interésenobtenerbacteriasheterótrofasfacultativas

que presentanunaseriede ventajasen relaciónasu estudiocon las quimiolitótrofasestrictas,

principalmenteuna mayor facilidad de crecimiento(tabla VIII).

Periódicamente,se extraíanmuestrasde los cultivos y seobservabanpor microscopia

para determinarsu estado,así comoel número de bacteriaspresentesen el mismo y sus

distintasmorfologías.Cuandose observabaun estancamientodel crecimientobacteriano,se

procedíaa dar un nuevopaseal cultivo en las mismascondicionesanteriores.
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Los mejoresresultados<determinadospor las densidadesde poblaciónbacteriana),en

ambas muestras,se obtuvieron con el medio 9K suplementadocon F&~ o con azufre

elemental. Las morfologíasbacterianasobservadasen estoscultivos correspondían,en su

mayoría,a bacilosdel tipo Thiobacillusaunquetambiénsepodíanobservarbacteriasdel tipo

Leprospirillurn y algunoscocos.

Tabla VIII: Condiciones metalesde cultivo enel procesode enriquecimientode las ¡nuestrasoriginales. (n.d.) 00

determinado; (-4-) crecimientopositivo; (-) ausenciade crecimiento.

Aguas de Río Tinto Cultivo mixto Aznalcollar

9K Norris 9K Norris

so ++ -9-II-

FeZ ++

50 tExtracro de levadura + + + 4-± +

50 +Glucosa + +1- +1- +1-

Tetrationato - n.d. n.d.

Mineral ++ +

Sin embargo.en las muestrasde Río Tinto, los ensayoscon 9K + S~ presentabanuna

mayor uniformidad de tipos bacterianosque los ensayoscon 9K + Fe2~. Debido a esta

razón, y para completarel procesode enriquecimientoen los cultivos de un solo tipo de

bacterias,secontinuaronlos ensayosúnicamentea partir de los cultivos crecidossobre9K

+ 5>. Para ello, se volvierona inocular 5 ml sobremedio 9K con azufreelemental,pero

a distintos valoresde pH y a distintas temperaturas(370C y 450C).

Nuevamente, se efectuó un control periódico mediante microscopia óptica y

electrónicaparadeterminarencual de los ensayoshabíauna mayoruniformidaddel tipode

bacteriaspresentes.En todos los casosen los que se obtuvo crecimientobacteriano,se

volvieron a inocular nuevosensayoscon el medio 9K con distintasfuentesenergéticas.
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Como resultadode estos nuevosensayos,se obtuvo un cultivo bacterianocrecido

sobre9K+50 a 450C y pH 1,5 en el que predominabacasi totalmenteun tipo de bacterias

de morfología bacilar pero ligeramentediferente de la del genero Thiobaciilus. Estas

condiciones,muy adecuadasparalos procesosde biolixiviación, hicieron que el procesode

aislamientose iniciasea partir de estecultivo.

En el casode los ensayosinoculadoscon el cultivo CMA, los mejoresresultadosse

obtuvieronsobre medio 9K suplementadocon Fe2~ al 4%. En estoscultivos, en los que

inicialmente se observaban morfologías similares a las de las bacterias del género

Thiobacillus y LepzospiriLlum,a] cabode varios pases,desaparecíala segunda,pudiéndose

observarúnicamentemicroorganismosbacilaresmuy similares a 7’. ferrooxidans.A partir

de estoscultivos, secontinuó el trabajode enriquecimientoy de aislamiento.

Posteriormente,en ensayosde lixiviación utilizando mineral de cobrede Río Tinto

sin esterilizar, se consiguió un cultivo mixto con presenciade distintos microorganismos

termófilos moderados.A partir de estecultivo mixto y por sucesivospasesen los que se

elevóla temperaturade incubaciónhasta68,50C, se logró obtenerun cultivo enriquecidoen

bacteriastermófilas,de morfologíasimilar a la del géneroSulfolubus.Estoscultivos fueron

la baseparael intento de aislamientode bacteriastermófilasde Río Tinto.

4.1.3. Aislamiento de bacterias

El aislamientode bacteriasquimiofitótrofas presentagrandesdificultadesparapoder

ser realizadopor medios convencionalesde crecimientode coloniasaisladasen placasde

Petri sobremedio sólido. Estasdificultadesse acentúancuandolas bacteriascrecena un pH

por debajode dos y cuandola temperaturasuperalos 40”C. Por estasrazones,inicialmente,

se eligió como sistemade aislamientoel métodode diluciones límite (descritoen materiales

y métodos),para los microorganismostermófilos moderadosprocedentesde Río Tinto.

En el caso del aislamiento de microorganismosmesófilos hierro-oxidantes,este

métodose completócon ensayosde crecimientoen placas.En los casosen que seobtuvo

resultadopositivo, lascoloniasfueronrepicadasvariasvecesenplacasy, posteriormente,una

53



Resultadosy Discusión

colonia aislada se traspaséde nuevo al medio líquido 9K suplementadocon Fe2~, como

fuentede energía,y a un pH inicial de 2,5.

Los bancosde dilucionesserepitieron 8 veces,siempre inoculandocadanuevaserie

a partir de la última dilución que crecía. La dilución, a partir de la que se realizabael

inóculo, se controlabapor microscopiaóptica y electrónica.La inoculaciónde una nueva

seriede dilucionesserealizabaen el momentoen el queel cultivo con la última dijución que

había crecido presentabauna densidadde población elevada.Después de 6 series de

diluciones,con unaduraciónaproximadapor seriede 2 1-24 días, ya seobservabaun único

tipo de microorganismospresentesen los cultivos, aunqueserealizabandos pasesmáspara

asegurarel total aislamientode la bacteria.

Con los microorganismostermófilos procedentesdel cultivo mixto de Río Tinto, el

métododeaislamientofue pordilucionessucesivas,perodebidoalas restrictivascondiciones

de crecimiento<68.50Cde temperatura,pH 2 y mineralesde sulfuroscomplejoscomo fuente

de energía)en tres pasesya se observóun único tipo de bacteriasen los cultivos. También

se intentóel crecimientode estosmicroorganismostermófilos en placas;sin embargo,no se

obtuvieron resultadospositivos en ningún caso.

El resultadode estos experimentosfue la obtención de tres cultivos puros de

microorganismos,capacesde crecera tres temperaturasdistintas, y a partir de los cualesse

realizarontodos los experimentosposterioresde caracterizacióny de biolixiviación.

Como ya se ha comentado,el mayoresfuerzodentrode estetrabajose ha dedicado

a la caracterizacióndel microorganismotermófilo moderado.Esto sedebió al hecho,entre

otros, de que estaespeciebacterianademostró,en los primerosensayosde biolixiviación

sobresulfuroscomplejosminerales,unagranespecificidadhacia las especiesde cobre. Este

hechotodavíano seha descritoconclaridaden ningún otro tipo de microorganismos,lo que

aumentael interés del trabajo. Además, los microorganismostermófilos moderadosson

mucho más desconocidosy su posible utilización en procesosde biolixiviación es una

interesante alternativa al empleo de microorganismos mesófilos por trabajar a una

temperaturamáselevada,lo que implica un aumentode la cinéticaglobal del procesoy, por
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otra parte,no requierede un gastode energíatan elevadocomo en los sistemasen los que

ras bacteriasutilizadas son termófilos extremos.Por estasrazones,la mayor parte de las

pruebasde caracterización,así como gran parte de los ensayosde biolixiviación, se

realizaroncon estemicroorganismoy no con los otros aislados.

4.2. CARACTERIZACION DE LOS MICROORGANISMOS AISLADOS

4.2.1. Caracterización morfológica

Se realizó mediantemicroscopiaelectrónica(tamaño,forma, presenciade flagelos

y cortes celulares) y microscopiaóptica (tinciones de Gram y de esporas,movilidad y

agrupacionesde bacterias).

Los estudios de microscopia óptica y electrónica (figura 4A) mostraron que el

Thiobacillus sp. era un bacilo alargado(aproximadamente0,Sxl gm). Generalmenteeran

individuos aislados pero en ocasionesaparecíancadenasde dos o tres bacterias. Eran

móviles, con un flagelo polar, Gram negativosy no presentabanesporas.

El microorganismotermófilo moderadoTMRT (figura 4B) era de tipologíabacilar

(0,5 x 1,5-2gm) con un flagelopolar (figura 5). La forma no era regularsino quepresentaba

unaenvueltacelular con un contornocon muchasirregularidades(figura 6). En el interior

de la envuelta se observabanformas también irregulares y mucho más electrodensasal

microscopioelectrónicodetransmisión.Formaba,aveces,pequeñascadenasdedos acuatro

individuos pero en su gran mayoría se presentabancomo células aisladas, con gran

movilidad. No presentabaesporasy era Gram negativo.

Las bacterias termófilas extremas (TERT) eran cocos esféricos, de un tamaño

aproximadode 1 ~ím de diámetro y bastanteregulares. La tinción de Gram no daba un

resultadoclaro. No presentabanesporas.Al microscopioóptico, se observabauna elevada

motilidad de estasbacteriaspero no pudo detectarseningún tipo de flagelo o cilios en las

observacionespor microscopiaelectrónica(figura 4C).
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La microscopía electrónica de barrido confirmó las observaciones anteriormente 

mencionadas en cuanto a forma y tamaño para los tres microorganismos aislados 

0.2 p-n 

Figura 6: Fotografías de distintos detalles de cortes celulares del microorganismo aislado TMRT 

4.2.2. Caracterización fisiológica 

Agitación del cultivo.- Se observaron grandes diferencias en el tiempo de crecimiento 

de los cultivos al comparar ensayos mantenidos en estufas de cultivo sin agitación o en 

incubadores agitados. En el caso de los termófilos TMRT y TERT, los mejores resultados 

de crecimiento se obtuvieron con agitaciones del orden de 100 rpm. Por encima de las 150 

rpm, el crecimiento fue mucho menor, posiblemente debido a fenómenos de atrición con las 

partículas de azufre elemental o mineral. El microorganismo mesófilo creció mejor con 

agitaciones altas, por encima de las 150 rpm, debido a que en el medio de cultivo no había 

partículas sólidas. 
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Figura ll: Comparación de los patrones de restricción de TERT (1) y S. solfaturicus (2) obtenidos con el enzima 
Eag L(3) concatémeros de fago lambda. Las condiciones de carrera fueron 10 segundos de pulso a 330 Vkm durante 
36 horas. 
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Fuentesde energía.—Se inocularon matracesde 100 ml con 30 ml de medio 9K,

utilizando en cadacaso una fuentede energíadiferente(Tabla LX).

En los ensayosinoculadoscon TMRT, los mejoresresultadosse obtuvieroncon 7

como fuentede energía.No se obtuvocrecimientoal utilizar fuentesde energíaorgánicas,

pero si estasestabansuplementadascon azufreelemental,sí quese observabaun pequeño

crecimientodel cultivo, posiblementedebido a la presenciade la fuente inorgánica.

Tabla LX: Utilizaciónde distintas ifientes de energíaenlos microorganismos
aislados.( -~) crecimiento:(-) awsenciadecrecimiento;(n-d) no delenninado.

TMRT

so

Fe~

4- Extractode
levadura

50 -4- Glucosa

Mineral

Tetrationato

Glucosa

Extractode
levadura

Tiosulfato

TER 1

+

- +

+ n.d.

±/- n.d.

++ -4-++

- n.d.

- vid.

- n.d.

ThicbadU/ussp.

++

++

n.d.

El crecimientono era en estoscasosmuy grande,lo que podríaindicar una ligera

inhibición del crecimiento por parte de las sustanciasorgánicas. Tampoco se obtuvo

crecimientocon compuestosdeazufrecomoel tetrationatoo el tiosulfato, perosí con mineral

(sulfuros metálicosnaturales).

En el caso del Thiobacíltus sp.. los mejores resultadosse obtuvieron con el

crecimientoen presenciade Fe~ comofuentede energía,pero tambiénse observaronaltos
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rendimientoscelularesen cultivos crecidosconazufrey mineral.Sobresubstanciasorgánicas

y otros compue~tosde azufre los resultadosfueron negativos.

El microorganismotermófilo TERT creció muy bien sobremineralesy tambiénfue

capazde hacerlo,aunquecon bajaspoblacionesde bacterias,sobrehierro y azufre.

Medio óptimo.- Se realizaronensayosen matracesde 100 ml con 30 ml de los

distintosmedioselegidos(9K, Norris, Mi). En todos los casos,la fuentede energíaañadida

fue aquellaen la que se obteníanmejoresrendimientoscelulares:50, Fe> y mineral para

TMRT, Thiobacítlussp. y TERT, respectivamente(Tabla X).

Los mejoresresultados,paralos tres microorganismosaislados,se obtuvieronconel

medio 9K.

En todos los casos,se dieron varios pasesa los cultivos sobrelos nuevosmedios

ensayadospara evitar los efectosde la adaptacióndel cultivo original al medio 9K.

Tabla X: Determinación del medio óptimo para el crecimiento de los
microorgarnsrnosaislados.(+)crecimiento;(-) ausencia de crecimiento;(vid.)
no determinado.

Medio 1’MRT TERT Thiobacillus sp

9K ++± ++±

Norris + ++ +

MI +1- n.d. +1-

PH inicial.- Paradeterminarel pH óptimo de crecimiento,serealizó un bancode

pruebasadiferentesvaloresde pH. Los resultadosobtenidosestánrepresentadosen la figura

VM
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Thiobaeillus sp. tuvo un crecimiento óptimo en un rango de pH de 2 a 2,5, en

presenciade F&~, mientrasque TMRT crecióen un rangoóptimo cercanoa 2. en presencia

de S~.

Estos ensayosno se realizaroncon TERT: sin embargo,en los experimentosde

biolixiviación creciendosobremineral,seobservóun caráctermásacidófilo porpartede este

microorganismoque por partede los otros dosaislados.

Los tres aislados, aJ igual que la mayor partede microorganismos lixiviadores,

acidificaronel mediodebidoa la formacióndeácidosulfúricoen el procesode oxidaciónde

sulfuros. En el casode TMRT, se produjo una bajadadel pH del medio hasta0,8. Se

observóque cuandoel pH inicial del medio erasuperior a 4,5 no seproducíacrecimiento

del microorganismo.

Temperaturaóptima.- Para la realizaciónde estosensayosse prepararondistintos

matracesde 100 ml con 30 ml de medio 9K al pH óptimo paracadamicroorganismoy con

la fuente de energía adecuada. Se inocularon con 5 ml procedentesdel cultivo de

mantenimiento.Se dieron a los cultivos dos pasespreviosen las condicionesde temperatura

elegidasparaestosensayos.El resultadode estosensayosse puedeobservaren la figura 7B.

Para TMRT seapreció un mejor desarrollode la poblaciónbacterianaen el entorno

de los 48-50<’C. Por encima de estos valores de temperatura,la población bacteriana

descendiódrásticamente,siendoprácticamentenulaal alcanzarlos 58”C. Por debajode los

30’C no se observócrecimientodel cultivo bacteriano,pero tampocounadisminucióndel

númerode células,pudiéndosemantenerlos cultivos a temperaturaambienteduranteperíodos

prolongados de tiempo sin que perdieran su actividad al devolver los cultivos a sus

condicionesóptimas.

Para Thiobacillus sp. la temperaturaóptimade crecimientofue de 370C. Porencima

de los 400C disminuyó muchola poblacióndel microorganismo.
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También fue capaz de permanecerlargo tiempo a temperatura ambiente sin

experimentarun desarrollo apreciable de la población, pero sin perder la actividad al

retornarlo a las condicionesóptimas de cultivo.

El microorganismoaisladoTERT creció bien a temperaturasque oscilaronentrelos

500C y 70<’C. aunquese encontrócomo temperaturaóptimade crecimientouna en torno a

los 68~’C. Al igual quelos otros microorganismosaislados,pudopermanecerlargos períodos

de tiempoa temperaturaambientesin perdersu capacidadde crecimiento.

0tIít~~t CS</m< (MIEICn..>

A B

Figura 7: Capacidadde crecimientode los microorg=uúsmosaisladosTMRT y

ThiobaciUus sp. en diferentescondicionesde pH (A) y temperaturaen 0C (B)

Inhibición del crecimiento por antibióticos.- La susceptibilidad de un

microorganismohaciadeterminadosantibióticosesunaherramientamuy útil paralaselección

de cepas dentro de una misma especie, así como para facilitar posteriorestrabajos de

manipulacióngenéticacon estascepas.Con estos fines, serealizaronensayosde inhibición

de crecimientobacterianopor antibióticossegúnse ha descritoen Materialesy Métodos.

1.5 2 2.5 3 3.5 4

pH

OrMR-r ElThIobaeIéIu. sp

4.5
35 40 45 50 55

Toniperatura <~C)

O rMPT Dthobacnlus sp.
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Los resultados, al cabo de tres días de incubaciónde E. cotí y B. sutri/lís, están

representadosen la tabla Xl. Con TMRT, debido a su mayor tiempo de generación.los

resultadosse obtuvieron tras 18 díasde incubación.

Tabla XI: Concentraciones de antibióticos inhibitorias del crecimiento de los distintos microorganismosutilizados.
(n~1~): no inhibe el crecimiento

Concentraciónde antibióticos (.uglml)

Km Sm Tet Amp Ery Cm

E. cok lO <25 3 <25 <25 5

8. suhtíllís 1,5 3 3 0,5 05 3

TMRT ni. ni. ni. ni. ni. ni.

En vista de los resultados,en los que se podíadeterminarque antibióticos tenían

efecto inhibitorio sobrelas bacteriascrecidasapH neutro,pero no sobreel microorganismo

aislado,se realizaronpruebasde estosmismosantibióticosaumentandolas concentraciones,

aunquelas dilucionesde estosserealizarona pH 2,5. En estosensayosseutilizaronTMRT

y, como bacteriade referencia,sólo se utilizó E. colí, ya que habíademostradoteneruna

mayor resistenciaa los antibióticos que B. subtiltis, así como cultivos de TMRT sin

antibiótico. El pH inicial de los cultivos de TMRT sevarió de 2 a 2,5. El resultadomostró

que de los seis antibióticos, tres quedabanafectadospor el pH y, por lo tanto, no son

aplicablesen trabajoscon bacteriasacidófilas. El resultadode estos nuevosensayosestá

reflejadoen la tabla XII.

Tabla XII: Concentracionesinhibitorias de los antibióticospreparadosa pH 2,5. (ni.>: no inhibe el crecimiento.

Concentraciónde antibióticos &¿g/mI)

Km Sm Tet Amp Ery Cm

E. cotí 10 25 ni. 25 ni. nl.

TMRT 100 100 ni. lOO ni. nl.
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Comosedesprendede los valoresde la tabla, la bacteriaaislada,mostró una notable

capacidadde resistenciafrente a los antibióticos en comparacióncon E. colí.

Existe pocabibliografíaen cuantoal uso de antibióticos sobrebacteriasrelacionadas

con la biolixiviación y los pocos datos encontradosdifieren bastantecon respectoa los

obtenidoscon estenuevomicroorganismoaislado,comopuedeverseen la tablaXlii, lo que

supone,en principio, una nuevapruebaen favor del hechode estarfrente a una especieno

descritacon posibilidadesparasu aprovechamientotecnológico.

Tabla XIII: Datos bibliográficos referentesala inhibicióndeantibióticosendistintasbacteriaspresentesenprocesos

de biolixiviación. Ó> sin datosdisponibles.

Concentraciónde

Tet

antibióticos

Amp

(pglmi)

EryKm Sm Cm

T. ferruoxidan? >250 >250 - 62,5

Rs. fluorescens
4’ - 25 - 50 - 32

Pr. neruginosa» 50 - 12,5 50 -

Pruapaud - - 12,5 50 - 25

1. cuprinus - - - 1 -

a)Pichuanresy col., 1986; b)Ahmad y col., 1987; c)Huber, Stetter. 1990

Toxicidad de cationesmetálicos.- Las solucionesresultantesde los procesosde

biolixiviación estánmuy concentradasen cationesmetálicos,normalmentemuy tóxicos para

una gran mayoríade las especiesbacterianas,y esto suponeun fuerte impedimentopara la

utilización biotecnológicade algunasbacteriasque previamentepodrían haber mostrado

interesantesperspectivas.Por lo tanto, unade las principalescaracterísticasque se les debe

exigir a los microorganismosque participen en procesosde biolixiviación es una alta

capacidadde resistenciafrente a estos cationes.

Los resultadosobtenidostras el período de incubacion están representadosen la

gráfica 8. Se puede observarque los elementosmenos tóxicos fueron el cinc, cobre y
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cobalto. Estos resultadosson lógicos desde el punto de vista de la procedencia-del

microorganismo, es decir, una balsa de lixiviación donde las concentracionesde estos

elementos(exceptuandoel cobalto)son muy altas y, por lo tanto, el microorganismodebe

estaradaptadoa las mismas.

conoentración del catión (gil)
8-

7 y

6

5

4 --
3

2

1

0,032 0,114
O —

Ag As

5,245

6,36

0,007

Co Cii Hg

0,07

Mo

6,74 1

0,042 0,016

Zn y Mn

Cano. Catión

Figura8: Determinaciónde la toxicidad de distintos cationesmetálicosfrente a TMRT.

Si comparamosesta toxicidad con la provocadapor estos elementossobre otros

microorganismoslixiviantes (tablaXIV), podemosobservarque TMRT presentauna gran

resistenciafrentea potentesvenenosbiológicos como la plata y el mercurio, dos elementos

muy tóxicospara la mayoríade las bacterias.En Los dos casos,pero especialmentecon la

plata, las diferenciasconel restode las otrasbacteriaslixiviantes son muy importantes;este

hechoes unaventajaadicionaldel microorganismoaislado,frentea otros microorganismos,

para su posterior intento de aplicacióna procesosindustriales.

Es importantetambiénel hecho de presentaruna gran resistenciafrente al cobre,

comparablea la de T. ferrooxidans,el microorganismomásutilizado parala recuperación
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de cobre a nivel industrial, y superior a la del resto de los otros microorganismos

comparados.

Tabla XIV - - Goncenrr-acionesde metales pesadosinhibitoriasdet crecimientodedistintosYnicroorzarnsrnos.(->: Sin
datosdisponibles.

Concentraciónde cationes(mNI)

Ag As Co Un Hg Mo Za Y Mn

TMRT 0,29 1,5 89 100,05 0,034 0,73 103,10 0,82 0,29

T.ferroútidans- 0,0005 <2,6 >169.1 100 0,00025 0,25 - - -

Tth’coxidans - - >0,1 - 0,5 3,05

L.ferrocxídans- 0,005 <1,3 - 1 0,00025 1 lO - -

NI. .scdu¿a >0,09 >1,3 1,7 ‘79 0,05 1 >150 - -

BC l 1)0011 - - 50 0,0025 0,5 - - -

Sulfolúbus EC 0,0001 20 - 75 0,005 1 -

Utilización de sulfuros mineralespuros.- Uno de los principales objetivos del

presentetrabajo era la aplicación de los microorganismosque se fueran aislando a la

biolixiviación de minerales. Normalmente, los minerales tratados en procesos de

biolixiviación sonsulfurosde muy diversaíndole. El podersaberque tipo de sulfuroes más

fácilmenteatacablepor las bacteriasseleccionadaspermitiría poder dirigir el procesohacia

ese tipo de sulfuros con lo queseobtendríanmayoresrendimientos.En estesentidoy como

una primera aproximacióna esteobjetivo, se realizarondistintos ensayosen los que se

intentabaobservarquesulfuroseranpreferentementeatacadosporel microorganismoaislado.

Para ello, seprepararontubos de ensayocon 10 ml de medio 9K a pH 2,0 más 1 ml de

inóculo bacterianocrecido sobre9K+50. en los que se sustituyó la fuentede energía,es

decir, se eliminó el azufre elementaly se añadierondiversasconcentracionesde sulfuros

minerales puros (sulfuros comerciales) previamente esterilizados. La temperatura de

incubaciónfue de 50<’C y la agitaciónde 100 rpm. El control de los ensayosse realizó

mediante el recuento periódico de células con cámara de Thoma. Los sulfuros y las

concentracionesmínimasy máximasutilizadasen cadacaso estánreflejadasen la tabla XV.
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Despuésde 21 díasde incubaciónno sedetectócrecimientobacterianosobreninguno

de los sulfuros preparados.Se pudoobservarqueel mineral quedabaen el fondode los tubos

y que la agitacióndel mismo era insuficiente;por lo tanto, serepitieron los ensayoscon las

mismas concentracionesde sulfuros anteriormenteutilizadas, pero cambiandolos tubos de

ensayopor matracesde 50 mi, con 20 ml de medio más inóculo y elevandola agitacióna

125 rpm.

Tabla XV: Concentracionesde sulifiros metálicospurosensayadasparael crecimientodelmicroorganismoTMRT.
No se observócrecimientoen ningunade las concentracionesutilizadas.

<VdS FeS Ag25 MoS, SnS ZaS SbS

<5.33 6,6 3,33 0,33 0,33 6,6 6.6

Crecimiento

66,6 200 66,6 66,6 66,6 200 200

Con las nuevascondicionesy tras 21 días de incubación, tampocose observóun

aumentode la población de microorganismos.Sin embargo,en los casosdel PeS, ZnS y

SnS, todos en las concentracionesmás pequeñas,al contrario que en los experimentos

realizadosen tubos de ensayo,si que sepudieronobservarbacteriasen el medio, es decir,

la poblaciónbacterianase mantuvo o decreció ligeramente.Los mineralesno mostraron

alteracionesaparentes.Se realizó un segundopasede estoscultivos sobrenuevosmatraces,

con las mismascondiciones,y, finalmente, tras 21 días de incubación, las poblacionesde

bacterias,en todos los matraces,eranprácticamentenulas. Parece,por lo tanto, que este

microorganismofue incapazde utilizar sulfuros mineralespuros como fuentede energía.

Utilización de sulfuros minerales naturales.- Este tipo de sulfuros tiene el

inconvenientede estarformadoporvariasclasesde compuestos,no todosbien identificados,

por lo cual los efectosde los mismos no puedenser clarificados tan fácilmentecomo en el

casode sulfurospuros. Por otra parte,el trabajocon este tipo de mineralestiene la ventaja

deutilizar el tipo de material sobreel que sequierenevaluarlas posibilidadesbiolixiviantes

del microorganismoaislado.
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Estos experimentosse prepararondirectamenteen matracesde 50 ml paraevitar los

problemasde agitacióndel mineral, con 20 ml de medio 9K a pH 2,0 más el inóculo de

TMRT procedentedel cultivo de mantenimiento.Se añadierona cada matraz diferentes

cantidadesde tres concentradosmineralesde sulfuros complejos: CCu, CZn y CPb (la

composiciónfue descritaen “Materiales y Métodos’). Los cultivos permanecierondurante

21 días en un incubadororbital, a 500C y 125 rpm de agitación. Los resultadosdel

crecimientobacteriano,sobrelas diferentesconcentracionesde sulfuros,estánresumidasen

la tabla XVI.

Tabla XVI.- Resultados de los ensayos de crecimiento del
microorganismoaisladosobre sulffiros mineralesnaturales

Concentrado Concentración Crecimiento
Mineral (gil)

Concentradode - 2,5 ++
cobre 5 ++

12,5 ++

25 +
- 50 -

Concentradode 2,5 + +
cinc 5 ++

12,5 ±/-

25
50

Concentradode 2,5 +1-
plomo 5 -

12,5 -

25 -

_________________ 50

Fue de destacar la presencia de bacterias en todos los matraces con las

concentracionesmásbajasde mineral, si bienenel caso del concentradode plomo no pudo

hablarsede crecimientode la población microbiana,sino másbien de un mantenimientode

la misma. En cualquier caso, quedó comprobadala capacidaddel microorganismopara

desarrollarseutilizando la oxidación de estos sulfuros como fuentede energía.
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Por otrapartees interesantedestacaruna mayor capacidaddel microorganismopara

crecer mejor sobreel concentradode cobre que sobreel restode los concentrados,puesto

queen estefue capazde mantenersecon concentracionesdel ordende 25 gramosde mineral

por litro de cultivo, mientrasque, como se puedever en la tabla, sobre el concentradode

zinc llegó hasta12,5 gIl y en el concentradode plomo únicamentesedetectaronbacteriasen

la concentraciónmás baja(2.5 g/l).

Efectodelosconstituyentesdel medionutriente9K sobreel crecimientobactenano.-

Estosensayosson importantesdesdeun puntode vistaeconómico,de caraa la posible

aplicacióndel microorganismoaisladoenprocesosde biolixiviación, puestoqueel medio9K

estácompuestode diferentessalesminerales,algunasde las cualespodríanseraportadaspor

el mineral que sequieratratar y otras habríaqueañadirlas.La preparaciónde medio 9K, en

volúmenes tan grandes como los necesariospara este tipo de procesos, podría ser

económicamenteinviable y, por lo tanto, una excesivadependenciadel microorganismo

aisladodeestemedio, o de algunade sus salesenparticular, lo convertiríaen un candidato

poco adecuadoparasu utilización prácticaen sistemasde biolixiviación.

Seprepararoncinco solucionesdel medio 9K, y en cadaunade ellasse eliminó una

de las sales que componenel medio original: (NI-14)2S04, MgSO4.7H20KCI, CaNO3 y

K2HPO4.

Las condicionesinicialesdel ensayofueron 50
0C de temperatura,con los distintos

medios salinos,a un pH 2, una agitaciónde 100 rpm, tubos de ensayocon lO ml de los

medios9K modificados,con S~ como fuentede energíay 1 ml de inóculo del cultivo puro

de TMRT.

Este tipo de experimentosfue realizadoporotros autores(Dave y col., 1981), con

bacteriasmesófilascomo T. ferrooxidans,para estudiarel efecto de los componentesdel

medio 9K en la lixiviación de concentradosde esfalerita(sulfuros de cinc). Las salesque

resultaronser más importantesparaalcanzaraltasdisolucionesde cinc fueron (NH
4)2S04y

Kl-tPO4. Sin embargo.en nuestrocaso,la ausenciade unadeterminadasal no parecióafectar

al crecimientobacteriano,aunquecomo se puedeobservaren la gráfica 9, el númerode
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Figura 9: Efecto de las salesdel medio 9K sobreel crecimientodel microorganismoaisladoTMRT

célulaspresenteen los cultivos fue ligeramentemenoren los medioscarentesde K,HPO
4que

en los otroscasos.La diferenciaentreel medio 9K completoy las distintas modificaciones

del mismono fueronexcesivamenteimportanteslo quepodríasuponerun importanteahorro

de inversión en nutrientesa la hora de la aplicación de estemicroorganismoa un proceso

industrial.

Almacenamientoy mantenimientode los cultivospuros.- Unavez determinadaslas

condicionesóptimasde crecimientodel microorganismoaisladoy comprobadoel estadode

purezatotal en los cultivos de mantenimiento,seprocedióa la realizaciónde un cultivo para

crecera gran escalala bacteriay obtenerun elevadonúmerode células.Paraello, sepreparó

un fermentadorde 100 litros, con 80 litros de medio 9K (pH inicial 2) y azufreelemental

como fuentede energía.La temperaturade incubaciónfue de 50
t~C. Duranteel proceso,se

hizo pasara travésdel cultivo unacorrientede aire al 1 % en CO
2 (vol/vol). El fermentador

contabacon un sistemade agitación mecánicaque manteníael cultivo en movimiento. El

tiempo de incubación Iue de 15 días hastaalcanzaruna densidadde poblacióncelularde
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aproximadamentelO~ cel/mí. El mediode cultivo fue centrifugadoobteniéndose10 gramos

de células que fueron congeladasa -20% para su posteriorutilización.

Unavezaislados,los cultivos se mantuvieroncontinuamentecreciendoen las mismas

condicionesen las que se habíalogrado el aislamientoy a partir de ellos se inocularon los

ensayosposterioresde caracterizacióny biolixiviación. La maneramáseficaz de mantener

el cultivo en perfectascondicionesfue mediantela realizaciónde pasescontinuadosen el

medio óptimo. De estospases,se recogíauna pequeñamuestraque se almacenabaen la

neveraa 40C.

En el casode] microorganismotermófilo moderado,estasmuestraspodíanpermanecer

en estascondicionesduranteunospocosmeses(3-4 meses),peropasadoestetiempo la gran

mayoríade las célulasperdíanla viabilidad y resultabamuy difícil reaunudarun cultivo. Las

célulasobtenidasdel crecimientodel cultivo enel fermentador,comoya se ha mencionado,

sealmacenaronen la neveraa -20”C. Estascélulasperdíansu viabilidad en pocosdías,pero

podíanserutilizadasen muy diversostipos de pruebas.Sin embargo,espoco recomendable

estetipo de almacenamientosi no secuentaademásconcultivos de mantenimientocontinuos,

puessecorre el peligro de perderel microorganismo.

También se almacenaroncélulas del microorganismoTMRT en glicerol, que

posteriormentese mantuvierona -200C. Estascélulas tampocoeranviables transcurridos

varios mesesa partir de su almacenamiento.

Con los otrosdos microorganismosaisladosno huboproblemasde viabilidad después

de largos períodosde mantenimientoen la neveraa 40C.

4.2.3. Pruebasbioquímicas

Lípidos de membrana.-Este tipo de pruebas es muy importante en bacterias

extremófilas,muchasde las cualespertenecenal reino de las Archaebacterias.Estas, entre

otras característicasparticulares,presentanlos lípidos de sumembranaen forma deéteres,

mientrasque las eubacteriaslos tienenen formade ésteres.Así mismo, la comparaciónde

70



Resultadosy Discusión

los lípidos de membranadel microorganismoaisladocon otrasbacteriasbiolixiv

permitir relacionarlo con algunade las especiesya conocidasy. por lo tanto.

caracterización.

lantespuede

ayudara su

El resultadodel análisis fue que los lípidos de la membranade TMRT eranésteres

y, por lo tanto, el microorganismoaisladoera unaeubacteria.El resultadode la comparación

con otros microoganismoslixiviantes está representadoen la tabla XVII. Por su parte,

TERT, presentólos lípidos de membranaen forma de éteres,lo que le incluye en el reino

de las Archaebacterias.Hastaestosmomentos,todas las bacteriastermófilas extremas(>

65~’C) descritaspertenecena estereino.

Tabla XVII. % de similitud entre los lípidos de membranade distintosmicroorganismosbiolixiviantes

T. ferrnoxldans 71 cuprinus TMRT

Tttrronxidans lOO 39 76

T. cuprinus 39 lOO 54

TM RT 76 54 [00

Contenidoenbases.-Estadeterminaciónsólo se ha realizadocon el microorganismo

aislado TMRT. El valor obtenido (61.7%) no correspondecon el de ninguna de las

principalesbacteriasdescritasque intervienenen procesosde lixiviación como se puede

observaren la tabla XVIII.

Finalmente, y a modo de resumen,las principalescaracterísticasmorfoiógicas y

fisiológicasde los microorganismosaisladosestánresumidasen la tablaXIX.

4.3. ESTUDIO GENETICO DE LOS MICROORGANISMOS AISLADOS

Uno de los procedimientosmásútiles a la horade caracterizarun microorganismoes

el estudiode su material genéticoy su comparacióncon el de otras especiespróximas bien

caracterizadas.Este estudio se puede realizar mediante la construcción de mapas de
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Tabla XVIII. Porcentajede U ~-Gde algunasde las principalesbacteriasimplicadasenprocesosde biolixiviacion.

Nl icroorQanismos más comunesenprocesosde biolixiviación % C+G

Nf esófih.,s T. ferrooxidan? 58

71. rhioooxidans~ 52

71 c-uprinust 66-69

1.. ferrooxidani 51.7

terinól (>5 moderados Suifo/rncillus thermosuifidoox¿dans’ 45.5-49.3

TMRT 61.7

Termófilos MethaflosphueraseduJo 44

Acidianus- infiernu.t 31

5. acidocatdnriu< 38

5. metallicu? 38

S. solfataricul 35

a.- 1-luber, Srener. 1991; fi.- 1-tuber, Stetter.1990; c.- fluber y col. 1989; d.- Segerery col. 1986; e.- ZilIig

y col. 980: II- [-larrison y Norris. 1985; g.- Kuenen, Tuovinen. 1981; fi.- Karavaikoy col. 1987

restricción utilizando diferentes enzimas. El patrón de restricción es una característica

particular de cadamicroorganismo;por lo tanto, en funciónde la similitud de los patrones

obtenidos de los diferentes microorganismos,junto con el resto de pruebas realizadas

anteriormente,podremosconocer la proximidad filogenéticaentre las diferentes especies

estudiadaso bien determinarque se trata de especiesnuevas.

Parala realizaciónde estosestudiosse utilizó la técnicade electroforesisde campo

pulsado. Esta técnica ya ha sido puestaa punto y usada con éxito en microorganismos

lixiviantes (Marín 1., 1989).

En estetipo de estudiosesprecisodisponerde unaelevadacantidadde célulaspara

extraersu DNA. Esteesuno de los probLemasde los microorganismoslixiviantes. esdecir,

su bajo rendimientocelular en los cultivos de crecimiento,unido al hechode que granparte

de las células quedanadheridasa las partículasde S0, mineral o jarositasque seformanen

el medio, disminuyendoaún másel rendimientoobtenido.
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Tabla XIX

Características Thiobadllussp. I?MRT IIRT

laloaño 0.5x1 gm lixí .5—2.0 am i Ox.)

lorira bacilos Bacilos irregulares Cocos

lísporas

Pared celular Graro negativa Gram negativa

Nlovirnicoto 1 o 2 flagelos flagelo polar

[ucines de energía

5”

FU

Sulfuros minerales

Sustancias orgánicas

Quimniolitótroto estricto

++

+++

+ +

Quimiolit&Strofo estricto

+ +

Quimiolitétrofo estricto

+

+ + +

Rangode pH

Optimo

2,0-3.5 0,8-4,5 0,9-4.5

1,5

Rango de I~

Optimo

25-39~C 50W- >58VO

68 5~C

Relacióncon el 0. Aerobio Aerobio Aerobio

T)NA SC--O) 61.7

Se prepararoninsertosde DNA enagarosade los microrganismosaislados,segúnel

procedimientodescritoen “Materiales y Métodos”.

Las primeras pruebasrealizadascon los insertos de DNA preparadosa partir de

célulasde TMRT mostraronque el tratamientoutilizado en la roturacelular no servíapara

estemicroorganismopuestoque las célulascontinuabanenteras.Porestarazón, se iniciaron

-una serie de ensayos encaminadosa conseguir la rotura celular y que fueran lo

suficientementesuavescomopara permitir que el DNA quedaseintacto.

Parala realizaciónde estosensayosseprepararondiferentestubos “eppendorf”. con

50 ~ del cultivo bacterianocon una densidadde poblaciónaproximadade 5x109cel/mí. El
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control de estaspruebasse realizabaporobservacióndirectaal microscopioóptico del cultivo

inmediatamentedespuésde realizarlaspruebasy posteriormenteserepetíanlasobservaciones

en función del tiempo necesarioparacadamétodo.

Comoconclusiónde todasestaspruebas(tabla XX). sedecidió tratar las células con

los detergentesTween 20 y NonidetP40. Despuésdel tratamiento,las células eranlavadas

paraeliminarcualquierrestode detergentesy a continuaciónse sometieronal procesostandar

de obtenciónde DNA intacto en agarosa.Sin embargo.en los insertospreparadosde esta

ínanera,el DNA que se obtuvo quedó, parteen los pocillos y parte, apareciótotalmente

degradado.Es decir, que los detergentescuando rompenlas células, afectan tambiénal

DNA, mientrasque si no las han roto, comoya seha mencionado,los enzimasutilizadosno

son capacesde actuar.Estacaracterísticadel microorganismotermófilo moderado,a pesar

de ser un problemaa la hora de su estudio,constituyeunapruebamáspara afirmar que se

trata de una nuevaespeciede microorganismotodavíano caracterizada.

Con los otros dos microorganismosaisladosno ha habidoestetipo de problemasy

sehan podido obtenerinsertosde agarosaque contienensu DNA intacto.

Pararealizarla comparación,se utilizaroncomomicroorganismosde referenciaotras

bacteriasque normalmenteestánpresentesen aguasde minas. Así, el microorganismo

inesófilo Thiobacillus sp. se comparó con otros microorganismo mesófilos como Ji

ferrooxídans, Ji tñiooxidansy 1’. cuprinus, mientrasque el termófilo extremosecomparó

con Sulfolobussolfataricus.

El resultadode estaspruebasha sido comprobarla gran similitud existenteentreel

Thiobacillussp. y T. ferrooxidans(figura 10), resultadoquevienea apoyarlos obtenidosen

la caracterizaciónmorfológica y fisiológica del mismo. Las pequeñasdiferenciasen los

patronesde restricciónde ambos microorganismospodrían indicar que, siendo la misma

especie,correspondea una nuevacepade T. ferrooxidans.
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En cuanto al microorganismotermófilo TERT, presentadiferenciasrespectoa 5.

solfatarícus (figura II>. Sin embargo,debidoa la falta de otros microorganismostermófilos

lixiviantes en cultivos puros, no seha podido determinarsi se trata de una especienueva.

Tambiénseha determinadola topologíadel cromosomade estosdos microorganismos

mediantela técnicade campopulsado.EstatécnicapermitediferenciarentreDNAs circulares

y lineales.Las moléculasintactasde DNA de gran tamaño,con una topologíacircular, son

incapacesde entrar en el gel de agarosacuandosesometena una electroforesisde campo

pulsado, quedandoatrapadasen el pocillo del gel. Sin embargo, moléculas del mismo

tamaño,perode topologíalineal, si que seresuelvencon estetipo de electroforesis(Schwartz

y Cantor,1984; Garveyy Santi,1986).En amboscasos,se ha demostradola presenciade un

único cromosomacircular.

Otrapruebarealizadaconestosmicroorganismosfue la determinaciónde la presencia

de plásmidosen su genoma.Muchasde las propiedadesde los microorganismos,como la

resistenciaa metales pesados,suele estar codificada en plásmidos. Su presenciaen las

bacteriaspodríacontribuir a unamejora, con respectoa los procesosde lixiviación, de otras

especiesmedianteJa introducciónde estos plásmidospor ingenieríagenética.Sin embargo,

en los ensayoscon insertos que conteníanel DNA intacto de los dos microorganismos

aisladosno sepudoapreciar la presenciade material extracromosómicoen ningún caso.

4.4. IINMUNOLOGÍA

Uno de los grandes inconvenientesde los procesosde biolixiviación es el de

desconocerinicialmente el tipo de microorganismoscon los que se estátrabajando.Hay

grandesproblemaspararealizarlas identificacionesy enumeracionesde los mismos de una

manera rápida, ya que es difícil encontrar los medios y las condicionesóptimas de

crecimientoparacadacaso.Unade las posibilidades,sobrela queya sehanrealizadovarios

trabajos,es el empleode técnicasinmunológicas(Apel y col., 1976, Muyzer y col.. [897,

Jerezy Peirano, 1986). Con estastécnicas,sehan logradoanticuerposespecíficoscontraT.

ferrooxidans (Arredondo y Jerez, 1989.. Coto y col., 1992) y L. ferrooxidans (Jerez y

Arredondo, 1991).
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En este sentido, se realizaron una serie de pruebas para obtener anticuerpos

específicoscontrael microorganismoaisladoTMRT. Como antígenosseutilizaron células

enterasde la bacteriadebidoa las particularespropiedadesde suenvueltacelular,muy difícil

de romperen comparacióncon otros microorganismoslixiviantes. que hacíanpensarque los

anticuerposcontraestaenvueltapodíansermuy específicos.

El sueroobtenido de dos conejos, segúnel protocolo explicadoen “Materiales y

Métodos”, fue titulado en anticuerposmedianteel métodoELISA.

Los primerosensayoscon los anticuerposfueron paracomprobarsu especificidad.

Para ello, se prepararon filtros de nitrocelulosaen los que se fijaron muestras del

microorganismoaislado(bacteriasenterasy rotasporsonicación)y de E. coli (célulasenteras

y rotas por sonicación). Los flítros con las muestrasse hicieron reaccionarcon el suero

obtenido. El revelado de la reacción mostró claramenteuna fuerte reacciónentre los

anticuerposy las muestrasdel microorganismoaislado, ligeramentemásacusadaen el caso

de las bacteriassonicadas.Por el contrario, el anticuerpono reaccionófrente a E. colí en

ningunade las dos formas en que habíasido preparado.Estas pruebascorroboraronlos

resultadosexistentesparaotras bacteriaslixiviantes en los que tambiénse obtuvieron los

anticuemosa partir de las célulasenteras(Coto y col., 1992; Jerezy Arredondo, 1991).

El interésdel trabajo, una vez comprobadala especificidadde los anticuerpos,se

centró en demostrar la validez de los anticuerpos para distinguir y enumerar el

microorganismoaisladoen muestrasde aguasde mina, con poblacionesmuy complejasde

bacterias.Este tipo de pruebasse realizaronpor el método ELISA.

Sepreparóunacurvapatróncon la D.O. obtenidaal medir la reaccióncolorimétrica

que se produce entre el complejo antígeno-anticuerpoy un anti-anticuerpocomercial

preparado. Los antígenos, en este caso, fueron concentracionesdecrecientes del

microorganismoaislado,previamentesonicadas,en las que se calculóel númerode células

a partir de recuentosal microscopioóptico con cámarade Thoma.
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En primer lugar, se prepararonmuestrasde cultivos puros de microorganismos

lixiviantes y se hicieron reaccionarconel anticuerpoparaTMRT. Todaslas muestrasfueron

previamentesonicadas.Estasbacteriasde control seañadierona concentracionesdel orden

de ~ cel/mí, exceptoT. cuprinusque fue del ordende IO~ cel/mí. Los resultadosobtenidos

estánreflejadosen la figura 12.

DO. <490 orn)
2,5 - - — —- —-— —-— ~-— —-

Diluc. TMRT

Y. cuprinus
2 ‘ L. terroox idaija

LiriF Ais<5O’c TTT)

0,5 -

O 5 4 3 210 9 8 10 10. 10 10
10 10 10

Figura 12: Sensibilidadde tos anticuerposobtenidoscontrael microerganisrno
TMRT frente aotras bacteriascomunesen distintasaguasde minas

Sepuedeapreciarquehubounaimportantereaccióncon T. cuprinus porpartede los

anticuerpos.aunquepudierahabersido debidoa La elevadaconcentraciónde la muestra.Con

los otros dosmicroorganismosla reacciónfuepocoimportante:casinulaconL. ferrooxidans

y algomayor con el aisladoiTT’, un microorganismotambiénprocedentede aguasde mina

de Río Tinto y con muchassimilitudescon TMRT comocrecera 500C y oxidar compuestos

de azufrecomo fuentede energía.Por otra parte,duranteel procesode sonicación,como

se ha indicado anteriormente,TMRT permanecióentero en una gran mayoría de la

población.Sinembargo,tas otrasbacteriasutilizadasfueron mássensibles,lo que implicaría

una mayor roturade sus componentes.Estehechopudo provocarel aumentode la reacción

79



con los anticuerpos. 10 que expkaria la reacci6n tan fuerte con 7’. c~~~~~-inn.~ (más sensible 

a la sonicación que los otros microorganismos utilizados en esta prueba). 

En los tres casos, teniendo en cuenta la concentracibn bacteriana utilizada, se obTcrv6 

una reacción mucho menor que con esa misma concentración del microorganismo aislado, 

por lo tanto, el suero obtenido pudo ser considerado como un buen indicador para la 

detecciún de nuestro microorganismo puesto que, a la misma concentración bacteriana, fue 

mucho tnás alta la densidad óptica para TMRT que para el resto de las bacterias. 

Comprobado el hecho de que los anticuerpos podían detectar, con una buena 

cspectficidad. la presencia del microorganismo aislado, se pasó al análisis de diferentes 

muestras tomadas en la zona de la mina de Río Tinto (figura 13). Las muestras, con una 

población variada de microorganismos y tratadas por sonicación. Cueron someridas a la 

prueba ELISA con el suero anti-TMRT. El resultado de estas pruebas está rellejado en la 

grifica 14. 

MS 
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Figura 14: Detecciónde TMRT en distintasmuestrasde aguasde
la mina de Río Tinto medianteanticuerposespecíficos.

Como se puedever en la gráfica, sólo en tres de las muestrastomadasse detectó,

claramente,lapresenciade TMRT, mientrasqueen el resto la señalde D.O. fue muy débil

o inclusopordebajodel límite de deteccióndel microorganismo.Los resultadosdemostraron

queTMRT sólo estápresentedemaneraimportanteenalgunaszonasde minas (presas-M3--,

y zonasdel río cercanasa las balsasde lixiviación -Ml y M5).

Porúltimo, seprobaronanticuerposespecíficoscontradistintasbacteriasbiolixiviantes

(7’. ferrooxidansy L. ferrooxidans)frente al microorganismoaislado.En todos los casoslos

resultados fueron negativos, obteniéndoseasí una nueva prueba a favor que el

microorganismoaisladoerauna nuevaespeciebacteriana.

4.5. ADILESION DE CÉLULAS A LAS PARTÍCULAS DE MINIERAL

Como se ha explicado en la introducción, la lixiviación bacterianade sulfuros

mineralestiene lugar atravésde mecanismosdirectose indirectos. Paraque tenganlugar los

primeros, esnecesarioque hayaun contactofísico entrelos microorganismosy el mineral

cono. TMRT

Aguas RT

MS

~o io~ 10’
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a lixiviar. Esta adhesiónes un fenómenocomplicadoen el que toman parte mecanismos

físico-químicosy fisiológicos y sobreel cual, apesarde los estudiosrealizados,todavíafalta

muchopor conocer.

Se han identificadodos estadosde adhesión:el primero de estoses reversibley se

producepor una atraccióninstantáneade los microorganismoshacia la superficiesólidadel

mineral. Los microorganismostodavíaexhibenun movimiento ‘browniano’ y puedenser

eliminadosfácilmentede la superficiesólidamedianteunasuaveagitación.El segundoestado

de adhesiónes irreversibley seproducecuandolos microorganismosforman el glicocalix,

un polímero extracelular.Esta unión es muy establey solamentese puedenrecuperarlas

bacteriasadheridasmedianteuna fuerte agitacióno medianteel tratamientoquímico con

diversosdetergentes.La existenciadel glicocalix ha sido hipotetizadaen diversasespecies

de thiobacilli, pero sólo seha comprobadosu existenciaen 7’. albertis y se ha demostrado

que estemicroorganismolo utiliza paraadherirseal azufreelemental(Bryant y col., 1983)

Diversosestudiosindican que la adhesiónde microorganismosa la superficiede los

mineralesjuegaun papelimportanteen tos procesosde biolixiviación (Berry y Murr, 1976;

Weiss, 1973: Solari, 1986).

Berry y Murr demostraron que la adhesión de las bacterias se producía

específicamenteen las fasescon sulfuros mineralespuestoque estasregionesofrecíanuna

fuentede energíaa los microorganismos.

La adhesiónde células es diferentesegúnel mineral y los microorganismosde que

se trate. Así, en función del mineral, seha observadoque la unión de 7’. ferrooxidansera

menoren sulfuros de cobreque sobre la pirita de los carbones(Espejo y Ruiz, 1987). En

relación al tipo de microorganismo,otrosestudiosmuestranquehastaun 87% de las células

de L. ferrooxidanspuedenestarunidasal mineral mientrasquesobreese mismo mineral sólo

se unían un 7% de las células de 7’. ferrooxidans (Norris y col., 1987). Por otra parte,

estudiosrealizadossobredesulfuraciónde carbonescon 7’. ferrooxidansy S. acidocaldarius

(Bagdigian y Myerson, 1986; Cheny Skidmore, 1988) demostraronque la adhesiónde las
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bacteriastermófilas fue, en este caso, mayor que la de las mesófilas.Esto seatribuyóa la

ausenciadel flagelo y a la rigidez de la paredcelular.

De todos estos comentariosanteriores, se deducela importanciade controlar las

poblacionesde célulasadheridasal mineral. Para realizar este control, se han sugerido

diversosmétodoscomo la medidade proteínastotales(Norris y col., 1987)o la utilización

de diversosdetergentes(Pronk y col., 1992, Dziurla y col., 1992). En nuestro caso, se

utilizó unacombinaciónde detergentesen pasossucesivos.Los ensayosserealizaroncon los

dosmicroorganismostermófilos estudiandosu adhesióna distintos concentradosminerales,

CCu, CCuL y CDI, los tres con un alto contenidoen sulfurosde cobre.

En primer lugar, se tomaron muestrasde tres cultivos de los microorganismos

termófilos TMRT y TERT (figura 15), que estabancreciendo sobre los minerales

anteriormentemencionadosy serealizaronsobreellas, segúnel procedimientodescritoen

“Materiales y métodos”, los ensayosnecesariospara determinar la cantidad de células

presentesen el cultivo en función de su estadode adherenciaal mineral. Los resultadosse

puedenobservaren la figura 16.

Sepuedeapreciarun comportamientomuy similar por partede los microorganismos

independientementedel tipo de concentradoutilizado, si biensedetectanligerasdiferencias.

En el casode TMRT estasdiferenciasindicaronquefue enel concentradoCD1 donde

seprodujo una mayoradherenciade las bacterias.Esto pudodebersea queesteconcentrado

fue el que mayorconcentraciónteníade sulfurosde cobre,por los que, comosehaexplicado

en apartadosanteriores,tiene el microorganismoTMRT una cierta especificidad.En todos

los casos,se observóunaproporciónligeramentemayor de bacteriaslibres frentea las que

estabanadheridasal mineral (tabla XXI).

Estapequeñaproporcióna favor de las bacteriaslibres fue tambiénconsecuenciadel

estadode ataquedel mineral. Estudios realizadossobre T. ferrooxidansmostraronque al

comienzo (24 h) de un proceso de biolixiviación, la cantidadde células adheridaspuede

llegar al 50% de las mismas,mientrasque al final del proceso,la proporciónde bacterias
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Tabla XXI: Relaciónentre bacterias libres y bacterias adheridas al mineral en los ensayosrealizadoscon distintos
concentradosde sulÑros complejosminerales.

relación células libres¡células adheridas

Concentrado TMRT TERT

CDI 1,23 1,39

CCu 1,61 1.43

CCuL ¡ 82 5.2]

unidasal mineral descendióhastaun 1-5% (Dziurla y col., 1992). Sin embargo,en nuestro

caso,el mineral estabamuy atacadoy, aúnasí, el númerode célulasadheridasera alto. El

único caso en que esta relación fue muy alta en favor de las bacterias libres fue con el

concentradoCCuL y el microorganismoTERT. Esto sedebióa que TERT creció muy bien

sobreesteconcentradoy el ataqueal mineral fue más importanteque en los otros casos.

Paracomprobarla influenciadel estadodel minera], serealizaronnuevosensayosen

los que se extrajerona diferentestiempos muestrasde cultivos de TMRT y TERT que

estabancreciendosobreel concentradodecobreCDI. Los resultadosde estosensayosestán

representadosen las figuras 17 y 18. En las gráficassepuedeapreciarclaramenteque en la

muestratomadaal inicio del ensayode lixiviación (24 horasdespuésde la inoculación)una

gran partede las células seadhirieron, en mayor o menor grado, al mineral, mientras que

en la muestrafinal (despuésde 30 días) estaproporciónse invirtió en el casode TERT,

mientrasque en el ensayocon el microorganismotermófilo moderadohubo unasituaciónde

equilibrio entre ambos tipos de bacterias.Esta situación fue consecuenciade una mayor

actividadde TERT en los procesosde lixiviación. El concentradoCDI inoculadoconTMRT

aún no estabatotalmenteatacado,por lo que todavía había un alto número de células

adheridasal mineral.

Como resultadode estos ensayos,pudo concluirse que, duranteel proceso de

lixiviación, el númerode bacteriasunidasal mineral fue muy alto aJ inicio del procesoy a

medida que este transcurría, Las bacterias se iban separando, posiblemente,por un

agotamientode las fuentes de energíadisponiblesen la superficie de las partículas de

mineral. Porotraparte,la importanciadel númerode bacteriasadheridasfue unapruebamás
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a favor de la trascendenciade la biolixiviación directa, especialmenteen microorganismos

como FMRT que no puedenobtener la energíametabólicade la oxidación de Fe2~. El

procesono pareció dependerdel tipo de concentradomineral utilizado, si bien, en estos

ensayos,todos los concentradosutilizados tuvieronuna composiciónbastantesimilar.
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Figura 17: Determinaciónde la adherenciademicroorganismosal mineralendistintostiemposA.- 24horasdespués
de la inoculación. E.- Despuésde 30 díasde experimentación
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Figura 18: Determinaciónde la adherenciademicroorganismosal mineralen funcióndel tratamientoefectuado.A.-

24 horasdespuésde la inoculación. B.- Despuésde 30 días de experimentación
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4.6. ENSAYOS DE BIOLIXIVL4CIÓN

El aislamientode bacterias procedentesde aguas de mina tiene, como fin más

ambicioso, una posible aplicación en procesosindustriales a gran escala. Para ello, es

necesariola realizaciónpreviade unaseriede experimentosparademostrarque las bacterias.

seleccionadaspor característicascomocapacidadde crecimientosobresulfuros minerales,

acidofihia, elevadaresistenciaa la toxicidadpor metalespesados,etc., son aptaspara los

procesosde biolixiviación. Esto se tiene quetraducir en una aceptablerecuperaciónmetálica

a partir de los minerales que haga que su utilización pueda llegar a ser rentable

económicamente.

Por lo tanto, en los ensayos que se describena continuaciónse comprobó la

capacidadde biolixiviación de los microorganismosaisladoscuandodisponíancomo fuente

deenergíade sulfuroscomplejosminerales.El microorganismomesófilo Thiobacillussp fue

anteriormenteestudiadoen relaciónasu comportamientobiolixiviante (Gómez, 1990: Gómez

y col.. 1991). Se comprobó entoncesqueestemicroorganismoteníaunasclarasventajasen

cuantoa capacidadde extracciónmetálicacon respectoa la especiepura de colección(7’.

ferrooxidans 23270 MCC), en todos los concentradosminerales utilizados, aunquecon

efectividadinferior a la del cultivo mixto de microorganismosde] cualprocedía.Así mismo,

secomprobósu inespecificidadhacia los diferentesmetalesformadoresde la materiaprima.

En función de estos resultados,el trabajo de biolixiviación se centró en los otros dos

microorganismosaislados:TMRT y TERT.

4.6.1. Cinética de la biolixiviación en presenciade TMiRT

Elección de la densidadde pulpa de trabajo.- En primer lugar, se estudió la

capacidaddel microorganismoparacrecera diferentesdensidadesde pulpa de mineral. Para

ello, se inocularondistintosmatracescon medio9K y minera] a distintasdensidadesde pulpa

(1; 3; 5; 7,5; lO: 12 y 15%). Las condicionesde pH y temperaturafueron las óptimas

determinadasparael desarrollodelmicroorganismoduranteel procesode caracterización(pH

2 y 500C). El mineral elegidofue el concentradodiferencialde cobrede Aznalcollar, por

ser estesobreel que seregistró un mayorcrecimientode la poblacióndel microorganismo
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durantelos citadosensayosde caracterización.El resultadode estos ensayos.expresadoen

númerode células/ml se representaen la figura 19. Se pudo observarque a densidadesde

pulpasuperioresal 5% el microorganismono sedesarrollaba.Las poblacionescelularesmás

numerosasse consiguieroncon un 1% de mineral, pero la escasadiferenciacon la población

obtenidaal ensayarcon un 3% hizo aconsejableelegir estaúltima concentración,puestoque

la cantidadde mineral procesadaes mayor y, con vistas a una posible aplicación industrial,

siemprees preferible utilizar pulpas lo más concentradasposible.

cel/mI

lo

lo

lo

lo

o

Figura 19: Crecimientocelular del microorganismoaisladoTMRT, a diferentesdensidadesde pulpa

Influenciadel tipo de concentradominera!.- Una vez elegida la densidadde pulpa

del 3%. se procedióa ensayarla efectividaddel microorganismosobre distintos tipos de

concentradosminerales.Es importanteobservar, siemprepensandoen unaposibleaplicación

a escala industria{ que los rendimientos de lixiviación serán mayores cuando el

microorganismoactúesobreel substratomásadecuadoasus características.Con estefin, se

ensayarontres concentradosdiferenciales(CCu, CZn y CPb) y dos concentradosglobales

(CGBI y CGRT), cuya composiciónestádescritaen “Materiales y Métodos”. Sobre los

concentradosdiferencialesde cinc y plomo no seobtuvo crecimientode las bacteriasy la

lixiviación metálicaobtenidacorrespondióúnicamentea la lixiviación químicaproducida.Lo

3 5 7,5 10 12 15

densidad de pulpa (%)
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mismo sucedióen el caso del concentradoglobal CGBI, aunqueen estecaso si que se

observóun ligero crecimientode las bacterias.Sin embargo,los únicos casosen los que se

apreciéun procesode lixiviación metálicasuperior a la encontradaen los ensayosestériles

utilizados corno control fueron los de los concentradosCCu y CGRT.

Como sepuedever en La gráfica 20, la proporcióndecobre en solución fue mayor

en el caso de CCu que en el de CGRT y, en amboscasos,muy por encimade lo obtenido

en los ensayosestériles,lo que indicó una gran influencia de las bacteriasen el proceso.

% Cu
60

CCii Inoculado

50 F —v CCu Estéril

- CGRT inoculado

-- CORI Estéril40

30

20 --44

10--

-- ~-Tt-.~=s*~t- --4=~~

o lo 20 30 40
Días

Figura 20: Lixiviación de cobrede los concentradosCCu y CGRT por el microorganismoaislado TMRT

Estasdiferenciasno fuerontanimportantesen el casodel hierro (gráfica21), aunque

se confirmaron los resultadosobtenidosdurantela caracterizacióndel microorganismoal

comprobarseque no utilizaba hierro, en forma de Fe2~. como fuentede energía.Esto se

reafirmaal observar las gráficas22 y 23, en las que se puedeobservarque la mayorparte

del hierro lixiviado, a partir de ambosconcentrados,estabaen forma de Fe2~.
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Figura 21: Disoluciónde hierroa partirde tos concentradosCCu y CGRT por el microorganismoaisladoTMRT
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Figura22: Estadodel hierro en solucióndurantela lixiviación del concentradoCCu
en el ensayoinoculadocon el microorganismoaislado TMRT.
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Figura 23: Estadodel hierroen solucióndurantela lixiviación del concentradoCGRT
en el ensayoinoculadoconel microorganismoaisladoTMRT

El hechomás significativo seprodujo, sin embargo,durantela lixiviación del cinc

(gráfica 24). Se comprobó.tambiénen ambosconcentrados,aunquecon mayor claridaden

el casodel CCu, que la presenciade cinc en soluciónesprácticamenteigual en los ensayos

inoculadosy en los estériles. Las pequeñasdiferenciasobservadaspodríanser achacadasa

que en los ensayosinoculados,comoconsecuenciade la oxidaciónde los sulfuros, seprodujo

una acidificacióndel medio que contribuyó al procesode lixiviación. Por otra parte, los

cationes C&~, liberadospor la acción de los microorganismos,tienen una cierta acción

catalíticaen la disoluciónde otros sulfuros metálicos,como,en estecaso,el ZnS (Ballester

y col., 1989, 1990). Es decir, la lixiviación de los sulfuros de cinc que formanparte del

mineral sedebió únicamentea una acciónquímicaen la que no tomaronparte las bacterias

de una forma directa, lo que indicaba una cierta especificidad, por parte de los

microorganismos,hacialos sulfurosqueconteníancobre(CuS,o CuFeS2).A partir de estos

ensayos,se continuaronlos trabalosutilizando como concentradosmineralesaquellosque

teníanun porcentajede sulfurosde cobremáselevado,facilitando así el crecimientode los

microorganismos.

93



Resultadosy Discusión

% Zn

35 -

30- , -- -~

25’
-4-

20 Z.—’-

15 -

CORI Inoculado
10

CORI Estéril

5 ~, CCu Inoculado

Ceo Estéril

o- --~- - --——-—- - -____

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Días

Figura 24: Lixiviación de cinc a partir de los concentradosCCu y CGRT por el microorganismoaisladoTMRT

Influenciade la adaptacióndelos cultivos.- El microorganismotermófilo moderado

se mantuvoduranteprolongadosperíodosde tiempo creciendosobremedio 9K sin hierro

suplementadocon azufre. Como resultadode esto, al volver a inocularensayosen los que

la fuentede energíaeran minerales,el microorganismono estabaadaptadoy no crecía. Este

problemasesolucionórealizandounosensayosdeadaptaciónde la bacteriaa concentraciones

crecientesde mineral. Como consecuenciade los anterioresensayos,en los que se había

visto una ciertapredisposiciónde TMRT a crecersobremineralescon altos contenidosen

sulfuros de cobre, los minerales seleccionadospara estos experimentos fueron los

concentradosCCu, CCuL y CGRT. Laadaptaciónseinició a partir de una densidadde pulpa

del 1% y se incrementóen sucesivospasoshasta llegar a un 3%, la concentraciónmás

adecuadapara obtener buenos rendimientosde extracción metálica, según se ha visto

anteriormente.Cadaensayoera inoculadocon 5 ml de mediodel experimentoanterior, una

vez que las densidadesde poblacióncelular eran lo bastantenumerosas(del ordende lO~

cel/mí).
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En el procesode disoluciónde cobrea partir de los tres concentrados,seprodujo una

sítuacíónsimilar en la que seapreció claramenteun aumentoprogresivoen la concentración

del cobre lixiviado en los sucesivospasesrealizados.Sedebedestacarespecialmenteel buen

crecimientodel microorganismosobreel concentradoCCuL, dondese alcanzaron,porotra

parte, los resultadosmás altos en cuantoa cobre en solución. Lo mismo sucediócon el

hierro, aunqueen estecasono fue hastael cuartopasecuandomásse incrementóla cantidad

de metal en solución. En el procesode disolución de los sulfurosde cinc, se repitieron las

observacionesanteriormentereseñadascon respectoa estaespeciemineral. El porcentajede

cinc en soluciónfue prácticamentesimilar en todos los casos,independientementede que el

microorganismoestuvierao no adaptadoal proceso,lo quevolvía a indicar unaespecificidad

de estabacteriahacia los sulfuros de cobre.

Estos resultadossepuedenapreciarcon detalleen las gráficas25 a 33, en las que se

representanlos distintos pasesrealizadosa los cultivos en función del tipo de concentrado

utilizado.
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Figura 25: Disolución de cobredurantelos pasesde adaptaciónal concentradode cobreCCu
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Figura26: Disolución de cobredurantelos pasesde adaptaciónal concentradode cobreCCuL
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4.6.2. Estudio de la especificidad de TMiRT por los sulfuros de cobre

Ensayoscon blendapura.- Como se vio en los ensayosde biolixiviación anteriores,

el microorganismotermófilo moderadoTMRT presentóuna cierta especificidadpor los

sulfurosde cobre,mientrasque su influenciaen la extracciónde cinc fue muy escasa,lo que

se pudo apreciarclaramenteal compararlos ensayosinoculadosy los estériles.

Paracorroborarestasafirmaciones,serealizaronuna seriede ensayosen los que se

determinóla capacidadde extracciónde cinc utilizandodiferentesmicroorganismos(TMRT,

TERT. 7’. ferroox¿dansATCC 19859 y un cultivo mixto de termófilos moderados)cuando

la fuentede energíafue un sulfuro de cinc puro. La muestraoriginal del sulfuro fue blenda

acarameladaprocedentede la mina Adiva en los Picos de Europa. El mineral fue molido

manualmentehastaconseguirun tamañode partículamenorde 74 ~m. En todos los ensayos,

[a densidadde pulpaelegidafue de un 1% paraevitar que los valoresde cinc en solución

sobrepasaranlos límites de toleranciapor partede las bacterias.

Los resultadosde estosensayos,despuésde 40 días, mostraronque en todos los

casos,con excepcióndel inoculado con TMRT, se producíauna extracciónde cinc muy

superiora la obtenidaen los ensayosestériles(gráfica 34).

En el casode TMRT, laconcentraciónde cinc en soluciónfue del mismo ordenque

en el ensayoestéril (gráfica 34). Seobservóque la mayor cantidadde cinc sesolubilizaba

con el cultivo mixto a 500C, muy por encimade los valoreslogradoscon cultivos puros, ya

fuera de mesófilos (7’. ferrooxidansATCC 19859) o de termófilos extremos(TERT). La

presenciade distintasespeciesbacterianas,en los cultivos mixtos, hizoque el efectode unas

sesumaseal de otrasmejorandoel rendimientoglobal del proceso.

Con respectoal crecimiento de los microorganismosen los cultivos, en todos los

casos se pudo apreciar un aumentode la poblaciónbacteriana,pero mientras que en el

ensayoinoculadocon TMRT la población simplementesemantuvoo aumentóligeramente,

debido a que este microorganismono pudo utilizar los sulfuros de cinc como fuente de

energía, los otros tres cultivos utilizados si que crecieron de maneranotable. Hay que
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Figura34: Disoluciónde cinc en los ensayoscon blendapurapor los diferentesmicroorganismosutilizados

destacarla rapidez de crecimientode T. ferrooxtdansATCC 19859, que a los 10 días ya

habíaalcanzadosumáximapoblaciónparamantenerse,en los mismosvalores,a lo largodel

experimento.El cultivo mixto tuvo un períodode adaptaciónmayor, pero tambiéncreció

rápidamente.mientrasquefue la bacteriaTERT la quetuvo un mayorperíodode adaptación

y su fase exponencialfue, así mismo, la más larga. Sin embargo, a pesar de estas

diferencias,los tres cultivos bacterianosalcanzaron,al final del experimento,un número

similar de células (gráfica 35). El pH en los cultivos inoculadosdescendiópor debajodel

valor de los ensayosestériles,incluso en el ensayoinoculadoconTMRT, aunquecon muy

poca diferencia respectoal estéril correspondiente.En los otros casos,Ja diferencia fue

mucho más apreciable. Hay que destacarque fue nuevamentecon el cultivo mixto de

termófilos moderadosdondesealcanzóun valor de pH másbajo, algoqueestuvodeacuerdo

con los valores obtenidosanteriormente,puestoque un mayor ataqueal ZnS implicó una

mayor conversiónde (os sulfuros en sulfatos y una mayor producciónde ácido sulfúrico.

Además, en esteensayoel pH mínimo se alcanzómuchomás rápidamenteque en los otros

ensayosinoculados(gráfica 36).
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Ens~~ws con probetas masivas de calcopirita.- Con el fin de disponer de nuevas 

evidencias en cuanto a la especificidad del microorganismo TMRT por los sulfuros de cobre, 

se realizaron otros experimentos sobre probetas de muestras masivas de calcopirita según se 

describe en “Materiales y Métodos”. 

La muestra original (figura 37) presentaba fracturas originadas a partir de poros o 

defectos del mineral. La calcopirita en medio ácido, como en este caso @H 2), es 

prácticamente inerte. Así, después de 50 días de lixiviación química la superficie de la 

probeta apareció muy poco atacada (figura 38). 

Figura 37: Probeta de calcopirita antes de ser atacada 

La presencia de bacterias produjo un fuerte ataque que llegó a fracturar las partículas 

de mineral (figura 39). Esta fracturación, favorecida por los defectos estructurales, estuvo 

acompañada de un desmoronamiento de material (figura 40) que facilitó el proceso de 

disolución de la calcopirita. De hecho, estas partículas desprendidas presentaron grietas 

debidas al proceso de biolixiviación (figura 41), lo que fue indicativo de que el ataque 

103 



Ens~~ws con probetas masivas de calcopirita.- Con el fin de disponer de nuevas 

evidencias en cuanto a la especificidad del microorganismo TMRT por los sulfuros de cobre, 

se realizaron otros experimentos sobre probetas de muestras masivas de calcopirita según se 

describe en “Materiales y Métodos”. 

La muestra original (figura 37) presentaba fracturas originadas a partir de poros o 

defectos del mineral. La calcopirita en medio ácido, como en este caso @H 2), es 

prácticamente inerte. Así, después de 50 días de lixiviación química la superficie de la 

probeta apareció muy poco atacada (figura 38). 

Figura 37: Probeta de calcopirita antes de ser atacada 

La presencia de bacterias produjo un fuerte ataque que llegó a fracturar las partículas 

de mineral (figura 39). Esta fracturación, favorecida por los defectos estructurales, estuvo 

acompañada de un desmoronamiento de material (figura 40) que facilitó el proceso de 

disolución de la calcopirita. De hecho, estas partículas desprendidas presentaron grietas 

debidas al proceso de biolixiviación (figura 41), lo que fue indicativo de que el ataque 

103 



Resultadosy Discusioíi

J~igzaía.19s \&s¡,~ ccncrsh de ~i¡¡;¡ ¿!t EíS ¡bilti(U1§t..S iijcluid¿ts Ú¡¡ fi ,Tí,bC&i .vnneiida a <<ti ¿-iccflhl? de las hcwrias

-<:. ¾‘ 4,.
4’

AL.- 4/ c13 a

- , N 0< iar~s~~. C

-~ “-E

‘> ~- A ,4”’~WL’ ~,..g’ ~• - 4~t

v,
TMRT<

$3 -. -

~i•iB;~S4~4
4%rÉci o

A

Figura 40: Detall e dc la probeta de calcopirita atacada con bacterias.. Se
piicdc np tCM ni (si ala i i~ente ci desí i:or.rnanlieflto de partículas sobre. la super ñu e de <a p~obeta

!05





Resultadosy Discusión

4.6.3. Ensayosdeevolución de poblacionesa 500C

Uno de los problemasque se planteana la hora de trabajar con cultivos puros, a

escala industrial, es la imposibilidad de mantener la purezade los cultivos cuando los

volúmenesde mineral y medio líquido son muygrandes.Lógicamente,el cultivo puro inicial

irá incorporandonuevosmicroorganismosy el conjuntodel procesode biolixiviación severá

afectado,positiva o negativamente,en funciónde los nuevosmicroorganismos.

Paraabordaresteproblema,se realizaronuna serie de ensayosen los que, a partir

de un inóculo inicial del cultivo puro de TMRT, se dieronpasessucesivosincorporando,en

cadanuevoensayo,mineral sin esterilizar.En estosensayos,ademásde controlar la cantidad

de metal extraída,serealizarontomasde muestraperiódicasparaobservarla presenciade

nuevasespeciesbacterianascon la ayudadel microscopioelectrónico.

Los concentradosmineralesutilizadosfueronlos CCu, CCuL y CGRT. La densidad

de pulpa fue del 3% y la cantidadde inóculo inicial del 5%.

En el primerpaserealizadoseobservarondiferentescomportamientosen funcióndel

concentradominera)ensayado.Así, sobreCCu, las curvasde disolución de metalestuvieron

característicasmuy similares a las obtenidascon el microorganismoaisladoTMRT. Sin

embargo, en los otros dos concentradosse observaron importantesdiferencias pues las

cantidadesde cobre y cinc disueltasfueron claramentesuperiores,especialmenteen el caso

del concentradoCCuL. Así mismo, tambiéndestacóla disminución del pH en estosdos

ensayos.Al microscopioelectrónico,despuésde 20 días de experimentación,seobservóun

absolutodominio de la poblaciónde TMRT en el ensayosobreCCu, mientasque en los otros

dos concentrados,especialmenteen el de CCuL, se observaronotros tipos de bacterias,

aunqueTMRT siguió siendo la bacteriapredominanteen los cultivos.

En el concentradoCCu sepudoapreciarunadisminucióndel númerode célulasa lo

largo del tiempo, habiéndoseencontradoen el tercerpaseun númerobastantereducidode

ellasen comparacióncon los ensayossobrelos otros concentradosminerales(figura 4311, lo

que podríaexplicar la disminuciónen la extracciónmetálicaque se registródespuésde los
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Figura 43: Número final de bacterias presentesen los cultivos de los ensayosde evolución

de poblaciones bacterianas en cada uno de los concentradosminerales utilizados.

tres pases,especialmenteen el caso del cobre (figura 44). La población bacterianasiguió

siendomayoritariamentedeunsólo tipo, correspondientemorfológicamenteaTMRT, aunque

se pudieronobservarotras bacteriasy aparecieronhongosen las muestras.
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Figura 44: Disolución de cobre enlos trespasesde evoluciónde poblacionesapartir del concentradode cobre CCu.

108

1 pase 2 paso 3 pase



Resultadosy Discusión

El pH se mantuvo muy alto en los tres pases(figura 45), sin bajarde 2 en ninguno

de ellos. Esto indicaunaescasaactividadbacteriana.Tantola disolucióndecinccomo la de

hierro siguen un comportamientobastantesimilar en los tres pases(figuras 46 y 47).
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Figura 45: Evolución del pH en los tres pasesrealizadossobre el concentrado de cobre CCu.
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Figura 46: Disolución de cinc en los trespasesde evoluciónde poblacionesa partir del concentrado de cobre CCu.
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Figura 47: Disolución de hierro en los trespasesde evoluciónde poblaciones

apartir det concentradode cobreCCu.

En los ensayoscon el concentradomineral CGRT si se observóuna colonizaciónpor

partede otros microorganismosdistintosde TMRT despuésde los trespases,especialmente

enel último. En el segundopase,el númerodecélulas(mayoritariamenteTMRT) disminuyó,

pero en el tercero volvió a aumentar la densidadde población microbiana, con una

importante presencia de bacterias cocoides, mientras que las bacterias tipo TMRT

descendieronensu importanciarelativa.El pH subió inicialmenteenlos tres ensayos,debido

al consumo de ácido por la ganga del mineral, pero a partir de los diez días de

experimentacióndisminuyó, debido a la actividad de las bacteriaspresentesen eJ cultivo,

hastallegar a valoresmuy cercanoso por debajode 2 (figura 48).

La extracciónmetálica no fue muy importanteen el caso del cobre y del hierro

(figuras 49 y 50). Hubo una fasede latenciamuy prolongada,posiblemente,debidaa que el

pH del medio fue muy elevadoparaunaactividadóptimapor partede las bacterias.A partir

de los 25 días, con valoresde pH en torno a 2,5, fue cuandose pudoapreciarun aumento

de la disolucióndel cobrey del hierro. El cinc se disolvió con un comportamientotambién
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muy similar en los tres casos: hubo una rápida disolución inicial para fuego aumentar

lentamentela concentraciónde metal en solución. Esta primera partecorresponderíaa la

disolución química mientrasque la segundaseríauna función de la acciónde las bacterias

presentesen el cultivo (figura 51).
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Figura 48: Evolucióndel pH en tos trespasesde evolucióndepoblacionesa partir del concentradoglobal CGRT
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En los ensayoscon el concentradoCCuL fue donde más evolucionó la población

inicial, compuestaúnicamentedel microorganismoterniófilo moderado,Negandoen el tercer

pase a una población mixta pero con un claro predominio de bacteriascocoides.Estas

bacteriasya estaban presentes,de forma importante,al final del primer pasey en los dos

pasessucesivosaumentaronsu importanciarelativa hastallegar a colonizarcasi totalmente

el cultivo bacteriano.Esto se tradujo en el trazadode las curvas de extracciónmetálica

(figuras 52 a 54).
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Figura 52: Disolución de cobre a partir del concentradoCCuL en los tres pasesrealizados

para estudiar la evoluciónde la población de bacterias presentesen el cultivo.

En el primer pasehubounaimportantedisolución de cobremientrasquela del hierro

fue bastanteescasa.El cincparecióseguir una curva de disolución esencialmentequímica.

Esto confirmó los resultadosobtenidosconTMRT, que en estepasefue el microorganismo

predominanteenel cultivo. En el segundopase,dondelapoblaciónestuvomásdiversificada,

se produjo una importantedisminuciónde la extracciónde cobre(el metal que más extrae

TMRT), con una fase de latencia prolongada(en torno a los 20 días>, donde los nuevos

microorganismosseestabanadaptandoal minera!,mientrasqueaumentóla cantidadde cinc
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y, mas ligeramente,la de hierro en solución. En el tercer pase,con estos microorganismo

ya adaptados,hubo un gran aumentoen la disolución de los tres metales,especialmenteen

el hierro y el c¡nc. El pH. que en los pasesanterioressólo disminuíapor debajode 2 en Los

últimos díasdel experimento,en el tercerpasedescendiómuy rápidamenteal principio para

luego mantenerseen valorespor debajode 1,5 (figura 55). El númerode células en este

tercer pase fue el más alto de todos los experimentos,lo que contribuyó al aumento

espectacularen la lixiviación de metales.
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Figura 53: Disolución de cinc a partir del concentrado CCuL en los tres pasesrealizados

paraestudiarla evolución de la poblaciónde bacteriaspresentesen el cultivo.

Una de las razonesque podríanexplicarel desarrollode nuevasespeciesbacterianas

en este concentrado,y los altos rendimientos obtenidos, sería el hecho de que este

concentradofue lavadopreviamenteparaeliminar los reactivosprocedentesdel procesode

flotación al que había sido sometido. Además, mientras que los otros dos concentrados

permanecieronduranteun cierto tiempoalmacenadosenel laboratorio,el concentradoCCuL

fue usadoinmediatamentedespuésde serrecibido de la mina de Rio Tinto.
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Figura 54: Disolución de hierro apartir del concentradoCCuL en los trespasesrealizados
para estudiarla evoluciónde la poblaciónde bacteriaspresentesen el cultivo.
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Figura 55: Evolucióndel pH en los trespasesde evoluciónde poblacionesde
microorganismos sobre el concentrado CCuL
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Estos experimentosdejaronconstanciade la presenciaen el mineral de diferentes

microorganismos capaces de desarrollarse con éxito a temperaturas de 50<tC.

Microorganismosde estetipo ya se habíanencontradoen montonesde lixiviación de cobre

(Brierley (S.L., 1978) o en montonesde carbón (Marsh y Norris. 1983). Como se vio

claramenteen el casodel concentradoCCuL, lapresenciade un cultivo mixto puedesuponer

algunasventajascon respectoa la aplicaciónde un cultivo puro. La cantidadde metalesen

soluciónfue sensiblementemásalta, algo quepuedeparecerlógico si setieneen cuentaque

las nuevasbacteriaspresentesen los cultivos estabanbienadaptadasa los mineralesutilizados

puesto que estabanasociadasa ellos. Sin embargo, en nuestro caso, se perdió en

contrapartidalaespecificidadde extracciónde cobrequeselograbaal utilizar un cultivo puro

de TMRT. Por otra parte,en los otros dosconcentrados,la presenciade un cultivo mixto

no favoreció la lixiviación metálica,esmás, lapresenciade nuevosmicroorganismosafectó

de algunaforma el crecimientode TMRT puestoque esteno solo no aumentó,sino que, en

el caso del concentrado CCu, prácticamentedesapareciódel cultivo sin que los

microorganismosque lo sustituyeronaportasenventajasen el procesode biolixiviacion.

En vista del resultadoobtenidocon estosensayosy parapoderdiferenciarel efecto

en la biolixiviación de las poblacionesbacterianaspropiasde cadaconcentradomineral, se

realizaronnuevosensayosen los que nuevamenteseutilizó míneralsin esterilizar, pero sin

¡nóculo previo de ningúnotro microorganismo.El resultadode estosensayosestáreflejado

en las gráficas56 a 60.

En la gráfica 56 se puedever que fue en el concentradoCCuL donde primero

aparecieronmicroorganismosy donde más se desarrollaron,lo que apoyó los resultados

conseguidosanteriormente.La poblaciónbacterianaque seencuentróen el ensayocon el

concentradoCCu fue la máspequeñaal finalizar el experimento.Esteconcentradofue el que

estuvomás tiempoalmacenadoen el laboratorio, lo que implicó unapérdidade la población

autóctona con el paso del tiempo al carecer de las condiciones adecuadaspara su

mantenimiento.
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Figura 56: Desarrollode la poblaciónde bacteriasen los ensayosblancos
(ensayosno inoculadosy mineral sin esterilizar) de los tres concentradosminerales.
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Figura 58: Disolución de cobre en los ensayosblancos.
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En cuantoala disoluciónde metales,sepudocomprobarque lapoblaciónbacteriana

másactiva fue, en cuantoa todos los metalesanalizados,la quecreció sobreel concentrado

CCuL, si bien hay que indicar que las diferenciasen cuantoa densidadde poblacióny pH,

ligeramentemásbajoen esteconcentradoqueen el resto,contribuyeronde forma importante

a la mayor lixiviación de cationes metálicos.

Las bacteriaspresentesen estos cultivos correspondieron,en su mayorparte,a cocos

móviles, aunquetambiénaparecieronmicroorganismos,de grantamaño,de forma bacilaro

irregular.
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Figura 60: Disolución de hierroenlos ensayosblancos.

La gran mayoríade estasbacteriasfueronquimiolitótrofas, ya que sedesarrollaron

bien en el medio 9K sin hierro teniendoel mineralcomoúnica fuentede energíadisponible.

En las gráficas61 a 63 sepuedever que seprodujo una oxidaciónde la mayorparte

del Fe~~a Fe~ al final de los ensayos,cuandolas poblacionesestuvieronmásdesarrolladas,

mientrasquealprincipio de los experimentoslas cantidadesde Fe2~ y Fe3~ estuvieronmucho
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más equilibradas. Este comportamientoferrooxidantecontribuyóal procesode lixiviación

medianteel mecanismoíndirecto.
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Figura 63: Estado del hierro en el ensayo blanco con el concentradoCCuL.

En todos los ensayosanterioresse observó como, inicialmente, el pH de las

solucionesse elevabaconsiderablemente,con los posiblesefectosnegativosqueello conlíeva

tanto para las bacterias(cuyo PH óptimo de crecimientoestabaen torno a 2) comopara el

propio procesode biolixiviación, ya que las solucionesácidasfavorecenel procesoa través

de un ataquequímico del mineral.

Paraevitar estassubidasde pH, se planteóotra seriede experimentosen los que el

la soluciónse mantendríacontroladomediantelaadiciónde ácidosulfúrico, dejándolo

en el nivel óptimo de las bacterias(pH 2) hastael momentoen que ellas mismas,

debido al efectode oxidaciónde Los sulfuros, fuerancapacesde mantenerloo bajarlosin la

ayudade adicionesde ácido.

Las condicionesde experimentaciónfueronlas mismasqueenlos ensayosanteriores,

esdecir, se inoculó con un cultivo puro del microorganismoTMRT y seutilizaron los tres

pH de

filado
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concentradossin esterilizar (CCU, CGRT y CCuL). Como control se dispusode otra serie

de ensayosen las mismascondicionespero sin inocular,

En los primerosdíasde experimentaciónhuboqueañadirácidoen todos los ensayos,

especialmenteen los que tenían el concentradoCGRT. A partir de los 15 días, los cultivos

con mineral CCuL empezarona disminuir el pH, coincidiendocon la apariciónde nuevos

microorganismos,similaresa los observadosen los anterioresensayos,principalmentecocos.

El ensayoen el que más lentamentebajóel pH, fue el realizadocon el concentradoCCu y

que no estabainoculado(figura 64).
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Figura 64: Evolución del pH en los ensayoscon pH controladosobre los tresconcentradosminerales.

Como se mencionó anteriormente,sobre este concentradomineral el número de

bacteriasque aparecefue muchomáspequeñoque sobrelos otros dosminerales.

El efectoconjunto de los microorganismosaisladosTMRT y de las nuevasbacterias

hizo que en los ensayosen tos que se inocularon microorganismos,el pH bajase más
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rápidamente.En los ensayossobrelos concentradosCGRT y CCuL sin inocular, el hecho

de que existierauna mayor proliferación de nuevasbacteriasfacilitó la bajadadel pH con

respectoal ensayocon el concentradoCCu sin inocular.

En el procesode extracciónmetálicapodemosobservarun fenómenosimilar. En

relación a la extracciónde cobre (figura 65), la acción conjuntade los microorganismos

nuevosy los inoculados,quecomo seha mencionadoanteriormente,teníanespecificidadpor

los sulfuros de cobre, hizo que estosensayosmostraranuna mayorextracciónde cobreque

¡os ensayoscontrol.
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Figura 65: Disoluciónde cobrea partir de los diferentesconcentradosen los ensayosconph controlado.

Lo mismoocurrió en el procesode disolución de cinc (figura 66), si bien hay que

destacarque en estecaso,al final de la experimentación,sealcanzóunamayor concentración

de cinc en solución en el control con CCuL que en el ensayo inoculado, ya que en este

concentrado,como se ha dicho, fue dondeaparecieronmás tipos de microorganismosy

donde las poblacionesautóctonasllegarona ser más numerosas.

En la extracciónde hierro (figura 67) fue dondese pudieronapreciarmásdiferencias

ya que fue en los ensayosno inoculadosdonde la concentraciónde hierro en solución fue

mayor. Una de las razones de este hecho debió de ser el carácterferrooxidantede las
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bacteriasque colonizaronel medio, mientras queen Los cultivos inoculadoscon TMRT. al

no ser capaz estemicroorganismode oxidar el hierro y pese a la aparición de bacterias

nuevas, la extracciónde estecatión no fue tan importante.
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Figura 66: Disolución de cinc a partir de los diferentesconcentradosen los ensayoscon pH controlado.
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El carácter ferrooxidantede los nuevos microorganismosse puede comprobar

estudiandolos resultadosde las gráficas68 a 70. Inicialmente,el hierro que se extrajodel

mineral estabaen forma de F&¼sin embargo,al cabode unospocosdías, y coincidiendo

con la apariciónde las bacteriasen el medio, el Fe~ comenzóa oxidarsea Fe>~ el cual es

un fuerteoxidantequecontribuyóde maneraimportantea la lixiviación químicadel mineral.

En los cultivos inoculados,el Fe4 fue más abundantey solamenteal final de los

experimentoscomenzóa oxidarsedebidoa la presenciade las otras bacterias(gráficas<71 a

73).
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Figura 68: Estadode oxidación del hierro ensoluciónen los ensayosconpR controlado.

Ensayocon el concentradoGCu sin inocular.
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Figura 71: Estado de oxidación del hierro en solución en los ensayoscon pH controlado,
Ensayocon el concentradoCCu inoculadocon un cultivo puro de TMRT.
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Figura 72: Estadode oxidacióndel hierro en soluciónen los ensayosconpH controlado.

Ensayocon el concentradoCGRT inoculadoconun cultivo puro de TMRT.
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Figura 73: Estadode oxidacióndel hierro en soluciónen los ensayosconpH controlado.
Ensayocon el concentradoCCuL inoculadocon un cultivo puro de TMRT.

Unade las conclusionesobtenidasde estosexperimentosfue que el control inicial del

pH en los mismosfavoreció el procesode biolixiviación debidoa que las bacteriaspudieron

actuarencondicionesóptimas.Sin embargo,estotieneun contrapesoeconómicoimportante,

especialmentecuandose consideraunaaplicacióna granescala: la adición de ácidoencarece

el procesode una maneraconsiderable.

Otra de las consecuenciasimportantesde estosensayosfue conseguirunoscultivos

mixtos procedentesdel mineral de Río Tinto (CCuL). En estoscultivos habíaunapoblación

de bacteriastipo cocosqueerapredominantesobreotrostipos de bacteriastambiénpresentes

en la muestra(figura 74). Este tipo de bacteriaspresentabauna gran similitud con las del

géneroSulfotobus,un género de arqueobacteriastermófilas muy utilizadasen procesos

experimentalesde biolixiviación. A partir de estoscultivos se inició un procesoqueculminó

con el aislamientodel microorganismoTERT.
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La utilización de bacteriasdel género Sulfolobus en procesosexperimentalesde

biolixiviación se ha realizadonormalmentea densidadesde pulpa del 1 % (Marsh y col.,

1983). si bien, a travésde períodosde adaptaciónmás o menoslargos, se puedeelevar

considerablementela cantidaddemineralañadidoa la pulpa.La cantidadde minera] también

varíaen función del tipo de reactor utilizado.

El mineral elegido parala determinaciónde la densidadde pulpa inicial óptima fue

el concentradoCCuL, sobreel cual se habíarealizadoel aislamientoy sobreel que mayores

poblacionescelularesse detectaronen los ensayospreviosde biolixiviación. Se prepararon

matracesque conteníanmedio 9K sin hierro y mineral a distintasdensidadesde pulpa (1, 2,

3, 5. y 7%).

El resultadode estosensayosestárepresentadoen la figura 75. Se puedever quelas

cel/mí

g
lo

lo
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lo

lo,

lo

o

Figura 75: Crecimientocelular del microorganismoTERT a diferentesdensidadesde pulpa

cantidadesde mineral a las quecorrespondióuna mayor poblacióncelular fueron las del 1

y 2%, aunquela diferenciacon el ensayodel 3% no fue muy grande,por lo que, como en

el caso del microorganismotermófilo moderado,debido a la posibilidad de procesaruna

mayor cantidadde mineral, se decidió utilizar estaúltima proporciónen los ensayosde

lixiviación. Además,hay que teneren cuentaque el cultivo de mantenimientocrecíacon un

1% de densidadde pulpa y, por lo tanto, el microorganismoestabamuy adaptadoa esta

concentración;no obstante,tambiénesciertoquesepuederealizarun procesodeadaptación

3 5 7,5 70

densidad de pulpa <%)
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para mejorar los rendimientosa densidadesde pulpamásaltas.Por encimadel 5% no hubo

crecímientocelular, posiblemente,por fenómenosde atrición con el mineral.

Estemicroorganismosemantuvocreciendocontinuamentesobremineral,de tal forma

que no fue necesariala realizaciónde ensayosde adaptacióncomo sucedióen el casodel

microorganismotermófilo moderado.

Ensayos cinéticos con TERT.- Una vez que se comprobó la capacidad del

microorganismoaisladoTERT parautilizar mineral como fuentede energíay se determinó

la densidadde pulpa óptima de trabajo, se realizaron una serie de ensayoscinéticos

encaminadosa verificar su rendimientoenprocesosde biolixiviación.

Los concentradosmineraleselegidosfueron CCu. CCuL y CGRT. Los ensayosse

realizaronen matracescon 95 ml de medio 9K a pI-1 2 y 5 ml de inóculo. La temperatura

fue de 68,50C y la agitaciónde 100 rpm. Se realizaroncontrolesen condicionesestériles

paradiferenciarla actividadbacterianade la lixiviación química,queatemperaturaselevadas

puedeser importante. Los resultadosobtenidosen estosensayosestánrepresentadosen las

gráficas76 a 79.
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Figura 76: Disoluciónde cobrea partir de los diferentesconcentradospor el microorgamsmoTERT
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Figura78: Disoluciónde hierro a partir de los diferentesconcentradospor el microorganismoTERT
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Se puedecomprobarque apartir de todos los concentradosutilizadosseprodujouna

alta extracciónmetálica,siemprecon valorespor encimade los ensayosestériles. Esto fue

especialmentedestacableen el caso del cobre. Las diferenciasen las concentracionesde

metal en soluciónse debieronal tipo de concentrado.En el concentradoCCuL fue dondese

tuvieron los menorestiemposde adaptacióndel microorganismoal mineral.debidoaque los

cultivos de mantenimientose habíanrealizadosobreeste concentrado.Además,fue en este

cultivo donde la poblacióncelular (figura 79) alcanzó su máximadensidaden un tiempo

menor, al igual que el pH (figura 80) que descendiómás rápidamenteque en los otros

concentrados.En el casodel concentradoCGRT el pH subió inicialmentemucho, debidoal

consumode ácido por la gangadel mineral, para, sin embargo,al finalizar el experimento

estaral mismo nivel que en el caso del concentradoCCuL.
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Figura 79: EvoLuciónde laspoblacionesbacterianasde TERT
al crecersobre los tres concentradosminerales.
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Figura 80: Evolución del pH en los ensayosrealizadossobre los
diferentesconcentradosinoculadosconel microorganismoTERT

Por otra parte, se puede ver claramenteel comportamiento ferrooxidante del

microorganismoal analizar la evolución del hierro el las gráficas 81 a 83. En ellas se

observaque, desdeun principio, el Fe3~ evolucionó paralelamenteal Fe total, es decir, a

medida que se produjo Fe, como consecuenciade la oxidación de los minerales,estese

transformóde Fe2* en Fe3~. En los ensayosestériles(gráficas84 a 86) se pudoobservarun

comportamientocontrario, es decir, el Fe2~ fue la principal forma iónica de hierro en

solucióndebidoa La falta de bacteriascapacesde oxidarlo. La pequeñaproporciónde Fe3~

sedebióa la oxidaciónquímica.
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Figura 81: Estadode oxidacióndelhierro en el ensayoinoculado con TERT sobreel concentradoCCu
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Figura 82: Estado de oxidación del hierro en el ensayo inoculado con TERT sobre el concentrado CGRT
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Figura 83: Estadode oxidacióndel hierro en el ensayoinoculadocon TERT sobreel concentradoCCuL.
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4.6.5. Evolución de poblaciones a 6S.50C

Se realizaronlos Inismos ensayosquecon el microorganismoterinófilo moderado,es

decir, se inoculó el microorganismoaislado TERT sobre minerales sin esterilizar para

estudiarsi algún microorganismopresenteen estasmuestrasde sólido era capazde alterar

el desarrollodel procesode lixiviación.

Las condiciones de experimentación fueron las óptimas de crecimiento del

microorganismoaislado <68,5”C y pH 2), con una densidad de pulpa del 3%. Los

concentradosmineralesutilizados fueron CCu, CGRT y CCuL.

Los controles llevadosa cabo,por microscopiaóptica y electrónica,mostraronque

en los tres pasesrealizadosno aparecióningún otro nuevotipo de bacteriasen los cultivos.

El proceso de lixiviación fue exclusivamenterealizadopor TERT. La permanenciadel

microorganismosupuso un importante paso de cara a la posibilidad de su aplicación

industrial, puesto que no encontrócompetidoresen el medio que pudieranperjudicar el

proceso.Por otra parte,a travésde los pasesrealizados,sepudocomprobarunaadaptación

progresivadel microorganismoal proceso,lo que se tradujoen una considerablereducción

del tiempo necesariopara la obtenciónde su máximo rendimiento.

En las gráficas86 a 94 estánrepresentadoslos resultadosobtenidosal biolixiviar los

diferentes concentrados. La cantidad de metales en solución no aumentó de forma

significativatras los sucesivospases,lo quepuedesignificar quee) microorganismoya estaba

bien adaptadoal procesode extracciónmetálicay lo que hizo fue adaptarsea los distintos

concentradosde los que obteníala fuentede energía. En todos los casos, la extracciónde

metales fue bastanteimportante, aunqueno se observóningún tipo de especificidadpor

ningunode los metales.
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El pH de los diferentesensayos(figuras 96 a 98) descendió,por debajodel valor

inicial, muy rápidamentey por estarazónno serealizaronensayosa pH controladocomo

en el casodel microorganismotermófilo moderado.En el ensayocon el concentradoCCuL

fue dondemásdisminuyóel pHpor efectode unamayoractividadbacterianaque en el resto

de los ensayos.También,comoconsecuenciade la adaptaciónde los microorganismosa los

diferentesminerales, sepudo apreciarque en los ensayossobreel concentradoCGRT, el

aumentode pH debidoal consumode ácidopor la gangadel mineral fue menor en cada

nuevo paserealizado.

Finalmente,se prepararonsendosmatracescon cadauno de los tres concentrados

mineralessin esterilizar y sin inóculo bacteriano.En ninguno de los casossepudo apreciar

lapresenciade bacterias.Posiblemente,unatemperaturatanelevadainicialmenteno permitió

el desarrollode los microorganismospresentesenel mineral,mientrasque,comoseha visto

anteriormente,un primerpasocon temperaturasde 500Cy unaposteriorelevacióna 68.5%

si que permitieronobtenermicroorganismostermófilos extremosa partir del mineral.
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4.6.6. Biolixiviación a diferentes temperaturas

Una vezcaracterizadoel comportamientolixiviante de los distintosmicroorganismos

aislados, se comparósu eficacia al actuarsobreun mismo concentradomineral y en las

condicionesóptimasde crecimientode cadauno. Seutilizó el concentradoCCu debidoaque

las tres especiesbacterianascrecíanbien sobreél.

Los resultadosde los ensayosestánrepresentadosen las gráficas99 a 101. Sepudo

comprobarque, con respectoa los tres cationesanalizados,fue el microorganismotermófilo

extremoel que logró los mejoresresultados.Los tres microorganismosmostraronunaclara

actividadbiolixiviante cuandose les comparócon los ensayosestérilesy sepudocomprobar

que a mayor temperatura,la eficaciade lixiviación aumentó.Esto confirmó la tendenciaque

se apuntacomo solución a los procesosde biolixiviación: el empleo de microorganismos

termófilos.
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Las diferenciasen la cantidadde metalesen disoluciónentre los distintos cultivos

bacterianosno pudierondeberseal númerode bacteriaspresentesencadaensayopuestoque

en todos los casosla densidadde poblaciónfue del ordende 5x105 cel/mí.

En los ensayosestériles,aunqueconpequeñasdiferencias,los de mayor temperatura

fueron tambiénlos que liberaron una mayorcantidadde metalesa la solucion.

Hay que destacar, como hecho especialmenteimportante, la especificidaddel

microorganismotermófilo moderadohacia los sulfuros de cobre, un aspectoque haceesta

bacteriaciertamenteatractivapara usoenprocesosde biolixiviación. Sin embargo,laventaja

de la especificidadtienesu contrapuntoen los tiemposespecialmentelargosque necesitapara

alcanzarsus máximosrendimientosy en la posibilidadde Contaminaciónde los cultivos con

otros microorganismosaportadospor el propio mineral. Desdeestos punto de vista, el

microorganismoTERT parecemás interesante,puesa un menor tiempo de procesadodel

mineral, une unos rendimientos más altos. Sin embargo,este microorganismo tiene la
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desventaja de necesitar una mayor temperatura para poder desarrollarse, lo que

económicamentepodría resultar un freno a su aplicación a nivel industrial. En todas las

consideracionesefectuadas, estos dos microorganismos resultan ventajosos frente a]

miobacillus sp.
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Conclusiones

1.-Seaislarontres microorganismosprocedentesde las minas de Aznalcollar y Río

Tinto: una bacteriamesófila (Thiobacillus sp.), otra termófila moderada(TMRT) y una

última termófila extrema(TERT).

2.- La caracterización morfológica y fisiológica y los estudios genéticos con

electroforesisde campopulsadode los tres microorganismosmuestróquela bacteriamesófila

Thiobacillus sp. correspondíaaunacepadeThiobacillusfrrrooxidans,mientrasque los otros

dosmicroorganismosaisladoseran especiesno descritas.

3.- Las diferentespruebasrealizadasindicaron que Thiobacii.lus sp. y TMRT eran

Bubacterias,mientrasque TERT pertenecíaal reino de las Arquebacterias.

4.- Las tres bacteriasaisladaseran quimiolitótrofas estrictas. El medio óptimo de

crecimiento para los tres microorganismosfue el 9K suplementadocon: F&’<, para

Tbiobacillussp.,azufreelemental,paraTMRT y mineralde sulfuroscomplejos,paraTERT.

5.- Las tres bacteriasaisladasteníanun pH óptimo de crecimientopordebajode 2,5,

por lo que hubo que clasificarlascomoacidóftlasextremas.

6.- Los microorganismospudieronpermaneceralmacenadosdurantelargos períodos

de tiempo a temperaturaambiente,sin perdersu viabilidad. Su conservaciónen frío les

produjola pérdidade sus capacidadesdecrecimientoy de biolixiviación.

<7.- Los microorganismosaisladosperdíanla capacidadlixiviante despuésdeperíodos

prolongadosde tiempo creciendoen mediossin mineral,por lo que fue precisomantenerlos

con mineral comoúnicafuente de energía.

8.- Los estudiosgenéticosrevelaronla presenciade un cromosomacircularen los tres

casosy la ausenciade plásmidosen los tres microorganismosaislados.

150



Conclusiones

9.- Sedesarrollóun métodode deteccióny cuantificaciónde microorganismosbasado

en la obtencióndeanticuemosespecíficoscontracélulasenterasdel microorganismoTMRT.

La especificidadde los anticuerpos,permitiráen un futuro el seguimientoy la cuantificación

deestemicroorganismoen estudiosecológicos.

10.— Se desarrolló un procedimiento para determinar la adhesión de las células al

mineral, y sepusode manifiestoque éstaeradependientedel tipo de microorganismoy no

del concentradomineral utilizado.

11.-. La adhesiónde las célulasal mineral fue dependientedel grado de ataquedel

mismo, así, las bacteriasse unían inicialmenteal mineral, siendosu númeromayorque el

decélulaslibres. Al finalizar el procesode lixiviación, despuésde un alto gradode ataque,

el númerode célulaslibres es claramentemásalto.

12.- Los tres microorganismosfueron capaces de utilizar sulfuros complejos

polimetálicoscomo fuentede energía,resistiendoaftasconcentracionesdecationesmetálicos

en el medio. Estos hechosles convienenen microorganismospotencialmenteútiles para su

utilizaciónen procesosdebiolixiviación.

13.- Tanto los ensayosde caracterizacióncomo los de biolixiviación pusieron de

manifiestola influenciapositivade la agitaciónen el crecimientode los cultivos bacterianos

de los tres microoganismos.

14.- La capacidadde biolixiviación de los tres microorganismosmejoraclaramente

el procesode lixiviación química.

15<- El microorganismoTERT fue el mas sensiblea los aumentosde densidadde

pulpa. Este hecho, debido a problemasde atrición, obligó, por otra parte,a realizar los

ensayos de biolixiviación con menor agitación que en el caso de los otros dos

microorganismos.
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16.- El microorganismoTMRT presentócierta especificidadpor los sulfurosde cobre

frentea otros sulfuros metálicospresentesen el mismo concentradomineral. El crecimiento

de estemicroorganismoen presenciade sulfuros complejoscon pequeñasproporcionesde

sulfurosde cobrefue prácticamentenulo. La recuperaciónde cobreen los ensayosrealizados

superóel 50% del cobrepresenteen el mineral y fue mayorque la del restode los metales.

17.— La capacidadde oxidar sulfuros,junto con la incapacidadde utilizar el Fe2~

como fuente de energía, unido a las altas tasasde adhesiónde las células al mineral,

indicaronque el microorganismoTMRT realizabael procesode lixiviación, básicamente,a

travésdel mecanismodirecto.

18.- Los otros dos microorganismosaislados, Thiobacillus sp. y TERT, no

demostraronningún tipo de especificidadpor los cationesanalizados.En amboscasos,las

tasasde extracciónfueron muy superioresa las de los ensayosestérilespara todos los

metalescontrolados.Los dosmicroorganismosoxidaronel Fe2~ a Fe34-, por lo queel proceso

de lixiviación serealizó tanto a travésdel mecanismodirecto como indirecto.

19.-La cinéticadel procesode biolixiviación fue másrápidaen los ensayosrealizados

con el microorganismoTERT que con las otrasbacteriasaisladas.La cinéticamás lenta se

obtuvo en los ensayoscon TMRT.

20.- En los ensayosde lixiviación paradeterminarla evolución de las poblaciones

bacterianaspurasen presenciade mineral sin esterilizar, se comprobóla persistenciadel

microorganismotermófiloextremoTERT, mientrasque lapresenciadel termófilo moderado

TMRT disminuyó progresivamentey las poblacionesautóctonasdel mineral llegaron a

dominar el medio. En el caso de TERT, las condicionesambientalesjunto con su propia

adaptaciónal mineral, hicieron difícil la colonizacióndel medio porotrasbacterias.

21.- La lixiviación de sulfuros complejos con cultivos mixtos naturalesfue más

ventajosaque la realizadaporespeciespurasde Thiobacillus sp. o de TMRT.
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22.- El estudiocomparativodel procesode biolixiviación de un mismo concentrado

de sulfuros complejos, llevado a cabo por los tres microorganismos,muestramayores

recuperacionesmetálicas,en todos los cationesanalizados,por partedel microorganismo

termófilo extremo.
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