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PROLOGO

Chile es el principal productor de cobre del mundo, con una produccién que alcanza actualmente cinco
millones de toneladas anuales, de las cuales el 10% se produce a través de lixiviacién bacteriana, consti-
tuyéndose en el bioproceso mas importante en el pais, aportando un 4% del PGB. Chile posee un 38,3%
de las reservas mundiales de este metal y el crecimiento sostenido de esta industria permite suponer
una creciente incorporacion de esta tecnologia en los procesos productivos de obtencién de cobre y en
la recuperacion de otros metales tales como el oro.

Dependiendo de la composicion del mineral sulfurado, la lixiviacion bacteriana es una alternativa ven-
tajosa a las tecnologias pirometallrgicas por demandar menores inversiones de capital y tener menores
costos de operacion. Por otra parte la no emisién de SO, la convierten en una tecnologia mas limpia,
cuestion no menor frente a la creciente preocupacion publica por los efectos ambientales de operaciones
industriales. Esta tecnologia permite ademas el beneficio de minerales marginales y la exploracion de
botaderos que en muchos casos constituyen hoy pasivos ambientales, y al ser una tecnologia de facil
aplicacion es atractiva para ser empleada en paises en vias de desarrollo.

La lixiviacion bacteriana es un excelente ejemplo de cémo la actividad biolégica controlada puede servir
al hombre en la explotacion de los recursos naturales sin el uso intensivo de energia. Desde la década del
50, en que se descubrio que los responsables de la acidificacién de aguas de minas eran microorganismos,
hasta hoy se ha avanzado mucho en el entendimiento de los mecanismos a través de los cuales se llevan a
cabo la solubilizacion de las especies metalicas, y en la aplicacion de estos principios en desarrollos tecno-
[6gicos. La mayor comprension de los fendémenos asociados y los resultados obtenidos en faenas mineras
han ido generando confianza en esta tecnologia, la cual comienza a ser aplicada en forma intensiva en
importantes faenas mineras en Chile tales como Quebrada Blanca y Cerro Colorado. Sin embargo queda
mucho por entender y por lo tanto mucho por desarrollar e innovar en esta area.

La presente obra, el tercero de la Serie Archivos de Ingenieria Bioquimica, recoge el saber de un des-



tacado numero de expertos en biomineria de Chile, Perq, Brasil, Argentina y Espafia. Editado por los
Profesores Fernando Acevedo Bonziy Juan Carlos Gentina Morales, de la Pontificia Universidad Catélica
de Valparaiso, coautores en la obra y destacados investigadores del area, el libro retine en 8 capitulos
conocimientos actualizados, desde los mecanismos de la biolixiviacion hasta un detallado recuento de la
exitosa aplicacién de esta tecnologia en la mineria del cobre en Chile. La aplicacion de esta tecnologia
en los procesos de extraccion de oro desde minerales refractarios y su potencialidad en la remediacion
de suelos contaminados por metales pesados es también parte sustantiva del texto.

La diversidad de perspectivas del trabajo investigativo de este selecto grupo de expertos en biomineria
hacen de esta obra un importante texto de estudio y consulta para estudiantes, investigadores e inge-
nieros.

German Aroca A., Ph.D.
Director
Escuela de Ingenieria Bioquimica



CAPITULO 1
MECANISMO DE LA
BIOLIXIVIACION

Antonio Ballester
Departamento de Ciencia de los
Materiales e Ingenieria MetalUrgica
Universidad Complutense

INTRODUCCION

Desde que la biolixiviacion comienza a tener una cierta importancia comercial, es decir, a mediados del
siglo pasado, el interés por conocer qué hay detras del proceso ha originado un gran nimero de tra-
bajos experimentales tanto a nivel quimico como microbioldgico e incluso fisico (por ejemplo, a través
del fenémeno de adherencia bacteriana a superficies solidas). Todo ello ha configurado un cuerpo de
conocimiento que después de mas de 50 afios, lejos de aclarar el panorama lo que ha hecho, en muchas
ocasiones y en relacién con muchos temas, ha sido complicarlo de manera fehaciente. Esto es espe-
cialmente cierto en el caso del mecanismo o mecanismos que hay detras de la biolixiviacién, también
conocida como lixiviacién bacteriana.

En este sentido, existen muchas y variadas definiciones de lo que es biolixiviacion. Una de ellas, amplia-
mente utilizada en el ambito de la Biohidrometalurgia, es la siguiente: lixiviacién de una determinada
materia prima bajo la accién directa o indirecta de microorganismos. Por tanto, en la propia definicion
ya se suelen contemplar las dos opciones de mecanismo que frecuentemente se manejan: el directo y
el indirecto. No obstante, la anterior definicién refleja una cierta indefinicion al hacer una distincién
entre ambas opciones dejando abierto el objetivo central del presente capitulo, es decir, la existencia de
un mecanismo directo de lixiviacién, de uno indirecto o de ambos simultdneamente. En lo que sigue se
tratara de hacer luz sobre esta problematica apoyandose en los trabajos considerados mas interesantes
de entre los publicados en los Gltimos afios.

En principio, se entiende como mecanismo directo aquel que esta mediado por la acciéon bacterianay en
donde las reacciones quimicas son catalizadas enzimaticamente; esta opcién, ademas, supone el contacto
fisico de los microorganismos con el mineral. Por otro lado, se entiende como mecanismo indirecto aquel
en el que toman parte reacciones quimicas, enzimaticas o no enzimaticas, no habiendo contacto fisico
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entre los microorganismos y el mineral, aunque aquellos juegan un papel central en la formacién de
reactivos quimicos que pueden tomar parte en el proceso [1].

Aunque las principales aplicaciones comerciales de la lixiviacion bacteriana se centran en el ataque de
los sulfuros minerales, se estan haciendo esfuerzos considerables por aplicar estas técnicas a otras me-
nas distintas como los minerales oxidados y silicatados. No obstante, el presente capitulo se centrara en
describir el mecanismo de ataque de las menas sulfuradas.

Para resumir la situacion, se puede decir que desde que la biolixiviacién se esta estudiando a nivel basico,
siempre ha existido, y todavia existe, una gran controversia en relaciéon con la importancia de uno u otro
mecanismo y con el papel jugado por los microorganismos en ambos casos; en definitiva, no existe una
teoria unanimemente aceptada. Ante esta situacion, lo que se desarrolla a continuacion es un estudio
critico para tratar de aclarar lo mucho o lo poco que se conoce hasta el momento.

Mecanismo directo

Y. Rodriguez hace una aproximacion bastante acertada al tema en la Introduccién de su Tesis Doctoral
[2] y en una publicacion al respecto junto con otros autores [3], las cuales se resumen a continuacion. El
primer intento de explicacion del mecanismo de biolixiviacion fue realizado por Silverman vy Ehrlich en
1964 al plantear dos posibles opciones: las mismas que se vienen manejando en este texto (Figura 1.1).

Segun el primero de los posibles mecanismos, la bacteria ataca al sulfuro metélico de forma directa,
mediante su adherencia a la superficie mineral y la posterior oxidacién enzimatica de éste por trans-
porte de electrones desde la parte reducida del mineral, generalmente un sulfuro, al oxigeno disuelto.
La reaccion general seria:

_ (1)
MS +20, —2 5 M?* +80,*

Mecanismo

NH 5 +CO, directo (D

H*+ 02

M** +50% +H20

Fe¥*s H,0

Mecanismo
indirecto

NH3 + CO »
o 5 ) O, +H*
ST + M+ Fe”

H20 + O2 SO24+H+
4

() (bacteria)

NH 5+ CO,

Figura 1.1. Mecanismos directo e indirecto de biolixiviacién; segun Rodriguez [2].



Para el caso de la pirita, la reaccion anterior quedaria asi:

3 7 bacteria ~ 2+ 2- + (2)
FeS§, + EOZ +H,0——=—=Fe™ +250,” +2H

La adherencia de bacterias al mineral es, por tanto, un requisito del mecanismo directo y la principal
evidencia presentada en defensa del mismo.

Esta teoria ha sido apoyada por distintos estudios experimentales que confirman la adhesion de las
bacterias biolixiviantes a la superficie de los minerales. Asi, hay un trabajo, ya clasico, de Berry y Murr
[5] en donde se discuten evidencias de que los Acidithiobacilli secretaban algunas sustancias que podian
ayudar al ataque, aunque su naturaleza era desconocida.

Bennet y Tributsch [6] observaron con el microscopio electrénico de barrido cristales de pirita expuestos
ala accion de Acidithiobacillus ferrooxidans detectando huellas de corrosidn en los cristales y sugiriendo
gue éstas eran causadas por las bacterias a través de un metabolito que podia actuar de tres formas
distintas: oxidacion del ién ferroso a férrico, solubilizacién del azufre de la superficie del mineral o por
ataque directo. Ademas, comprobaron que A. ferrooxidans tenia capacidad para discernir las regiones
mas favorables de la superficie del mineral para obtener su fuente de energia y seleccionar el lugar de
ataque en funcién de la mejor disponibilidad de nutrientes. No obstante, estos autores, lejos de utilizar
estos resultados a favor del mecanismo directo, los han utilizado mas tarde en apoyo del indirecto a través
de lo que se ha dado por llamar lixiviacion por contacto, la cual se discutira al final de este capitulo.

Hansford y Drossou [7] detectaron, también mediante microscopia electrénica, la formacién de orificios
en la superficie de una esfalerita disuelta en presencia de bacterias y concluyeron que se debian al ata-
que directo de las bacterias sobre la superficie del mineral. Tributsch [8] estudié por SEM la superficie
del sulfuro de plomo después de su ataque bacteriano apareciendo depresiones alli donde las bacterias
se habian situado. Este autor concluyé que la bacteria producia un portador quimico que promovia el
ataque en el punto de adherencia de los microorganismos.

Otros investigadores, como Natarajan [9], Rodriguez-Leiva y Tributsch [10], Bartels y col. [11], Mustin y
col. [12], y Vargas y col. [13], también llegaron a conclusiones parecidas.

Newman [14] ha escrito un interesante articulo sobre como respiran las bacterias utilizando minerales,
que aporta una nueva vision del problema aunque en este caso no relativa a los sulfuros minerales. Se
sabe desde el siglo XVII que las superficies solidas son un verdadero hogar para estos microorganismos.
En este sentido, uno de los ejemplos mas interesantes de interaccién de los microorganismos con las
rocas es el uso de distintos minerales para la respiracion. Coémo hacen esto las bacterias es un misterio,
en parte porque no hemos sido capaces de observar qué es lo que esta pasando a nivel molecular, ni
siquiera utilizando la microscopia electrénica de trasmision.

Respirar a partir de un mineral es algo que han hecho las bacterias desde hace miles de millones de
anos. Por respiracion se entiende el proceso de generar energia transfiriendo electrones de un dador
a un aceptor de los mismos. Por tanto, para que tenga lugar dicha respiracion, debe existir un aceptor
final de electrones, como por ejemplo el oxigeno; pero antes de existir este elemento en la atmoésfera,
los microorganismos tuvieron que respirar con aceptores alternativos. La ruta mas comun para ello es a
través de especies solubles como el mismo oxigeno, pero también como los iones nitrato o sulfato. No
obstante, esta ruta no es valida para un interesante grupo de microbios que usan sélidos —concretamente
oxidos de hierro tipo hematites y goethita- como aceptores finales de electrones, ya que estos minerales
son bastantes insolubles en las condiciones medioambientales mas usuales.
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Ante esta situacion, la bacteria puede adoptar otras estrategias para respirar a partir de estos minerales,
las cuales se pueden concretar en las siguientes:

1) Las bacterias pueden solubilizar los minerales produciendo moléculas quelantes. La adicion de quelatos
sintéticos al medio ha demostrado que estimula la transferencia electrénica del microorganismo al
mineral de hierro aungue hasta la fecha no se dispone de evidencias que certifiquen claramente este
hecho como mecanismo de respiracién de las bacterias.

2) Las bacterias pueden utilizar portadores solubles, tales como compuestos con quinona, para transferir
electrones de la célula al mineral; estos portadores pueden ser sustancias exégenas o pueden ser
producidos por las propias células.

3) Posiblemente, el mecanismo dominante es el que transfiere directamente electrones de la célula
al mineral habiéndose identificado, parece ser, varias biomoléculas que actian en este sentido. De
ellas, algunas se localizan en la membrana externa de la célula y probablemente pueden contactar
directamente con la superficie del mineral sélido. No obstante, la naturaleza de esta transferencia
electronica es un fendmeno bastante desconocido todavia.

Las primeras medidas cuantitativas en este sentido las han realizado Lower y col. [15] trabajando a escala
nanométrica, utilizando células de Shewanella oneidensis y dos minerales: una goethita (mineral de hierro)
y una diaspora (mineral de aluminio). Estos autores argumentan que el proceso ocurre a través de una
proteina de 150-kD situada en la membrana externa de la célula la cual interacciona con dicha goethita.
Este resultado es importante porque abre una nueva via hacia el conocimiento de la biolixiviaciéon de
minerales, que en el futuro podria, y deberia, ser aplicada al ataque bacteriano de los sulfuros, y que
finalmente podria apoyar el mecanismo directo que ahora se discute.

En cualquier caso, este mecanismo es objeto de continua controversia, que Crundwell [16] ha resumido
criticamente en uno de sus recientes articulos. Segun este autor, los pros y los contras, aunque mas de
lo segundo que de lo primero de este mecanismo se pueden concretar en los siguientes puntos:

1) Condicién para el mecanismo directo. Esta claro que la condicién suficiente para la existencia de este
mecanismo es que la lixiviacion del mineral se produzca por un oxidante biolégico y no por oxigeno
o iones férrico. La propuesta de existencia del mecanismo directo es que la velocidad de lixiviacion
aumenta por la presencia de las bacterias.

2) Adherencia de bacterias a la superficie del mineral. Esta es una condicion necesaria para la existencia
de este mecanismo. Sin embargo, no es una condicion suficiente en si misma debido a la existencia
de un mecanismo alternativo: el indirecto. Las bacterias libres en la disolucién pueden secretar un
oxidante al medio que lixivia al mineral en forma alternativa al propio mecanismo directo. Desde
este punto de vista, todos los estudios que reivindican la existencia de un mecanismo directo basado
Unicamente en la adherencia de las bacterias al sélido deberian ser puestos en duda.

3) Accion bacteriana sobre la superficie del mineral. Como ya se ha indicado anteriormente, una serie de
autores han observado picaduras, u otro tipo de deterioros, en la superficie del mineral y alli donde
las bacterias han estado adheridas. Sin embargo, autores como Hansford y Drossou [7] y Tributsch [8],
ya comentados, no han podido demostrar que estos deterioros hayan sido realmente producidos por
ataque directo y, ademas, segun Crundwell, no demostraron si la bacteria aumenté objetivamente la
velocidad de disolucién del mineral.

4) ldentificacion del agente bioldgico de lixiviacion. Una vez observadas depresiones en la superficie
de los minerales sulfurados, Tributsch y col. [10, 17] concluyen que las mismas fueron causadas por
la presencia de un reactivo quimico producido por la bacteria. Para apoyar sus resultados identifican
el agente de lixiviacion biologico. En el primer caso encuentran un fosfolipido en los exopolimeros



el cual lo identifican como un agente de lixiviacién, pues actia como un surfactante para el azufre,
es decir, como un activador de su superficie. Posteriormente, en otro trabajo identifican al reactivo
quimico como cisteina. Sin embargo, segun Crundwell no son capaces de relacionar estos reactivos
con la cinética de la biolixiviacién.

5) Argumentos basados en la estequiometria. Algunos autores razonan a favor del mecanismo directo
considerando el crecimiento de las bacterias sobre el mineral y comparandolo con su crecimiento
sobre hierro ferroso en disolucion. Asi, Konishi y col. [18] indican que las bacterias crecieron mejor
sobre el sustrato solido que sobre los iones hierro en agua, aunque Crundwell pone en duda este
razonamiento en funcién de los coeficientes estequiométricos utilizados en las medidas.

6) Comparacion de las cinéticas de lixiviacion con o sin bacterias. Una condicién necesaria y capital para
la existencia del mecanismo directo es que la accién de las bacterias debe aumentar la velocidad de
lixiviacién del mineral. En este sentido, hay varios autores que han estudiado la cinética de estos
sistemas en medios abidticos y bidticos y concluyen que la velocidad de lixiviacion en ambos casos es
similar; por tanto el mecanismo indirecto es el dominante.

De todas las anteriores evidencias parece desprenderse que hay serias dudas y, desde luego, una discusion
muy abierta sobre la posibilidad de que el mecanismo de la lixiviacion bacteriana sea directo.

Mecanismo indirecto

En contraste con el mecanismo directo, el indirecto considera basicamente la accion de los iones férricos
sobre el mineral sulfurado disolviéndolo. A través de esta reaccion quimica de lixiviacién, se producen
iones ferroso y azufre elemental. Finalmente, estas especies quimicas son oxidadas biolédgicamente a
hierro férrico e ion sulfato, respectivamente. Este mecanismo, en principio, no necesita de la adherencia
de las células al sulfuro mineral. Las ecuaciones que toman parte son las siguientes:

(3)
MS +2Fe* - M?*™ + S+ 2Fe*

En el caso de la pirita, la anterior reaccién seria:

_ 4
FeS, +14Fe™ +8H,0 — 15Fe™ +16H"* +250,’ @

Paralelamente, la accién bacteriana cataliza la oxidacion del ion ferroso y del azufre elemental segin
las dos reacciones siguientes:

(5)
2Fe* +%02 p O bacterias o g3t H,0

Sv + %02 + HZO bacterias 2H+ + S042— (6)
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Hasta hace relativamente poco tiempo no se avanzaba mucho mas en la explicacién y en la formulacién
de este mecanismo; sin embargo, en los Ultimos afios, distintos investigadores han profundizado en
esta linea de investigacidn para tratar de aclarar tanto aspectos oscuros en las distintas formulaciones
de dicho mecanismo como algunas situaciones anémalas que no eran facilmente explicables. En este
sentido, son especialmente interesantes los trabajos del grupo de W. Sand en la Universidad de Ham-
burgo (Alemania) [19].

Este grupo de investigadores se apoya en técnicas experimentales avanzadas para el analisis de los pro-
ductos de degradacién que se generan en el ataque de distintos sulfuros minerales y en el anélisis de
sustancias poliméricas extracelulares (SPE) que permiten la adherencia de las bacterias a los sélidos, asi
como la formacién de biopeliculas. Estos nuevos experimentos, junto con el conocimiento acumulado
durante afos en areas como la quimica, la mineralogia y la fisica del estado solido, les llevan a proponer
un modelo integral de biolixiviacion que se resume en los parrafos siguientes.

La hipdtesis de partida del modelo es que los iones férricos y/o los protones son los Unicos agentes
—quimicos— que disuelven al sulfuro. EI mecanismo es, por tanto, en sentido estricto, de naturaleza
indirecta. Las bacterias tienen las funciones de: 1) regenerar los iones férricos y/o los protones; y 2)
concentrarlos en la interfase mineral/agua o mineral/célula bacteriana para favorecer y aumentar la
degradacion del mineral. Consideran entonces que hay un factor determinante: la formacion de una
capa muy fina de exopolimeros, el glicocalix, con un espesor del orden de nanémetros, que rodea a
las células. En esta capa, se postula que tienen lugar los procesos quimicos que llevan a la degradacion
del sulfuro. La catalisis del proceso en presencia de bacterias, en comparacion con el proceso quimico
convencional, se explica por la alta concentracién de agentes de lixiviacién que se llega a alcanzar en la
interfase citada. Ademas, el modelo no contempla la aparicién de enzimas u otras sustancias bioldgicas
que hasta la fecha no han sido detectadas. Basandose en las sustancias intermedias ya detectadas, este
grupo de investigadores diferencian dos mecanismos indirectos: uno via tiosulfato y otro via polisulfuro,
los cuales se describiran a continuacién. Sin embargo, antes, se dara alguna informacion basica sobre la
estructura electrénica de los sulfuros para entender mejor las hipétesis de partida.

Estructura electrénica y solubilidad de los sulfuros metalicos

La mayoria de los sulfuros metalicos son semiconductores. Segun la teoria del orbital molecular y la del
enlace, los orbitales, de &tomos simples o de moléculas, forman bandas electrénicas con diferentes ni-
veles de energia. La banda con el mayor nivel energético es la banda de valencia. En el caso de la pirita,
molibdenita y volframita, las bandas de valencia se forman por combinacién de orbitales procedentes
de 4tomos metalicos; sin embargo, las bandas de valencia de otros sulfuros metalicos se generan a partir
de orbitales procedentes tanto del metal como del azufre del sulfuro. Consecuentemente, las bandas
de valencia de los tres sulfuros antes mencionados no contribuyen al enlace entre la parte de metal y
de azufre del sulfuro metalico. Este enlace, por tanto, sélo puede ser roto a través de varias etapas de
oxidacion con el ion férrico hexahidratado. En el caso de los otros sulfuros metalicos, ademas de hierro
(11, los protones también pueden eliminar electrones de la banda de valencia causando la rotura de
los enlaces entre el metal y el azufre del sulfuro. La consecuencia final es que estos sulfuros son mas o
menos solubles en acidos mientras que los tres nombrados en primer lugar no.

Mecanismo via tiosulfato

Como ya se ha indicado, pirita, molibdenita y volframita sélo son atacables a través de un agente oxidante,
como el hierro (Ill). A continuacion, se discute el mecanismo de ataque de la pirita segin Sand y col.

Las reacciones que describen la oxidacion de la pirita desde el punto de vista quimico o bioldgico, a través



del hierro férrico o del oxigeno, son esencialmente las antes formuladas con los nimeros (1) a (6). Hay
en la literatura muchas evidencias de que, a bajo pH, la velocidad de la oxidacién quimica de la pirita
esta controlada por los iones férricos y no por el oxigeno molecular. También a pH neutro, estos iones
Fe3* son los aceptores preferidos por los electrones, incluso por encima del propio oxigeno. En definitiva,
tanto por consideraciones de cinética quimica como de orbitales moleculares, se demuestra que los iones
férricos son los responsables a bajo y alto pH de la disolucidn de la pirita, con lo que la reaccion (2) no
describe adecuadamente la realidad.

La formacién de azufre elemental o de ion sulfato, se explica a través de las reacciones (3) y (4), respecti-
vamente, aunque son reacciones globales que no indican nada en relacién con el mecanismo, y especial-
mente sobre la formacion de los politionatos detectados en el ataque bidtico y abiotico de la pirita.

La lixiviacién de la pirita realizada en presencia de cultivos puros de distintas bacterias suministra resul-
tados interesantes. Por ejemplo, las bacterias con capacidad para oxidar el ion ferroso a férrico, como
A. ferrooxidans y Leptospirilum ferrooxidans, producen una disolucién bastante efectiva de la pirita.
Sin embargo, bacterias como el A. thiooxidans, que sélo son capaces de oxidar las especies reducidas del
azufre, no producen dicho ataque. Este hecho de que sélo las bacterias con capacidad para oxidar al ion
ferroso pueden disolver pirita confirma la importancia de los iones férricos como agentes lixiviantes de
este sulfuro y, por tanto, avalan la hipétesis del mecanismo de lixiviacion indirecta como el mas activo
en la biolixiviacion del FesS,.

Desde un punto de vista mineraldgico y cristalogréafico, en la red cristalina de la pirita, el azufre aparece
como un disulfuro (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Estructura cristalina del disulfuro pirita; segun Sand [19].

Segun distintas consideraciones basadas en los orbitales moleculares, los iones hexahidratados de Fe (Il1)
deben romper los enlaces entre el hierro y el disulfuro en la red cristalina de la pirita, transformandose
aquel en un ion tiosulfato. Como consecuencia, en la disolucién de la pirita se detectan los iones Fe (11)
hexahidratados y tiosulfato. Mientras que los primeros son oxidados por distintas bacterias al estado
trivalente del hierro, el tiosulfato es oxidado a sulfato, via tetrationato, acido disulfano-monosulfénico
y tritionato. Ademas, aparecen pequefias cantidades de azufre elemental y pentationato como subpro-
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ductos. A este mecanismo, debido a que el tiosulfato es la especie quimica intermedia mas importante,
se le ha denominado del tiosulfato y se encuentra resumido en la Figura 1.3.

Pirita
Tiosulfato
Acido Tsu”u’nco/v \
Tritionato Tetrationato

Acido disulfano
monosulfonico

T

Acido sulfurico

Acido sulfurico Azufre Pentationato

Figura 1.3. Esquema simplificado del mecanismo del tiosulfato en la oxidacién de la pirita;
segun Sand [19].

Aunque todas las reacciones anteriores se ha demostrado que pueden ocurrir en un medio abibtico,
no se descarta la posible influencia de reacciones enzimaticas producidas por las propias bacterias que
participan en estos sistemas de lixiviacion.

Mecanismo via polisulfuro

Ademas de los sulfuros del grupo de la pirita, que s6lo pueden ser atacados por un oxidante, la mayoria de
los otros sulfuros pueden ser atacados también por un acido. Entre estos sulfuros se encuentran algunos
de gran importancia comercial, como esfalerita (ZnS), calcopirita (CuFeS,) y galena (PbS), y otros menos
interesantes desde este punto de vista pero importantes como sulfuros en si mismos, como haverita
(MnS,), oropimente (As,S,) y rejalgar (As,S,).

Cuando se estudian y comparan los productos de oxidacion de estos sulfuros con los del grupo de la
pirita, se puede concluir que mientras que en este Ultimo caso el azufre forma hasta un 90% de sulfato,
con los seis sulfuros anteriores el azufre sulfuro se oxida en un 90% a azufre elemental. Esto es produ-
cido por un mecanismo en el que los sulfuros metalicos son degradados a través de polisulfuros como
intermediarios fundamentales en el sistema.

Debido a la solubilidad de estos compuestos en acido, se asume que la primera reaccién que ocurre es
la siguiente:

MS+2H* - M* +H,S @)



A diferencia de lo que sucede con la pirita, en estos sulfuros se rompe el enlace M-S antes de que el
azufre sulfuro sea oxidado. La cinética de esta reaccién depende del producto de solubilidad de cada
sulfuro metalico.

El mecanismo de oxidacién del sulfuro, una vez que se encuentra en disolucion, seria el siguiente, segun
Steudel [20]:

H,S+Fe" — H,S™ + Fe™ (8)

El radical cationico H,S™* puede formarse también directamente por un ataque sobre el sulfuro meta-
lico:

MS +Fe* +2H" =M™ + H,S™ + Fe™ (9)
Por descomposicion del citado radical catiénico, se forma uno nuevo:

H,S™ +H,0— H,0" + HS"

Dos de estos radicales pueden reaccionar para formar un ion disulfuro:

2HS — HS, +H*

El ion disulfuro puede ser oxidado entonces por el hierro férrico o por el radical HS":

HS,” +HS — HS, +HS (12)
El tetrasulfuro puede formarse por dimerizacion de dos HS™ o puede aparecer trisulfuro por reaccion de
los radicales HS," con HS". Ademas, se pueden formar otros polisulfuros con mas atomos de azufre.

En un medio acido, estos polisulfuros descomponen liberando anillos de azufre elemental (casi esen-
cialmente S):

HS97 —- HS™ + Sg (13)

Este mecanismo no necesariamente funciona sélo en presencia de iones férricos. También es posible la
transferencia electrénica a oxigeno molecular. La molécula de este gas es reducida a agua a través de
un radical superoxido y de un peroxido. Sin embargo, los iones férricos son mucho mas eficientes en
este sentido. Las reacciones (8) a (13) explican la formacion de azufre elemental como la especie quimica
mas importante en este mecanismo; sin embargo, también se detectan cantidades reducidas de sulfatos
y politionatos a partir de reacciones del tiosulfato. Este puede producirse a través de alguna reaccién
secundaria.

En resumen, tiosulfato y politionatos juegan un papel central en el mecanismo via tiosulfato y un papel
colateral en el mecanismo via polisulfuros. Este mecanismo, bastante complejo, se esquematiza en la
Figura 1.4.
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2 H M H H
MS [ H,S¥ 4 »HS* — » HS, ] Sg
Fe*t Fe?* Fe* Fe2*

Figura 1.4. Esquema simplificado del mecanismo del polisulfuro; segun Sand (19].

En cualquier caso, el producto final es esencialmente azufre elemental, el cual es oxidado biol6gicamente
a acido sulfurico. Este hecho podria explicar la capacidad de A. thiooxidans para lixiviar algunos sulfuros
metalicos como la esfalerita.

Resumen de mecanismos

De lo dicho, se pueden distinguir, apoyandose en los trabajos del grupo de W. Sand, dos mecanismos
indirectos distintos:

Mecanismo del tiosulfato: Aplicado a la pirita daria lugar a las siguientes reacciones quimicas:

FeS, +6Fe* +3H,0 — S,0,” +TFe™ +6H* (14)

S,0,” +8Fe* +5H,0 —280,” +8Fe* +10H* (15)
Mecanismo del polisulfuro: Las reacciones para sulfuros como calcopirita, esfalerita, galena, etc. se-
rian:

MS+Fe3++H+—>M2++%H2Sn+Fe2+ (n=2) (16)

1 3+ 1 2+ +
EHzSanFe —>8S8+Fe +H (17)

éSS %02 +H,0—S0,” +2H" (18)

Finalmente, el esquema que se presenta en la Figura 1.5 resume los aspectos mas importantes de ambas
vias del mecanismo indirecto.

Funcién del material polimérico extracelular

Se han hecho muchos estudios relativos al proceso de degradacién de los sulfuros metélicos a nivel
interfacial considerando el problema desde el punto de vista fisico o quimico. Sin embargo, el papel de
las sustancias poliméricas extracelulares (SPE) excretadas por los microorganismos no ha sido valorado
adecuadamente hasta hace muy poco tiempo. Nuevamente Sand y su grupo de colaboradores [19]
trabajan con estas sustancias y sefialan distintos aspectos que seria necesario recoger desde el punto de
vista del mecanismo de la biolixiviacién.

En este sentido, para el ataque de las bacterias sobre la superficie del sulfuro metalico, la presencia de
SPE en el drea de contacto entre la célulay la fuente de energia sulfurada parece ser un prerrequisito a
tener muy en cuenta. Hay evidencias suficientes para asignar un papel central a la formacién de peliculas
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Figura 1.5. Mecanismos indirectos en la biolixiviacion de sulfuros.
Af = A. ferrooxidans; Lf = L. ferrooxidans; At = A. thiooxidans; segin Sand [19].

organicas en la interaccion sustrato/bacteria. Por ejemplo, estas peliculas han sido detectadas cuando
células de A. ferrooxidans se han hecho crecer sobre pirita.

Para que se produzca la disolucion de la pirita, las células de las citadas bacterias se adhieren a la superficie
del mineral por medio de SPE, que en esencia son lipopolisacaridos, oxidando al mineral y produciendo
acido sulfurico e iones Fe (lll). La adherencia inicial, a pH acido, es mediada por iones Fe () complejados
por exopolimeros a través de una interaccion electrénica con la superficie cargada negativamente del
sustrato mineral. Las células desprovistas de SPE ni atacan ni oxidan a la pirita.

Las especies del hierro estan, presumiblemente, unidas y complejadas con subunidades de acido gluco-
rénico de la parte carbohidratada de dichos exopolimeros. Estos complejos dejan a las células con una
carga positiva neta lo que permite su fijacién y ataque sobre la superficie de la pirita que, como antes
se comentaba, esta cargada negativamente.

Por tanto, los iones Fe (lll) son de central importancia para la adherencia bacteriana. Ademads, estos iones
también participan en las etapas iniciales de la degradacion de los sulfuros metalicos. Para que comience
la biolixiviacién, se necesita una cierta cantidad de iones férricos en el medio. Se puede demostrar que
la velocidad de oxidacion de la pirita permanece a niveles casi despreciables hasta que la concentracion
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de hierro en el medio llega a ser, como minimo, de 0,2 g/L, bien sea por oxidacién quimica de los iones
ferrosos solubilizados o por adicién externa de hierro al sistema. Por tanto, si hay en el medio una con-
centracion suficiente de estos iones, la lixiviacién de la pirita en presencia de células de A. ferrooxidans
comienza sin la aparicion de una fase inicial de ataque (lag phase en el crecimiento bacteriano).

Consecuentemente, la pelicula de material exopolimérico conteniendo iones férricos complejados es
un espacio de reaccién en el cual tienen lugar los procesos de solubilizacién del mineral. Este espacio
puede ser interpretado como un compartimento en donde se tienen unas condiciones muy especiales,
hasta ahora desconocidas, a nivel de pH, potencial redox, concentracién idnica, etc. Se ha estimado que
la concentracidn de especies de hierro en esta pelicula puede llegar a ser de hasta 53 g/L, la cual s6lo
puede ser mantenida en disolucion a través de la formacion de distintas especies complejadas que eviten
la precipitaciéon de compuestos sélidos de este metal. Nuevamente, por tanto, el mecanismo indirecto de
biolixiviacion, es decir, el efecto catalitico de los iones de Fe (lll), puede explicar estos hechos.

Otra cuestion interesante a considerar, con una gran influencia en la cinética de todos estos procesos,
es la precipitacién de compuestos como las jarositas, que ademas de retirar hierro férrico del medio de
reaccion pueden impedir el contacto directo entre éste y el sélido. En este sentido, las SPE constituyen
lugares de nucleacién para la precipitacion de estos compuestos. Dichas sustancias se forman por la
interaccion del Fe3* y de los sulfatos y/o hidroxidos y, por tanto, son de naturaleza biogénica.

En resumen, los compuestos de las SPE con capacidad para enlazar con el hierro férrico de A. ferrooxidans
o de L. ferrooxidans son decisivos para la interaccion entre las células y el sustrato que se ataca. Los iones
férricos parecen unirse a subunidades de acido glucorénico que tiene una alta capacidad de complejacion
del hierro oxidado. Ademas, los 4&tomos de oxigeno de los grupos hidroxilo cercanos a azdcares neutros,
como la glucosa, también pueden cooperar a enlazar a cationes metélicos de la disolucién.

Tributsch [21] cree también trascendente el papel de las SPE en la biolixiviacion. Asi, defiende que en
algunos casos las bacterias no pueden contar con las especies quimicas tal como estan disponibles en el
ambiente natural en el que se desarrollan, sino que tienen bien que producir un portador energético
de naturaleza quimica para disponer de ellas o bien que incrementar artificialmente la concentracién
del aceptor final de electrones (Fe**) cercano a la superficie de la pirita. En ambos casos, la bacteria tiene
gue crear una zona de reaccion controlada artificialmente que se concreta en una capa de SPE entre la
membrana bacteriana y el sulfuro (Figura 1.6).

En el caso de A. ferrooxidans el portador del azufre, basado en la cisteina, es transportado para extraer
azufre piritico y formar un polisulfuro, el cual deja libre azufre elemental en forma coloidal como una
reserva temporal de energia. En el caso de L. ferrooxidans, el Fe* se acumula en la capa de SPE para
extraer electrones a un potencial lo suficientemente positivo como para que se forme, electroquimica-
mente, tiosulfato y sulfato.

La accidn corrosiva y localizada de la bacteria se puede demostrar segun Tributsch [6] muy facilmente.
Como ya se sefial6 en el apartado 2, en el caso de A. ferrooxidans, se pueden seleccionar determinadas
condiciones para favorecer una actividad muy localizada resultando picaduras de corrosion muy pro-
nunciadas y cadenas de las mismas sobre las que las bacterias se han multiplicado. Esto significa que
la bacteria mantiene un contacto intimo con la superficie del sulfuro, a través de las SPE, con el fin de
disolverlo.

Lo anterior podria interpretarse como una defensa del mecanismo directo de biolixiviacion discutido
con anterioridad. Sin embargo, la definicion de este mecanismo supone que la membrana bacteriana
interacciona directamente con el sulfuro utilizando mecanismos enzimaticos. Esta no es la situacion vista
a través del estudio que se esta refiriendo. Por otro lado, incluso en un mecanismo indirecto, puede ser
muy complicado distinguir peliculas de dimensiones moleculares entre la célula bacteriana y el propio
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a) Pirita
Superficie alterada
portiol (cisteina)

Acidithiobacillus
ferrooxidans

Azufre coloidal como
fuente temporal de energia

Material polimérico
extracelular

Corrosion electroquimica

Leptospirillum ferrooxidans

Material polimérico
extracelular conteniendo
hierro férrico

Fragmentos de pirita

Figura 1.6. Lixiviacion por contacto durante la cual la bacteria acondiciona activamente la interfase
con la pirita produciendo material polimérico extracelular como medio de reaccién:
a) A. ferrooxidans extrayendo azufre; y b) L. ferrooxidans despolarizando la pirita.
Segun Tributsch [21].

sulfuro. Por esta razon, Tributsch sugiere renombrar el mecanismo como de “lixiviacion por contacto”.
Esto describiria una situacion en la cual la bacteria se adhiere al sulfuro con el objeto de acondicionar
las inmediaciones de éste de tal forma que se facilite el proceso de disolucién, que de otra manera no
podria tener lugar.

Adicionalmente, convendria conocer como las bacterias se pueden adaptar a los distintos ambientes y
sistemas de lixiviacion. Algunos sulfuros simplemente se disuelven en una disolucion acida o pueden
disolverse extrayéndoles electrones a través del aceptor final hierro férrico. Esta es una situacion favo-
rable para la lixiviacion indirecta (Figura 1.7) durante la cual la bacteria no tiene que estar adherida a
la superficie del mineral.

Los sulfuros como la pirita no se pueden disolver facilmente de la citada manera y entonces es necesario
recurrir a la lixiviacion por contacto (Figura 1.7) bien para romper la estructura cristalina del sulfuro y/o
extraer azufre (A. ferrooxidans) o bien para disolverlo electroquimicamente con Fe** (L. ferrooxidans).

Como una Ultima opcién también seria posible la denominada lixiviacion cooperativa en la que se dan
las dos situaciones anteriores: actan las bacterias adheridas a la superficie del mineral y las que se en-
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Figura 1.7. Esquema visualizando los distintos tipos de lixiviacion de un sulfuro segun Tributsch [21].

se encuentran adheridos a la superficie mineral y, por tanto, liberan especies quimicas portadoras de
energia que alimentan a las bacterias que se encuentran suspendidas en el liquido de los alrededores.
Este comportamiento puede favorecer la supervivencia de las bacterias al estar produciendo un suministro
optimo de energia quimica a partir de una superficie limitada de sulfuros.

Recientemente, Rodriguez y col. han publicado distintos resultados relativos a la importancia de la ad-
herencia bacteriana sobre la superficie de sulfuros, como la pirita, calcopirita y esfalerita [22] ademas de
algunas ideas sobre el mecanismo de biolixiviaciéon, meséfila y terméfila, de estos mismos sulfuros que
confirman las ideas antes expuestas de Sand y col. y de Tributsch y col. [23-25].

Asi, durante la biolixiviacion de estos sulfuros se detectan tres etapas. Una inicial con una alta adherencia
de las bacterias a la fase piritica de cada mineral. Esta etapa es necesaria para alcanzar altas velocidades
de disolucién debido a la liberacion de iones ferrosos por lixiviacion por contacto. Una segunda etapa
en la que el nimero de células libres en el medio liquido aumenta sensiblemente debido tanto a la
saturacion de la superficie del mineral en cuanto a células adheridas como a la presencia de Fe (Il) en
disolucion. Esto favorece el incremento de células hierro-oxidantes generando una mayor concentracién
de Fe (lll) y, por tanto, un mejor ataque del mineral. Y, finalmente, hay una tercera etapa en la cual se
alcanza un equilibrio entre las células adheridas y las libres dando lugar a un mecanismo de lixiviacién
cooperativa.

Las células adheridas atacan la fase piritica de cada uno de los minerales generando Fe?. Este es oxidado
por las células libres en la disolucion regenerando el agente oxidante Fe* para la biolixiviacién indirecta
del mineral. Los resultados muestran que hay una relacién entre la adherencia y la velocidad de ataque
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del mineral, y las altas velocidades de lixiviacion fueron debidas, probablemente, a una importante ad-
herencia inicial de las bacterias al sélido. Por tanto, la adherencia bacteriana a la superficie de la pirita
es de gran importancia en la biolixiviacién de cualquiera de los minerales estudiados debido a varios
efectos positivos tales como la liberacién de Fe* por lixiviacion por contacto y a la oxidacion de este
mismo hierro ferroso y de azufre, los cuales se pueden acumular sobre la superficie del mineral sélido.
Es decir, se puede indicar como conclusion final que la biolixiviacion de estos sulfuros fue un esfuerzo
cooperativo entre la lixiviacion por contacto y la lixiviacion indirecta a partir de las bacterias libres en
la solucion.
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