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RESUMEN

La finalidad de este trabajo de investigacion fue biolixiviar cobre de los circuitos
electronicos de celulares en desuso, empleando diferentes concentraciones de
Acidithiobacillus ferrooxidans a diferentes temperaturas. Se utilizé el medio 9K
para su aislamiento, crecimiento y adaptacion de la bacteria, en los ensayos de
biolixiviacion, se empleé 10 g/L de circuitos en el medio 9k donde fueron
inoculadas diferentes concentraciones de las cepas. Se realiz6 la cinética de
crecimiento Acidithiobacillus ferrooxidans, mediante la biomasa obtenida a las
168 horas y la biomasa simulada en el wolfram mathematica empleando el
modelo logistico. La Biolixiviacién de cobre se realiz6é por 168 horas, extrayendo
10mL de muestra cada 24 horas, estas muestras fueron analizadas por
espectrofotometria de absorcion atémica, obteniendo una reduccién en los
niveles de cobre (ppm); Se aplico el modelo de Luedeking-Piret modificado, con
la finalidad de comparar los datos experimentales obtenidos de la reduccién de
cobre con los datos simulados obtenidos del wolfram mathematica con el modelo
mencionado. En los resultados obtenidos, se logré una reduccion méaxima de
27.2727887% de cobre a 35°C a una concentracién de 10* UFC/mL, con un
ajuste al modelo de R2=0.995075 para la reduccion de cobre en circuitos
electronicos de celulares. En conclusion se logré determinar la cinética del

microorganismo y una adecuada reduccion de cobre empleando la biolixiviacion.

Palabras claves: Biolixiviar, Acidithiobacillus ferrooxidans, Medio 9Kk,

Aislamiento.
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ABSTRACT

The purpose of this research was to bioleach copper from the electronic circuits
of disused cell phones, using different concentrations of Acidithiobacillus
ferrooxidans at different temperatures. 9K medium was used for its isolation,
growth, and adaptation. In bioleaching assays, 10 g/L of circuits were used in the
9K medium where different concentrations of the strains were inoculated. The
growth kinetics of Acidithiobacillus ferrooxidans was performed using the
biomass obtained at 168 hours and the biomass simulated in Wolfram
Mathematica using the logistic model. Copper bioleaching was carried out for 168
hours, extracting 10 mL of sample every 24 hours. These samples were analyzed
by atomic absorption spectrophotometry, obtaining a reduction in copper levels
(ppm); the modified Luedeking-Piret model was applied in order to compare the
experimental data obtained from copper reduction with the simulated data
obtained from Wolfram Mathematica with the aforementioned model. In the
results obtained, a maximum reduction of 27.2727887% of copper was achieved
at 35 ° C at a concentration of 10* CFU / mL, with a fit to the model of R2 =
0.995075 for the reduction of copper in electronic circuits of cell phones. In
conclusion, it was possible to determine the kinetics of the microorganism and an

adequate reduction of copper using bioleaching.

Keywords: Bioleaching, Acidithiobacillus ferrooxidans, 9k Medium, Isolatio
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I. INTRODUCCION

Los residuos electronicos, son altamente dafiinos para el medio ambiente, ya
que, afio tras afio van en aumento su produccion y cuando dejan de funcionar
se convierten en una dificultad, causando amontonamiento en los diferentes
basureros del mundo, estos son recolectados por diferentes personas o
entidades.

La recoleccion de estos materiales son muy perjudiciales para la salud de quien
0 quienes lo recolectan debido a los elementos que contiene los residuos
electronicos y a las técnicas antiguas que emplean y a la vez producen mas

contaminacion al medio ambiente (Greenpeace, 2011).

Por medio de la lixiviacion de los metales, ha surgido un nuevo campo en la
industria metalurgia, la cual es conocida como biolixiviacion esta viene en
desarrollo. En esta creciente tecnologia se aplican bacterias acidofilas, estas
actuan como catalizadores en las reacciones de disolucion, con la finalidad de
extraer los metales a partir de los relaves mineros.

Los dafios ambientales y econdmicos que conllevan estos procesos quimicos
para la lixiviacion de cobre de los minerales sulfurados, impulsan nuevos
métodos para la lixiviacion de cobre. Hace medio siglo, se verifico la presencia
de las bacterias acidofilas en las elevadas concentraciones férricas analizadas
en las aguas de minas que contienen sulfuro y carbdn, asi como en las diferentes
explotaciones provocadas por la hidrometalurgia. Lo cual manifestd un hecho
indiscutible que las bacterias aciddfilas estan presenten en la extraccion de
diferentes metales y minerales sulfurados, estos establecen el inicio de una
nueva tecnologia, esta es llamada “biomineria”, donde se emplean bacterias

acidofilas con el fin de favorecer a la mineria (Bernadeli et al., 2017).

A nivel comercial, la recuperacion de cobre es empleada mediante la
biolixiviacion. Generalmente, este método se emplea en pilas, estas son regadas
con &cidos diluidos. Estos metales son mayormente minerales (o concentrados)
con forma de trapecio, de cientos de m? de base y de 6 a 20 metros de altura,

gue se colocan encima de capas plasticas de gran densidad. En las pilas, las
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particulas se encuentran solamente trituradas (en milimetros) y esporadicamente
adicionadas por una previa humidificacion con diluciones acidas. Los lixiviados
son recolectados del sedimento y derivados con el fin de recuperar el cobre,
generalmente se emplea electrolisis previamente separado el hierro por medio
de la extraccion de solventes (Johnson, 2014).

Con la biomineria se aportan grandes soluciones a los relaves mineros, esta
técnica influye ventajas ambientales y econémicas con respecto a los métodos
quimicos. Es una rama de la biorremediacion de los metales pesados, su
fundamento se basa en tratar los metales pesados empleando actividad
microbiana (Malik, 2024).

1.1. Descripcién del Problema

El uso creciente de dispositivos electronicos en nuestra vida diaria ha llevado a
una acumulacion masiva de residuos electronicos. Estos desechos no solo
ocupan espacio, sino que también contienen metales valiosos como el cobre,
que podriamos recuperar y reutilizar. Sin embargo, las técnicas tradicionales
para recuperar estos metales son peligrosas y dafinas para nuestro medio
ambiente (Misari et al., 2016).

En la actualidad existen plantas mineras, que presentan muchos problemas en
la recuperacion del cobre, presentando perdidas del metal precioso en el relave
y bajas recuperaciones en los procesos de flotacion, afectando de esta manera
a la produccion de las empresas. Este problema es presentado en su mayoria
en los yacimientos mesotermales. Se han presentado opciones de pre
tratamientos para la oxidacién de este tipo de mineral, como son la tostacion y la
oxidacion a presion, pero estos tratamientos no tuvieron mucho éxito,
presentando un mayor costo de operacion, lo cual no se tomaron en cuenta.
Ante esta situacion la aplicacion de un pre tratamiento a la biolixiviacién de cobre
empleando Acidithiobacillus ferrooxidans procedente de drenaje acidos de mina,
la cual tienen la propiedad de oxidar al mineral refractario usando como fuente
energética el Fe y nos permite aumentar la recuperacion cobre en los circuitos

electrénicos de celulares en desuso.
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1.2. Formulaciéon del Problema

¢,Cual es el efecto de la temperatura y la concentracion de Acidithiobacillus

ferrooxidans en la biolixiviacion del cobre presente en circuitos electronicos de

celulares desechados?

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Acidithiobacillus
ferrooxidans (103, 104, 10° UFC/mL) y temperaturas (ambiente, 30°C y
35°C) en la biolixiviacion del cobre presente en circuitos electronicos de
celulares desechados, con el propdsito de determinar las condiciones

Optimas que maximicen la eficiencia del proceso.

1.3.2. Objetivos Especificos

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de Acidithiobacillus
ferrooxidans (102, 104, 10° UFC/mL) y temperaturas (ambiente, 30 °C, 35
°C) en la cinética de biolixiviacion del cobre presente en los circuitos
electronicos.

Determinar los parametros cinéticos (4, Yx/s, Yp/s, Qx, Qp) asociados al
proceso de biolixiviacion bajo las condiciones experimentales de
concentracion bacteriana y temperatura.

Analizar estadisticamente el efecto de las combinaciones de temperatura
y concentracion bacteriana en la biolixiviacion del cobre mediante técnicas
de comparacion entre tratamientos.

Establecer un modelo matematico que describa el proceso de
biolixiviacion en funcion de las variables experimentales y permita
identificar la combinacion 6ptima de concentracion y temperatura.
Determinar el porcentaje de reduccion del cobre presente en circuitos
electronicos de celulares mediante  biolixiviacion  utilizando
Acidithiobacillus ferrooxidans bajo diferentes condiciones experimentales

de temperatura y concentracion bacteriana.
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e Cuantificar la cantidad de cobre extraido mediante biolixiviacion,
empleando el método de espectrofotometria de absorcion atémica para

validar la eficiencia del proceso.

1.4. Formulacion de Hipoétesis

La biolixiviacion del cobre presente en circuitos electronicos de celulares es mas
eficiente a una temperatura de 35 °C y una concentraciéon de 104 UFC/mL de
Acidithiobacillus ferrooxidans, condiciones bajo las cuales se logra la mayor

reduccion de cobre

1.5. Justificacion e importancia

En nuestra regién el efecto de la contaminacion causada por los circuitos de
celulares es un problema, ya que estos posen algunos metales y quimicos
toéxicos que contaminan al medio ambiente esto perjudicando en la salud,
especialmente en las personas que recolectan chatarra de la basura sin la debida
proteccién; ademas gran parte de los componentes tienen valiosos metales que
pueden ser recuperados en vez de ser arrojados en los basurales o vertederos
sanitarios. La industria minera con la aplicaciéon de las técnicas quimicas
convencionales tiene como desventaja el efecto de contaminacién, es por esto
que surge la necesidad del uso de técnicas amigables con el ambiente ademas
de ser mas econdémicas, por eso la biolixiviacion de cobre es una opcion mas

beneficiosa y de bajo costo.

II. MARCO TEORICO

2.1. Residuos Electrénicos y su impacto ambiental
Actualmente los celulares en los paises desarrollados han alcanzado su
maximo nivel de saturacién en el mercado. A nivel global se cree que hay
alrededor de 5000 millones de afiliados a las areas de operadores maoviles con
un incremento de aproximadamente 1000 millones de mdviles anualmente.
Esta novedad continua en un notable incremento los paises subdesarrollados
con un incremento de un 20% anual y sin sefales que disminuira. Se sobre
entiende que los teléfonos moviles integran diversas sustancias quimicas

toxicas y metales pesados, estos perjudicando al medio ambiente y su

18



entorno, sin embargo, estos residuos poseen materiales que pueden ser
recuperados ya que son muy valiosos, en vez de ser arrojados y por ende
contaminar el medio ambiente. Las baterias recargables son uno de los tantos
compuestos con un mayor indice de porcentaje en la contaminacion
(Greenpeace, 2011).

Es de suma necesidad instaurar un método de sistema de gestion para estos
contaminantes mediante un protocolo de responsabilidad del fabricante, que
ayude con mejores propuestas medio ambientales en la vida (til de estos
productos, ademas extendiendo la responsabilidad del fabricante desde el
momento de producir hasta el tratamiento una vez que finaliza la vida util de
sus respectivos productos (recuperacion, reciclaje y disposicion final)

(Greenpeace, 2011).

2.2. Biolixiviacion y su importancia como alternativa sostenible

La biolixiviacion tiene como fundamento la extraccion de metales en los
minerales por medio de microorganismos como las bacterias acidéfilas. Este
método es econdémicamente mas rentable y a su vez mas sustentable con el
medio ambiente a diferencia de la lixiviaciébn quimica ya que esta ultima al usar
compuestos quimicos, elevadas temperaturas y presiones muy altas para
poder disolver quimicamente un determinado metal de interés en base al
mineral usando un adecuado disolvente sobre un mineral (Herrero R. , 2015).
La biolixiviacion es una técnica aplicada en la biohidrometalurgia que
comprenden diferentes técnicas para poder conseguir niquel, zinc y plomo,
por medio de la actividad directa o indirecta de las bacterias acidofilas, estas
utilizan como combustible los minerales, para poder realizar sus procesos
metabdlicos mediante la captacidn de electrones. Estas no requieren de algun
tipo de energia externa en sus procesos para poder liberar calor y metales.
En la biolixiviacion puede englobar un gran nimero de microrganismos
oxidantes de hierro y azufre, como las bacterias de genero Acidithiobacillus,
Leptospirillum y Sulfobacillus (Herrero R. , 2015).

Estas bacterias son acidoéfilas ya que resisten y crecen en medios acidos con
un pH de 1.5 a 3.5 ademas también se consideran mesofilas porque crecen

a un rango de temperatura de 5°C a 45°C.
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Figura 1: Proceso de biolixiviacion de cobre

Fuente: Triplenlace, (2015)

Generalmente encontramos dos mecanismos quimicos:

A) Mecanismo directo:
Las bacterias en presencia de iones sulfuro S , oxidan el sulfuro a i6n

sulfato:
S?% + 202 — S04%

La oxidacion de Fe?* a Fe3*, es otra reaccion de la bacteria en su sistema
enzimatico.
Por ende, en un mineral que es un sulfuro metalico:
MS — M?* + S%

Elion de sulfuro es captado mediante el sistema enzimatico de la bacteria,
este oxidando al ion de sulfato, quedando libre el ion metalico y diluido en
los liquidos lixiviados, que seguidamente son recogidos para ser
procesados y asi poder obtener el metal M (Webster, 2016).

B) Mecanismo indirecto:
No hay reacciones enzimaticas ya que en este caso la solubilizacién

biolégica es dada por las interacciones quimicas de los minerales con
productos intermedios del metabolismo bacteriano (Webster, 2016).
De manera genérica, para un sulfuro metalico MS, tenemos:

MS + 2 Fez2 (S04%)3 — MSQO4 + 2 Fe SO4 + S°
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Figura 2: Mecanismos quimicos en la Biolixiviacion

Fuente: Quimica Viva, (2014)

2.3. Acidithiobacillus ferrooxidans: Fisiologia, metabolismo y aplicaciones

2.3.1. Acidithiobacillus ferrooxidans

2.3.1.1. Fisiologia

Es la especie mas estudiada y es un integrante sumamente importante en
los consorcios de microorganismos usados para la recuperacion industrial
del cobre (biolixiviacion o biominificacién). Es un quimiolitoautréfico, y-
proteobacterium que utiliza energia de la oxidacibn de minerales que
contienen hierro y azufre para el crecimiento. Los investigadores Temple
y Colmer expusieron que A. ferrooxidans tiene como caracteristica ser
bacilos Gram negativos, correspondiente al grupo filogenético gamma
(Colmer & Temple, 1950). Esta bacteria crece en un medio &cido y tiene
la capacidad quimiosintética de oxidar el hierro a ion férrico y el azufre a
acido sulfarico. El oxigeno generalmente es el aceptor de la mayoria
electrones, ademas A. ferrooxidans se destaca por ser una bacteria
aerdbica. Prospera a un pH extremadamente bajo (pH 1-2) y fija tanto el
carbono como el nitrégeno de la atmdsfera. Solubiliza el cobre y otros
metales de las rocas y desempefia un papel de suma importancia en el
ciclo biogeoquimico de los nutrientes y los metales en ambientes 4cidos.
La falta de un sistema bien desarrollado para la manipulacion genética ha
impedido una exploracion completa de su fisiologia. Ademas, la confusion

ha sido causada por modelos metabdlicos previos construidos en base al
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examen de multiples cepas del microorganismo, y en ocasiones distantes
(Valdés et al., 2008).

Las variables que afectan en la respuesta de las bacterias encargadas de
biolixiviar son: pH (1.5), oxigeno y dioxido de carbono, fuente de energia,
nutrientes, temperatura (25 - 35°C), luz, potencial redox (Eh), presencia
de inhibidores y tamafio de particulas; aunque estas variables son
afectadas dependiendo el tipo de bacteria que se emplee. La accion
metabdlica de A. ferrooxidans ocasiona acidificacién en el medio que se
emplea, ademas el tiempo generacional es de aproximadamente 52 horas
y crece en medios solidos como FeSo y FeO. En el medio FeO las
colonias tienen como caracteristica ser pequefas o grandes presentando
un color bronce, su forma es variable, estas pueden tener bordes enteros
o irregulares: anillos concéntricos o estrellados. A diferencia del medio
FeSo, en este las colonias varian menos ya que son muy pequefias (0.5 -
1.0mm) ademas presentan un color naranja/marrén (Valdés et al., 2008).

2.3.1.2. Metabolismo Bacteriano

Las bacterias quimiolitétrofas son organismos autétrofos que consiguen su
energia mediante la oxidacion de los compuestos inorganicos, ademas usan
como fuente de carbono el CO2 por medio del ciclo de Calvin. La bacteria
Acidithiobacillus ferrooxidans son un ejemplo de oxidacion de hierro ya que
estas utilizan el hierro ferroso como donador de electrones a un pH de 2.0 por
lo que a esta acidez es mas estable el hierro y no se oxida espontaneamente
como aceptor final de electrones. La oxidacion inicia en el periplasma celular
en donde la proteina rusticianina oxida al hierro ferroso a hierro férrico. Para
fijar el COz2 es necesario el NADH el cual se consigue por medio de la reaccion
de transporte inverso de electrones, aunque el gasto energético es muy alto.
Sin embargo, se obtiene poco material celular y energia por lo que se tiene
gue oxidar amplias cantidades de hierro para obtener una mayor biomasa.
Para oxidar los compuestos de azufre reducido, los dadores de electrones
son: azufre elemental, tiosulfato o sulfuro de hidrogeno. La oxidacion se da en
fases, obteniendo como producto final el sulfato (S402), generando H* pero
reduciendo el pH, asi como el Acidithiobacillus thiooxidans (Roman Leon,
2017).
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2.3.1.3. Aplicacion en la Industria
Se conoce que hay bacterias que de forma natural lixivian y oxidan los
minerales sulfurados. Cuando se usan estas bacterias en la industria
metallrgica, la biolixiviacion se hace presente como medida de
biorremediacion. Esta tecnologia es parte de la biomineria, que consta de un
conjunto de reacciones bioldgicas y quimicas para asi disolver y hacer mas
solubles a los minerales que tienen mayor valor empleando bacterias que
oxidan minerales sulfurados como fuente de energia. La biolixiviacién ha sido
usada como un método favorable, dando solucién a los grandes problemas
que ha dejado por afios los relaves mineros y sus meétodos quimicos
tradicionales que vienen contaminando continuamente no solo a los lagos y
rios sino también al agua y la tierra. La pequefia inversibn econémica y
energética es una de los grandes beneficios que tiene esta tecnologia ya que
las bacterias tienen la capacidad de sintetizar su material celular empleando
el CO2 sin embargo el amplio tiempo que esta implica en su proceso es una
desventaja. La biolixiviacion en el Peru se viene realizando aproximadamente

desde la década de los 90s (Roman Leon, 2017).

2.4. Modelos Matematicos aplicados en Biolixiviacion

(Beikzadeh, 2017), En su articulo titulado “Kinetic modeling of copper
bioleaching from low-grade ore from the shahrbabak copper complex”, logré
identificar varios pardmetros que afectan sustancialmente de la biolixiviacion
del cobre; los cuales, el peso especifico de la pulpa y de los medios de cultivos
fueron seleccionados para su investigacion. Las condiciones optimas para la
recuperacion de cobre fueron un peso especifico de pulpa de 5 g / ml, un
medio de sales minerales surtidas de Acidithiobacillus thiooxidans (70% en
volumen) y Acidithiobacillus ferrooxidans (30% en volumen) y 10% en
volumen de in6culo. En estas condiciones, determiné que la produccion
maxima de biolixiviacion del medio para la recuperacion de cobre era
aproximadamente del 99%. El efecto el peso especifico de la pulpa en la
cinética del proceso de biolixiviacién analizé6 mediante el método de Da Silva
y el andlisis de regresiéon multilineal restringida. La cinética de la disolucion del
cobre siguio el modelo de ndcleo que se reduce, y controlo el proceso por
difusion a una densidad de pulpa de 5g/ mL.
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(De La Torre et al., 2015), en su articulo titulado “Los teléfonos celulares una
nueva mina de metales preciosos, factible de valorizar mediante tostacion y
lixiviacion con cianuro”, con el proposito de extraer plata, oro, rodio y paladio
de los circuitos electronicos de celulares en desuso. Utilizd métodos de
cianuracion para recuperar plata, paladio y oro, y lixiviar con acido nitrico,
cloruro de sodio, hidréxido de potasio y acido sulfarico para disgregar rodio y
paladio. Logro determinar los distintos metales de los circuitos electrénicos,
realizo pruebas de cianuracion con tratamientos anticipados de la muestra de
disminucién de tamafo, lixiviacidbn con acido nitrico y amoniaco. Logro extraer
un 42% de paladio, 82% de plata y un 95% de oro, cuando los circuitos
electronicos fueron expuestos a altas temperaturas hasta 850°C a 0.72 atm,
lixiviada empleando amoniaco al 16,7% v/v, pulverizada hasta 136 um y fue
cianurada con 4 g/L a un pH de 10,5 por dia. Empleo tratamientos de
cianuracion con reciclo de la solucion anteriormente tratada usando carbén
activado. El porcentaje de disolucidén de los metales disminuyo por medio de
la recirculacion. Realizo tratamientos de lixiviacion empleando ensayos
previos de la muestra tostada a 850°C y 0,72 atm. La recuperacién de metales
empleando &cido nitrico, para el tratamiento de los circuitos electrénicos
tostados con un tamafio de particula de 136um y a una concentracion de acido
trioxonitrico de 50 g/L en un periodo de 6 horas examiné una lixiviacion del
75% de paladio.

(Galeana, 2011), En su trabajo titulado "Reciclaje y afinacién del oro a partir
de chatarra electronica”. El progreso de la tecnologia se presenta con un
incremento altamente elevado de los residuos electronicos, por ende, los
paises desarrollados y subdesarrollados se afrontan con serios contratiempos
ambientales debido al exceso de desperdicios electrénicos por lo cual se
aumentado altamente el uso del "reciclaje" para casi todos los componentes
hallados en los desechos mencionados, demostré un mejor método a lo que
se emplea con regularidad en el uso de mercurio o cianuro, dado que
representan desperdicios altamente contaminantes para los seres vivos y el
medio ambiente, logré recuperar metales preciosos que estaban en los
residuos electronicos, especialmente en el oro puesto que la existencia de ese

metal en los residuos electrénicos es superior a la numerosa cantidad en un
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mineral que va de gramos de oro por tonelada de mineral, por lo tanto, cada

vez son mas rentables las fuentes secundarias de los metales.

(Liang et al., 2015), en su articulo titulado "Enhanced bioleaching efficiency of
copper from waste printed circuit boards (PCBs) by dissolved oxygen-shifted
strategy in Acidithiobacillus ferrooxidans". Investigé los efectos de los niveles
de oxigeno disuelto (OD) en el medio de cultivo sobre el crecimiento celular y
la extraccion de cobre de placas de circuitos impresos de desecho (PCB) en
Acidithiobacillus ferrooxidans. Todo el periodo de cultivo se dividi6 en dos
etapas de crecimiento celular y extraccion de cobre. En la primera etapa,
adoptd un nivel de OD relativamente mas bajo para satisfacer el crecimiento
bacteriano y evitar el exceso de Fe 2+ oxidacion. En la segunda etapa, utilizé
una DO mas alta para promover la extraccion de cobre. Logré controlar el OD
al 10% durante las 64 h iniciales y cambiar al 20% después y con la adicion
de PCB de 18 g/l alas 64 h, la recuperacion final de cobre alcanzé el 94.1%,
aumento6 en 37.6 y 48.3% en comparacion con el OD constante de 10 y 20%
operacion Mas importante aun, los periodos de lixiviacibn de cobre se
redujeron de 108 a 60 h.

(Kim et al., 2018), En su trabajo titulado “Metal Recovery from the Mobile
Phone Waste by Chemical and Biological Treatments". Determindé una
recuperacion gradual de metales en desechos de teléfonos méviles mediante
tratamiento quimico a través de oscilacion de pH y el método biolégico
mediante biomineralizacién. En el tratamiento quimico, la fracciébn metalica
unida a la placa de circuito impreso (PCB) y las partes de la camara se
separaron de los desechos del teléfono movil y luego se pulverizaron en
particulas con un tamafio inferior a 2 mm. La fraccién de metal se disolvio en
agua regia y el pH de la solucién se incrementd a 10,5 mediante la adicién de
NH4OH. EIl primer precipitado fue 6xido de hierro, producido al elevar el pH a
3.1 ~ 4.2 con NH4OH. Secuencialmente, el cloruro de cobre y el complejo de
metales de tierras raras se produjeron a pH 5.7 - 7.7 y 83 - 10.5,
respectivamente. En el método bioldgico, el filtrado a pH 7,7 se afiadio a un
medio de crecimiento de bacterias reductoras de metales (Acidithiobacillus

ferrooxidans, Chromobacterium violaceum, entre otras) como un precursor.
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Después de dos semanas de incubacion, se precipitaron rodocrosita y calcita
como minerales de tamafio nanométrico. Los resultados indicaron que la
recuperacion efectiva de metal de los desechos de los teléfonos moviles es
factible utilizando tratamientos quimicos y biologicos, y los metales
recuperados y los metales de tierras raras se pueden reciclar en materias

primas para varias industrias.

(Kumar et al., 2018), en su articulo titulado “Enhancement of gold and silver
recovery from discarded computer printed circuit boards by Pseudomonas
balearica SAE1 using response surface methodology (RSM)”. Investigo la
biolixiviacion en dos etapas, aplic6 una bacteria cianogénica Pseudomonas
balearica SAE1 para recuperar oro (Au) y otra etapa con la misma bacteria
para recuperar plata (Ag) de los circuitos electrénicos de computadora (CPPC)
mediante el disefio central compuesto de una metodologia de superficie de
respuesta (CCD-RSM). Para mejorar la recuperacion de Au y Ag, optimizé
factores como el nivel de pH, la densidad de la pulpa, la temperatura y la
concentracion de glicina y se estudiaron sus interacciones. La optimizacion de
CCD-RSM dio como resultado una disolucion de 73.9 y 41.6% de Au y Ag,
respectivamente, a un pH inicial de 8.6, densidad de pulpa de 5 g/L,
temperatura de 31.2 °C y concentracibn de glicina de 6.8 g/L,
respectivamente. RSM propuso dos modelos cuadraticos que pueden
utilizarse como una herramienta eficiente para predecir la recuperacion de Au
y Ag mediante biolixiviacion. Los resultados experimentales estan en linea con
los resultados previstos, lo que indica la confiabilidad del modelo RSM para

mejorar la recuperacion de Au y Ag de los CPPC.

(Monge et al., 2008), en su revista titulada “Biosorcién de cobre en sistema
por lote y continuo con bacterias aerobias inmovilizadas en zeolita natural
(clinoptilolita)”. Investigo la biosorcién de cobre usando bacterias que fueron
aisladas del rio San Pedro, México. Aislé 123 bacterias de tres muestras
efectuadas en distintos periodos del afio y selecciono las cepas de
Burkholderia cepacia y Escherichia coli a fin de ejecutar tratamientos de
biosorcién en lote, aquellas demostraron aproximadamente un 73% de

biosorcién de cobre, en un tiempo estimado de 75 minutos, en tanto que
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cuando empled zeolita sin activar como soporte de las bacterias, obtuvo un
porcentaje de 75% de biosorcion un periodo de tiempo similar. Determiné que
empleando la biomasa activa es apta para adsorber metales tales como la
zeolita y el cobre empleada sin activar son util solamente como soporte de la
biomasa.

(Ramirez, 2015), en su trabajo titulado “Biolixiviacién del cobre en minerales
sulfurados refractarios como proceso preliminar para la lixiviacion de oro por
cianuracion”. Desarroll6 ensayos de biolixiviacion empleada a minerales
sulfurados de cobre por medio de Acidithiobacillus ferrooxidans aisladas de
relave minero, por ende, realiz6 tres fases en secuencia: La primera fase de
adaptacion, lo realiz6 a una densidad de pulpa de 1% (W/V) obteniendo una
extraccion optima de 68% de cobre y 25.6% a 6 g/L y 9 g/L de sulfato ferroso
heptahidratado para los minerales azufre y potasio correspondientemente en
el transcurso 24 dias. En la segunda fase, obtuvo una densidad de pulpa de
6% (W/V), la extraccion optima de cobre obtenida sin sulfato ferroso
heptahidratado, porque se ha llevado a cabo con bacterias adaptadas en la
primera fase. En la tercera fase, ejecutada con una densidad de pulpa al 6%
(W/V) y con inoculo nativo de la segunda fase, obtuvo una extraccion optima
de cobre al 89% con carencia de sulfato ferroso heptahidratado y proliferando
una densidad biol6gica a 42% con relacion al inoculo para el azufre, con
respecto al potasio, obtuvo la Optima extraccion del 33% de cobre,
aumentando en 17% su densidad biolégica con carencia de sulfato ferroso
heptahidratado con relacion a la segunda fase.

(Porhhossein, 2017), en su articulo titulado “Effect of heavy metals and BFRS
concentration on the adaptation of Acidithiobacillus ferrooxidans for the led
waste bioleaching”. En este estudio, Acidithiobacillus ferrooxidans, se adapt6
al polvo de LED para aumentar su tolerancia a altas concentraciones de
metales pesados y BFR. La adaptacién de la cepa de bacterias se realiz6 a
través de un procedimiento de subcultivo en serie. Los experimentos de
adaptacion con polvo de LED en presencia de una mezcla de sustancia toxica
mostraron que Acidithiobacillus ferrooxidans podia tolerar hasta 20 g/L de
polvo de LED. Las caracteristicas de crecimiento reflejadas por pH, Eh, Fe3+

de concentracion, tasa de crecimiento especifico e indice de tolerancia. Los
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resultados indicaron que tanto los BFR como los metales pesados podrian
causar una respuesta de toxicidad. En general, la alta concentracion de polvo
de LED (=20 g/ I) produjo efectos inhibidores evidentes. Con el fin de analizar
la influencia de la adaptacion en la eficiencia de recuperacion de metales en
el proceso de biolixiviacion, los Acidithiobacillus ferrooxidans adaptados y no
adaptados se inocularon a 20 g/L de polvo de LED. Al comparar los resultados
obtenidos de la biolixiviacion con bacterias adaptadas y no adaptadas,
observd una reduccion del 30% y 15% en la extraccion de cobre y niquel,

respectivamente.

(Ramirez, 2008), en su trabajo titulado “Recuperacion de oro a partir de
chatarra electrénica”, con el fin de recuperar el oro presente en algunas piezas
utilizadas de los circuitos electronicos de computadoras, por medio de un
procedimiento de recuperacion dindmica &acida y lograr la caracterizacion
exhaustiva de los circuitos a su vez estudiando la naturaleza de las reacciones
de recuperacion de los metales no nobles (cobre y niquel) que conforman un
sustrato metélico de oro, logré caracterizar los circuitos electronicos de
computadoras y las pruebas mediante SEM-EDS revelando que algunos
componentes de ellos presentan cobre, hierro y zinc, ademas, un sustrato de
oro. Mediante los caracteres estudiados, las técnicas pirometallrgicas
mediante solvente no son confiables, ya que, los resultados conseguidos

fueron bajos en la lixiviacién de oro presente en los circuitos electrénicos.

(Sandoval et al., 2015), en su investigacién “Recuperaciéon de cobre y otros
metales mediante bacterias acidofilas desde scraps de teléfonos moéviles”. El
objetivo de esta investigacion fue calificar y estimar la suficiencia de
solubilidad de los metales presentes en los circuitos electrénicos de celulares
desechados por medio de la biolixiviacién enriquecida con electrolitos de las
baterias desechadas. Analizo la capacidad catalitica de Acidithiobacillus
ferrooxidans ATCC 23270 y Acidithiobacillus thiooxidans DSM 9463 de
cultivos mixtos y puros. Los resultados adquiridos demostraron que en los
cultivos mixtos mostraron Optima actividad catalitica para solubilizar cobre y
niquel de los circuitos electronicos de celulares a 10 dias de incubacion.

Dichos cultivos pueden solubilizar cobre y niquel de 9.685 y 211,8 mg/L
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correspondientemente, presentado un porcentaje de 65% y 58.8% de los
metales presentes en los circuitos electronicos. Ademas, establecio la
adhesién bacteriana en la parte superior de los circuitos electrénicos mediante
el proceso lixiviativo evidenciado que dicho procedimiento es ejecutado por
las bacterias. Por lo tanto, logré determinar la factibilidad de solubilizar los
metales que se encuentran en los circuitos electronicos de celulares por medio
de la biolixiviacion enriquecida con EDB, representando una alternativa para

los tratamientos de los circuitos electronicos de celulares.

(Weijin, 2018), en su trabajo titulado "Bioleaching of copper from waste printed
circuit boards by bacteria-free culture supernatant of iron—sulfur-oxidizing
bacteria”. Logré recuperar el 100% de cobre de 5g/L de PCB del sobrenadante
por cultivo de bacterias. El resultado indicé que el mecanismo de no contacto
indirecto, era el mecanismo predominante en la biolixiviacion de cobre. Sin
embargo, el papel de las bacterias tenia mas probabilidades de regenerar el
Fe3+ como oxidante. Ademas, la biooxidacion de Fe2+ a Fe3+ se determind
como el paso de velocidad limitada en la biolixiviacion de cobre de PCB, pero
la actividad de biooxidacién de las bacterias se ve fuertemente inhibida por la
toxicidad de los PCB.

2.5. Bacterias Presentes en los Minerales

En el medio ambiente podemos encontrar al hierro y por consecuencia sus
variantes oxidadas, en estas encontramos también las bacterias oxidantes del
hierro denominadas litétrofas, estas bacterias poseen la peculiar caracteristica
de adquirir su energia de la oxidacién del hierro. Por ende, es algo habitual
hallar estas bacterias en los relaves mineros en donde se extraen minerales
sulfurados. El género de bacterias usualmente encontrado es Acidithiobacillus
spp., pero también se encuentran otros géneros como Acidimicrobium spp.,
Leptospirillum spp., Thiomonas spp. y Ferrimicrobium spp. (Panduro et al.,
2015).

El género de Acidithiobacillus spp., abarca las proteobacterias
quimiolitotrofas, estas usan compuestos inorganicos como donadores de

electrones, ademas son autotroficas ya que convierten el CO2 en material
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celular por medio del ciclo de Calvin. Acidithiobacillus abarca algunas
especies ferrooxidantes de importancia, entre ellas tenemos a
Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus ferridurans, Acidithiobacillus
ferriovans, Acidithiobacillus ferriphilus, Acidithiobacillus caldus (50°C) y A.
thiooxidans (oxidante de azufre) (Panduro et al., 2015).

2.6. Aislamiento

Es un método de separacion de un microorganismo de interés de otros
microorganismos que lo acompafan. La siembra por estrias es el método mas
utilizado en los medios de cultivo solido dispensados en placas Petri.

Para lograr un correcto aislamiento se toma una colonia de la muestra con un
asa de platino y se realiza un agotamiento de estrias en la superficie de un
nuevo medio de cultivo y esta debe ser incubada con sus respectivas
condiciones. En este nuevo medio las colonias quedan separadas y cada una
de estas presenta una determinada morfologia con respecto a su borde,

forma, tamafio, olor, color, etc. (Buricata et al., 2017).

2.7. Drenaje 4cido de minas (DAM)

La industria minera provoca principalmente contaminantes por medio de sus
drenajes y relaves ya que los drenajes tienen un pH acido en su procedimiento
de perforar y extraer los diversos minerales sulfurados que se encuentran en
el subsuelo que tienen contacto con el agua y oxigeno de este modo
produciendo drenajes que se caracterizan por poseer un pH bajo (menor a
3.0) ademas de encontrarse sulfatos y metales. En el subsuelo se encuentran
grandes cantidades de metales que son solubilizados por el bajo pH (Weijin,
2018).

Los relaves mineros se caracterizan por presentar una tonalidad de color
naranja-rojizo, que esto resulta de los métodos de oxidacion de los minerales
sulfurados y de la solubilizacién del hierro ferroso. Estos métodos, son
realizados por las bacterias aciddéfilas que se encuentran en los drenajes
acidos, quienes estan encargadas de oxidar la pirita (FeS2) a hierro férrico
soluble. Por consiguiente, estas bacterias aciddéfilas que se encuentran en los
drenajes se han usado en la extraccién de metales de interés econémico con

procedimientos de biolixiviacion (Weijin, 2018).
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lll. METODOLOGIA

3.1. Método de Investigacién

Esta investigacién segun su propoésito es aplicada, ya que, tiene por objetivo
resolver el planteamiento del problema, enfocandose en la busqueda y
consolidacion del conocimiento para su solucién como es en este caso de la
biolixiviacion del cobre de circuitos electronicos en celulares por Acidithiobacillus

ferrooxidans a diferentes concentraciones y temperaturas.

Por su Naturaleza o profundidad es explicativa y experimental, ya que, explica la
relacion causa-efecto entre las variables (temperatura y concentracion) que nos
permite identificar la temperatura y concentracién optima que se necesita, para
luego formularse la hipotesis de investigacion, transcurriendo por la busqueda
de informacion y la obtencién de datos que se logré en las determinaciones

analiticas y Analisis estadisticos.

3.2. Poblacion
Se empled la camara de neubauer y se determind la cantidad de Acidithiobacillus

ferrooxidans, con el que se obtuvo una concentracion inicial 106 UFC/mL

3.3. Muestra

Se realizé diluciones seriadas con las concentraciones que se obtuvieron con el
recuento en la camara de Neubauer, se evalu6 3 distintas concentraciones de
Acidithiobacillus ferrooxidans 103, 10*y 10° UFC/mL a 3 diferentes temperaturas
Ambiente, 30°C y 35°C con su blanco y 3 repeticiones, cada 24 horas se realizo
las tomas de muestras por 168 horas, para su posterior andlisis en la
espectrofotometria atbmica y obtencion de datos.

3.4. Disefio Experimental
En esta investigacion se emple6 dos modelos mateméticos para las diferentes
concentraciones de Acidithiobacillus ferrooxidans y temperaturas en el programa
Wolfram mathematica 10.4
El modelo logistico de crecimiento microbiano describe la evolucién de la

poblacién bacteriana en funcion del tiempo, considerando que el crecimiento es
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exponencial al inicio y luego se desacelera hasta alcanzar una fase estacionaria
debido a la limitacion de nutrientes o la acumulacion de productos inhibitorios.
El modelo de Luedeking-Piret modificado relaciona la produccion de metabolitos
con el crecimiento microbiano, considerando dos componentes: uno asociado al
crecimiento celular y otro independiente de este. En el contexto de la
biolixiviacion de cobre, permite estimar la tasa de solubilizacion del metal en
funcion de la actividad metabolica de Acidithiobacillus ferrooxidans.

Se probaron tres concentraciones celulares (103, 10* y 10° UFC/mL) para
determinar como la densidad inicial influye en la cinética del proceso. Ademas,
se emplearon tres temperaturas (ambiente, 30°C y 35°C) dado que A.
ferrooxidans es un microorganismo mesofilo, permitiendo analizar su
rendimiento en rangos térmicos 6ptimos y en condiciones ambientales. Se
incluyé un blanco para establecer comparaciones y tres repeticiones para

garantizar la reproducibilidad y validez estadistica de los resultados.

Tabla 1: Disefio Experimental a diferentes concentraciones de Acidithiobacillus
ferrooxidans y temperaturas.

Tratamientos Concentracion Temperatura
Blanco (TO) 0 UFC/mL Ambiente
T1 103 UFC/mL Ambiente
T2 103 UFC/mL Ambiente
T3 103 UFC/mL Ambiente
Blanco (TO) 0 UFC/mL 30°C

T1 10* UFC/mL 30°C

T2 10* UFC/mL 30°C

T3 10* UFC/mL 30°C
Blanco (TO) 0 UFC/mL 35°C

T1 10° UFC/mL 35°C

T2 10° UFC/mL 35°C

T3 10° UFC/mL 35°C
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3.5. Procedimientos

3.5.1. Toma de muestras de las aguas acidas de mina

Las muestras fueron obtenidas de los drenajes acidos de mina (pH + 2.0), de
las que presentaron puntos de oxidacion de sulfuros, que presentaban color
amarillento o naranja y fueron almacenadas para el aislamiento de la bacteria

de interés.
3.5.2. Aislamiento de Acidithiobacillus ferrooxidans
3.5.2.1. Preparacion del medio 9k

Se preparo por separado cada solucion A: Sales 9k para 190 mL de medio
y solucién B: Sulfato ferroso para 110 mL de medio por separado (Anexo
2).

Se peso las cantidades sefialadas para la solucion Ay se disolvié en 190
mL agua destilada. El pH se ajustdé a 2.0 con acido sulfurico 10N y se

esteriliz6 a 121°C durante 15 minutos.

Se peso las cantidades sefialadas para la solucion B y se disolvié con 110
mL agua destilada. El pH se ajustdé a 2.0 con &cido sulfurico 10N y se

esterilizé a 121 °C durante 15 minutos.

Antes de usar acido sulfdarico, H2S04 ,10N la densidad del acido sulftrico
es 5,52 y 1 N de acido sulfurico es 14,712 g. Como d = p/V para tener 1
N se agreg6 7,995 mL Para tener H2S0O4 ,10N se agreg6 2,665 mL a agua
hasta 300 (Pérez, 2016).

Una vez transcurrido el tiempo de la autoclave se mezclaron las dos

soluciones a temperatura ambiente.

Se empledé como base el medio 9K, usando agarosa como agente

solidificante, compuesto por:

Solucién A: Sales 9M + 190 mL de agua destilada.
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Solucion B: Solucion de Sulfato Ferroso 13.2 g + 110 mL de agua

destilada.

La solucién B se acidificé a pH 2.0 con acido sulfarico 10N y se disolvié
con 110 mL agua destilada. Las soluciones mencionadas se esterilizaron
por separado a 121 °C durante 15 minutos para luego ser mezcladas a
60°C aproximadamente con agitacion constante, para luego ser vertidas

en placas Petri (Panduro et al., 2015).
3.5.2.2. Aislamiento de la bacteria

Para el crecimiento de Acidithiobacillus ferrooxidans se empleé el medio
de cultivo 9k liquido a un pH de 2.0 (Silverman et al., 1959), suplementado
con FeSO4.7H20 (44 g/L) como fuente de energia; se incub6 a una
temperatura de 30°C, con agitacién constante a 180 rpm, durante cinco

dias, para su posterior aislamiento.

Para el aislamiento del Acidithiobacillus ferrooxidans se utilizé el medio de
cultivo sélido 9k que se gelificé con agarosa (25 g/L) de medio, y se
sembro por estrias, se incubd en medio solido 9k a 30°C durante cinco

dias para su aislamiento (Pérez, 2016).
3.5.2.3. Condiciones de cultivo y aislamiento de cepas

En placas con medio sélido 9k modificado, se inoculo la bacteria por
agotamiento de estrias y se incubo durante 3 dias a una temperatura de
30°C. De igual forma se realizé tres réplicas de aislamiento de las cepas,
para usarlas en los experimentos de adaptacién y biolixiviaciéon (Pérez,
2016).
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3.5.2.4. Caracterizacion y morfologia bacteriana

Las caracteristicas de las bacterias aisladas se basaron en su crecimiento

en medio liquido posteriormente en medio solido, las cuales fueron

evaluadas en las distintas réplicas de cultivo realizadas, para ser

seleccionadas y usadas con el fin de determinar sus caracteristicas

morfoldgicas para su identificacion y posteriormente ser empleadas en los

tratamientos de biolixiviacion (Pérez, 2016).

Se realiz6 tincidon Gram, para poder observar los bacilos Gram negativos

observando su morfologia y con algunas pruebas bioquimicas como la

oxidacion de hierro y azufre, prueba de crecimiento en medios acidos, se

logro identificar a la bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans.

3.5.3. Diluciones seriadas

Tabla 2: Diluciones para las distintas concentraciones de Acidithiobacillus

ferrooxidans

Tubo Concentracion H20 Solucién Dilucion
1 10° 9 mL 1 mL soluciéon madre 1/10
celulas/mL
2 104 9 mL 1 mL solucién 0.1M 1/100
celulas/mL
3 108 9 mL 1 mL solucién 0.01M 1/1000
celulas/mL

Nota: Se realizé una dilucion inicial mezclando una cantidad fija de la solucién

madre con un volumen de diluyente, 1 mL de solucion madre con 9 mL de

diluyente para obtener una dilucion de 1:10. Este proceso se repite tomando una

cantidad de la solucién diluida y mezclandola nuevamente con diluyente,

siguiendo el mismo patron de dilucion en serie Tabla 2. Estas concentraciones

se obtuvieron con el recuento en la camara de Neubauer (Anexo 5).
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3.5.4. Recoleccion de circuitos electronicos celulares
Se recolectd distintos celulares desechados en la chatarreria, los cuales
fueron desmantelados y se extrajeron los scraps del resto de los
componentes (plasticos, baterias, conectores, cables y ceramicos). Para el
uso experimental, los circuitos electronicos fueron triturados, estos fueron

utilizados en la biolixiviacién de cobre.

3.5.5. Ensayos de Biolixiviacion

Tabla 3: Ensayos para la biolixiviacién de cobre

Temperaturas
Concentracion Ambiente, 30°C C/Horas
y 35C°
Control Control Control 0

10° 104 103 24
celulas/mL celulas/mL celulas/mL

10° 104 103 48
celulas/mL celulas/mL celulas/mL

10° 104 103 72
celulas/mL celulas/mL celulas/mL

10° 104 103 96
celulas/mL celulas/mL celulas/mL

10° 104 103 120
celulas/mL celulas/mL celulas/mL

10° 104 103 144
celulas/mL celulas/mL celulas/mL

10° 104 103 168
celulas/mL celulas/mL celulas/mL

Nota: Los ensayos de biolixiviacion se realizaron con 10 gr de circuitos
electrénicos con diferentes concentraciones (10> 104y 10%) de Acidithiobacillus
ferrooxidans en medio 9k (300mL). Estas concentraciones se obtuvieron con el
recuento en la cAmara de Neubauer (Anexo 5). Estos se incubaron a distintas
temperaturas (Ambiente, 30°C y 35°C) cada uno con sus repeticiones (R1, R2y
R3) y su control respectivo con agitacion constante a 180 rpm, de las cuales se
tomd muestra cada 24 horas por 168 horas. Todos los cultivos del medio 9k
fueron realizados en triplicado los cultivos (Sandoval et al., 2015).
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3.5.6. Andlisis Estadistico

Se empled dos modelos matematicos para las diferentes concentraciones de

Acidithiobacillus ferrooxidans y temperaturas. El Modelo logistico de crecimiento

microbiano para la cinética del Acidithiobacillus ferrooxidans en el programa

Wolfr

am mathematica 10.4 y otro Modelo de Luedeking-Piret modificado para

cobre, se empled para observar la reduccion cobre en el programa Wolfram

mathematica 10.4., nos permitira lograr el 6ptimo coeficiente de determinacién

(R?) que se ajustan a los modelos matematicos empleados que deben ser inferior

a 1 pero superior que 0.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4
4.1

1. RESULTADOS

.1. Cinética de crecimiento de Acidithiobacillus ferrooxidans

Se realiz6 por 168 horas (7dias) el peso seco de las diferentes
concentraciones (10°, 10* y 103%) de Acidithiobacillus ferrooxidans con las
diferentes temperaturas (Ambiente, 30°C y 35°C) para la obtencion de
Biomasa.

Tabla 4: Cinética de crecimiento obtenido a distintas concentraciones de

Acidithiobacillus ferrooxidans y diferentes temperaturas

Biomasa (g/L)
35°C 30°C Ambiente

t (h) 10° 104 10° 10° 10* 10® 10° 10* 108
0 2 0.2 0.02 2 0.2 0.02 2 0.2 0.02
24 2.54 0.29 0.05 2.38 0.25 0.04 2.34 0.21 0.03
48 3.18 0.58 0.16 2.85 0.55 0.12 2.89 0.42 0.28
72 3.75 1.37 0.35 3.52 1.18 0.28 3.21 0.89 0.46
96 4.49 2.63 0.51 4.24 2.46 0.42 4.54 1.65 0.63
120 5.02 3.43 1.01 491 3.32 0.89 521 2.89 0.85
144 5.82 4.02 1.47 5.59 3.91 1.34 5.49 3.14 1.14
168 5.91 4.25 1.52 5.63 3.94 1.39 5.51 3.18 1.16
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Figura 3: Comparacion de concentraciones en la Cinética de crecimiento de
Acidithiobacillus ferrooxidans en 168 horas.
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Figura 4. Comparacion de concentraciones en la Cinética de crecimiento de
Acidithiobacillus ferrooxidans en 168 horas.
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Figura 5: Comparacion de concentraciones en la Cinética de crecimiento de
Acidithiobacillus ferrooxidans en 168 horas.
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4.1.2. Andlisis Estadistico en Wolfram mathematica 10.4

En este programa, se empleo los datos experimentales obtenidos de la
tabla 4 para la comparacion de los datos simulados que se obtuvieron
utilizando un Modelo logistico de crecimiento microbiano para la cinética
del Acidithiobacillus ferrooxidans

Xoelumax't
1-— (XD/Xmax)(l — eHmaxt)

X(t) =

Tabla 5: Datos obtenidos de la simulacion en Wolfram mathematica 10.4 a
temperatura ambiente

"Tiempo (h)" "Biomasa (g/L)"[ A "Tiempo (R)"  "Biomasa (g/L)"[
0 7. 0 0.2"
24 2 5151477360747 24 0.3805512366071984°
48 3.0856121182264715" 48 0.69350456864135811°
72 3.685626661507523" 72 1_1775869237069496"
96 4,283492691665034° 96 1.B08675570352585"
120 4.847957312562467° 120 2.470498443597668°
144 5.354405932454487° 144 3.0235382043435224°
168 5.788439702210184° 168 3.404503437411355"

"Tiempo (h)" "Biomasa (g/L)" | ¢

1] 0.02°

24 0.05735627298439088"

48 0.1551410688036127"

72 0.365303692657352T"

96 0.67291159027744511°

120 0.5400242186484822°

144 1.0854171880407653"

168 1.1451884364832954°

Nota: Se empled para la cinética del Acidithiobacillus ferrooxidans un Modelo
logistico de crecimiento microbiano para el Analisis Estadistico en Wolfram
mathematica 10.4 obteniendo diferentes simulaciones de la tabla 5 para la
posterior comparacion con los datos experimentales obtenidos de la tabla 4.
Tabla A. Datos obtenidos de la simulacién a concentracién 10°. Tabla B. Datos
obtenidos de la simulacién a concentraciéon 104 Tabla C. Datos obtenidos de
la simulacién a concentracion 103,
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Figura 6: Cinética del Acidithiobacillus ferrooxidans de la biomasa experimental
y simulada a temperatura ambiente

Nota: La Grafica nos muestra la comparacion de la Biomasa Experimental (.) de
la tabla 4 y la Biomasa Simulada (...) de la tabla 5 en el Modelo logistico de
crecimiento microbiano empleado en Wolfram mathematica 10.4. Figura A.
Comparacion de la Biomasa Experimental y Simulada en la concentraciéon 10° a
temperatura ambiente. Obteniéndose un coeficiente de determinacion R2:
0.963493. Los datos experimentales se ajustan al modelo empleado. Figura B.
Comparacion de la Biomasa Experimental y Simulada en la concentraciéon 10* a
temperatura ambiente. Obteniéndose un coeficiente de determinacion R
0.970467. Los datos experimentales se ajustan al modelo empleado. Figura C.
Comparacion de la Biomasa Experimental y Simulada en la concentraciéon 10° a
temperatura ambiente. Obteniéndose un coeficiente de determinacion R2:
0.976271. Los datos experimentales se ajustan al modelo empleado.
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Tabla 6: Datos obtenidos de la simulacion en Wolfram mathematica 10.4 a
30°C

”':"'_Egmpg [l:u " "Bipmasa [gl."[_,;l oA "Tiempo (L}" "Biomm=a Z:_|'-"'..Z" B.
0 7 0 0.2
24 7 . 4RB53R5651450559" 24 0.4168037220205954"
48 3.0344445875477497° 48 0.8236020556083576"
7 1.619170548875351° 72 1.4331808667001313"
96 4.217753233648733° 96 2.33535141952333°
120 4,8027828760602T 120 3.163543885917614"
144 5.349243522241271 144 3.7732484423843204°
168 5.838500559851194" 168 4_136496447551026°

"Tiempo (k)" "Biomasza (g/L}"| c.

0 o.02°

24 0.04870396135725831°

28 0.11570822999847699"

12 0.2600719607729269°

96 0.5237136922319038°

120 0.88618168409609539°

144 1.229537357948114°

158 1.4573708968222026"

Nota: Se empleo para la cinética del Acidithiobacillus ferrooxidans un Modelo
logistico de crecimiento microbiano para el Analisis Estadistico en Wolfram
mathematica 10.4 obteniendo diferentes simulaciones de la tabla 6 para la
posterior comparacion con los datos experimentales obtenidos de la tabla 4.
Tabla A. Datos obtenidos de la simulacién a concentracion 10°. Tabla B. Datos
obtenidos de la simulacién a concentracién 10%. Tabla C. Datos obtenidos de
la simulacién a concentracién 103
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Figura 7: Cinética del Acidithiobacillus ferrooxidans de la biomasa experimental
y simulada a 30°C

Nota: La Grafica nos muestra la comparacion de la Biomasa Experimental (.) de
la tabla 4 y la Biomasa Simulada (...) de la tabla 6 en el Modelo logistico de
crecimiento microbiano empleado en Wolfram mathematica 10.4. Figura A.
Comparacion de la Biomasa Experimental y Simulada en la concentraciéon 10° a
30°C. Obteniéndose un coeficiente de determinaciéon R2 0.989352. Los datos
experimentales se ajustan al modelo empleado. Figura B. Comparacion de la
Biomasa Experimental y Simulada en la concentraciéon 104 a 30°C. Obteniéndose
un coeficiente de determinacion R? 0.98817. Los datos experimentales se
ajustan al modelo empleado. Figura C. Comparacién de la Biomasa
Experimental y Simulada en la concentraciéon 10% a 30°C. Obteniéndose un
coeficiente de determinacion R?: 0.98775

Los datos experimentales se ajustan al modelo empleado.
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Tabla 7: Datos obtenidos de la simulacidon en Wolfram mathematica 10.4 a

35°C - —

"TMiempo (h)" "Biomasa (g/L)" "Iiempo (h)" "Biomasa (g/L)"
0 2. 0 0.2°
24 2.55665308297857T 2 0.42597141491462215
48 3.177257208600383° 18 0.8561090296917733"
12 3.8296507706648133° 72 1.5663662784432129°
96 4.474415462503329 96 2.477952068708569°
120 5.073921350251329° 120 3.3458449403866406°
144 5.60053793945141° 144 3.9647856050579975"
168 6.040517605887028° 168 4.321064453877565

"Tiempo (k)" "Biomasza (g/L}"| C.

0 g.o02°

24 0.05109898677542457"

24 0.127008015686972°

72 0.29604790507228707"

98 0.6061200889043188°

120 1.014554394881343°

144 1.3891800576228415°

1g8 1.5816803906736294°

Nota: Se empled para la cinética del Acidithiobacillus ferrooxidans un Modelo
logistico de crecimiento microbiano para el Andlisis Estadistico en Wolfram
mathematica 10.4 obteniendo diferentes simulaciones de la tabla 7 para la
posterior comparacion con los datos experimentales obtenidos de la tabla 4.
Tabla A. Datos obtenidos de la simulacién a concentracién 10°. Tabla B. Datos
obtenidos de la simulacién a concentraciéon 104, Tabla C. Datos obtenidos de

la simulacién a concentracion 103.
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Figura 8: Cinética del Acidithiobacillus ferrooxidans de la biomasa experimental
y simulada a 35°C

Nota: La Grafica nos muestra la Biomasa Experimental (.) de la tabla 4 y la
Biomasa Simulada (...) de la tabla 07 en el Modelo logistico de crecimiento
microbiano empleado en Wolfram mathematica 10.4. Figura A. Comparacion de
la Biomasa Experimental y Simulada en la concentracion 10° a 35°C.
Obteniéndose un coeficiente de determinacion R2: 0.995056. Los datos
experimentales se ajustan al modelo empleado. Figura B. Comparacion de la
Biomasa Experimental y Simulada en la concentraciéon 10 a 35°C. Obteniéndose
un coeficiente de determinacion R?: 0.975905. Los datos experimentales se
ajustan al modelo empleado. Figura C. Comparacién de la Biomasa
Experimental y Simulada en la concentracion 10° a 35°C. Obteniéndose un
coeficiente de determinacion R?: 0.98985. Los datos experimentales se ajustan
al modelo empleado.

44



4.1.3. Biolixiviacion de Cobre

Se realiz6 por 168 horas (7 dias) a diferentes concentraciones (10°, 10*y 10%) de
Acidithiobacillus ferrooxidans con las diferentes temperaturas (Ambiente, 30°C y
35°C) con la finalidad de la reduccion de Cobre.

Tabla 8: Datos experimentales obtenidos de la biolixiviacion de cobre (ppm) a

distintas concentraciones de Acidithiobacillus ferrooxidans y temperaturas.

Cobre (ppm)

35°C 30°C Ambiente

(rt]) 100 10 100 100 10 100 100 10 100

0 [10180.9342 | 10157.2346 | 10083.8231 | 10128.1952 | 10058.7245 | 10065.2734 1 10021.3783 | 10201.5326 | 10072.1352
24 | 9992.1528 | 10093.8231 | 10066.5676 | 9862.8842 | 9946.8261 |10042.1152 | 9892.8842 | 10146.8723 | 10066.1936
48 | 9691.3262 | 9782.2367 | 9975.236 | 9611.6368 | 9842.2357 | 9992.623 | 9651.7264 |9942.23312 | 9992.624
72 | 9201.518 | 9381.5334 | 9813.9262 | 9313.8275 | 9592.2736 | 9863.7624 | 9325.9275 | 9822.2612 | 9963.1172
96 | 8892.1523 | 8980.8967 | 9672.5382 | 8852.992 | 9431.8241 | 9722.9915 | 8992.4359 | 9331.8996 | 9882.7237
120 | 8477.1927 8579.96 9417.8263 | 8464.8825 | 8896.662 | 9597.8724 | 8573.9261 | 8996.665 | 9757.8263
144 | 8296.4933 | 8229.4933 | 9232.2974 | 8372.6227 | 8482.9372 | 9421.9925 | 8432.2438 | 8799.962 9711.263
168 | 8221.8366 | 8181.8366 | 9182.6638 | 8321.5722 | 8442.737 9386.831 | 8401.5832 | 8741.8251 | 9686.9426

4.1.4. Wolfram mathematica 10.4

En este programa, se emple6 para observar la comparacién de la reduccion
cobre (ppm) experimental obtenido de la tablaO0 y simulado empleando
diferentes concentraciones de Acidithiobacillus ferrooxidans a diferentes
temperaturas, empleando el Modelo de Luedeking-Piret modificado para cobre.

S(t) = S,

=4

X, eHmaxt

max

max

45

- X
)= (XO/Xmax)(l - e#maxt) °

_B(’;

) 111[1 - (XO/Xmax)(l - e#maxt)]




Tabla 9: Datos experimentales a diferentes concentraciones de

Acidithiobacillus ferrooxidans a temperatura ambiente

t (h) 100 10@ 10@

0 10021.3783 10201.5326 10072.1352
24 9892.8842 10146.8723 10066.1936
48 9651.7264 9942.23312 9992.624
72 9325.9275 0822.2612 9963.1172
96 8992.4359 9331.8996 0882.7237

120 8573.9261 8996.665 9757.8263
144 8432.2438 8799.962 9711.263
168 8401.5832 8741.8251 9686.9426

Nota: Datos experimentales obtenido de la reduccion de cobre (ppm) a
diferentes concentraciones de Acidithiobacillus ferrooxidans a temperatura
Ambiente.

Tabla 10: Datos obtenidos de la Simulacion a concentracion de 104 de
Acidithiobacillus ferrooxidans a temperatura 35°C

"Tiempo (h)" "Cobre (ppm)"
0 10157.2346°
24 10043.95018859453"
48 9827.3100446874"
72 9472 .245353641656°
96 9015.248984988266°
120 8580.158721917136°
144 8269.874198389234°
168 8091.2668747978205°
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Figura 9: Reduccion de cobre empleando el Modelo ajustado
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Nota: La Grafica nos muestra: Figura A. Datos experimentales obtenidos de la
Reduccién de cobre (ppm) (Tabla 8) a temperatura ambiente que se empled
diferentes concentraciones del Acidithiobacillus ferrooxidans. Figura B.
Comparacion de Datos Experimentales de la tabla 8 y Datos Simulados de la
tabla 10 obtenidos del modelo de Luedeking-Piret modificado para cobre en el
programa de Wolfram mathematica 10.4, se comparé la Reduccion de cobre
(ppm) experimental (.) y simulado (...) para la concentraciéon 10% a 35°C.
Obteniendo un Coeficiente de determinacién R? = 0.995075. Los datos
experimentales se ajustan al modelo empleado.

Tabla 11: Datos experimentales a diferentes concentraciones de

Acidithiobacillus ferrooxidans a temperatura 30°C

t (h) 100 104 103

0 10128.1952 10058.7245 10065.2734
24 9862.8842 9946.8261 10042.1152
48 9611.6368 9842.2357 9992.623
72 9313.8275 9592.2736 9863.7624
96 8852.992 9431.8241 9722.9915
120 8464.8825 8896.662 9597.8724
144 8372.6227 8482.9372 9421.9925
168 8321.5722 8442.737 9386.831

Nota: Datos experimentales obtenido de la reduccion de cobre (ppm) a
diferentes concentraciones de Acidithiobacillus ferrooxidans a temperatura 30°C

Tabla 12: Datos obtenidos de la Simulacién a concentracion de 103 de
Acidithiobacillus ferrooxidans a temperatura 35°C

"Tiempo (h)" "Cobre (ppm)"

0 10083.8231°

24 10064.408146307867"
48 10017.018373386802"
T2 9911.4870684755°

96 9717.909354445592"
120 9462 .924539754953"
144 9241.533060832582°
168 9108.870437803125"

Nota: Datos Simulados empleando el modelo de Luedeking-Piret modificado
para cobre en el programa de Wolfram mathematica 10.4 para la reduccién de
cobre (ppm) a 103 de Acidithiobacillus ferrooxidans a temperatura 35°C
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Figura 10: Reduccion de cobre empleando el Modelo ajustado
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Nota: La Grafica nos muestra: Figura A. Datos experimentales (Tabla 11) de la
Reduccion de cobre (ppm) a temperatura 30°C que se empled diferentes
concentraciones del Acidithiobacillus ferrooxidans. Figura B. Comparacion de los
datos experimentales de la tabla 11 y datos simulados de la tabla 12, empleando
el modelo de Luedeking-Piret modificado para cobre en el programa de Wolfram
mathematica 10.4. Ppm experimental (.) y simulado (...) para la concentracion
102 a 35°C. Obteniéndose un Coeficiente de determinacion R? = 0.985202

Los datos experimentales se ajustan al modelo empleado.

Tabla 13: Datos Experimentales obtenidos de la biolixiviacion de Cobre (ppm)
a temperatura 35°C

t (h) 100) 10@ 100
0 | 10180.9342 | 10157.2346 10083.8231
24 | 9992.1528 | 10093.8231 10066.5676
48 | 9691.3262 9782.2367 9975.236
72 9201.518 9381.5334 9813.9262
96 | 8892.1523 8980.8967 9672.5382
120 | 8477.1927 8579.96 9417.8263
144 | 8296.4933 8229.4933 9232.2974
168 | 8221.8366 8181.8366 9182.6638

Nota: Datos experimentales obtenido de la reduccion de cobre (ppm) a
diferentes concentraciones de Acidithiobacillus ferrooxidans a temperatura 35°C
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Tabla 14: Datos Experimentales obtenidos de la biolixiviacion de Cobre (%) a

temperatura 30°C

t (h) 10° 104 103
0 33.7606507 33.5290817 33.5509113
24 32.8762807 33.156087 33.4737173
48 32.0387893 32.8074523 33.3087433
72 31.0460917 31.9742453 32.879208
96 29.5099733 31.4394137 32.4099717
120 28.216275 29.65554 31.992908
144 27.9087423 28.2764573 31.4066417
168 27.738574 28.1424567 31.2894367

Nota: Datos experimentales obtenido de la reduccién de cobre (%) a diferentes
concentraciones de Acidithiobacillus ferrooxidans a temperatura 30°C
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Figura 11: Reduccién de cobre ppm y porcentaje a 30 y 35°C

Nota: La Grafica nos muestra la comparacién de los datos experimentales de la
tabla 13 y la tabla 14: Figura A. Reduccion de cobre (ppm) a temperatura 35°C
gue se empled diferentes concentraciones de Acidithiobacillus ferrooxidans.
Figura B. Reduccion de Cobre (%) a Temperatura 30°C, empleando diferentes
concentraciones de Acidithiobacillus ferrooxidans.
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Tabla 15: Datos Experimentales a temperatura ambiente para la biolixiviacion

de cobre
t (h) 100 10@ 10G)
0 10021.3783 10201.5326 10072.1352
24 9892.8842 10146.8723 10066.1936
48 9651.7264 9942.23312 9992.624
72 9325.9275 9822.2612 9963.1172
96 8992.4359 9331.8996 9882.7237
120 8573.9261 8996.665 9757.8263
144 8432.2438 8799.962 9711.263
168 8401.5832 8741.8251 9686.9426

Nota: Datos experimentales a temperatura ambiente para la biolixiviacion de
cobre a diferentes concentraciones de Acidithiobacillus ferrooxidans.

Tabla 16: Datos obtenidos de la simulacion (ppm) en Wolfram mathematica
10.4 atemperatura ambiente para la biolixiviacion de cobre

"Tiempo (h)" "Cobre (ppm)" | A- | "Tiempo (h)" "Cobre (ppm)"| B.
0 10021.3783" 0 10201.5326°
24 9789.178773087153" 24 10113.44588005341°
48 9531.694438965133" 48 9960.767437360157"
12 9260.366458450588" 72 9724.603647444243°
96 8989.314284936536° 96 9416.715875209202°
120 8732.493449084863" 120 9093.81793769031"°
144 8500.92939025769" 144 8823.975115587426°
168 8301.112986724558° 168 8638.077543224157°

"Tiempo (k)" "Cobre (ppm)" C.

] 10072.1352°

24 10060.20632340171"

43 10028.921687443362"

72 9961.304672934753"

96 9860.763060013622"

120 9769.620759691792"

144 9713.993702218444"

168 9683.851174973466"

Nota: Se empled para la reduccion de Cobre un Modelo de Luedeking-Piret
modificado para cobre para el Andlisis Estadistico en Wolfram mathematica
10.4 obteniendo diferentes simulaciones. Tabla A. Datos obtenidos de la
simulacién a concentracion 10°. Tabla B. Datos obtenidos de la simulacion a
concentracion 104. Tabla C. Datos obtenidos de la simulacién a concentracién
103
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Figura 12: Reduccién de Cobre (ppm) experimental y simulado a temperatura
ambiente

Nota: La Grafica nos muestra la reduccion de cobre experimental (.) de la tabla
15 y simulado (...) de la tabla 16 con el Modelo de Luedeking-Piret modificado
para cobre en el programa de Wolfram mathematica 10.4: Figura A.
Concentracion 10° a Temperatura Ambiente, obteniendo un coeficiente de
determinacién R?=0.980818

Los datos experimentales se ajustan al modelo empleado. Figura B.
Concentracion 10* a Temperatura Ambiente, obteniendo un coeficiente de
determinacion R? = 0.98477. Los datos experimentales se ajustan al modelo
empleado. Figura C. Concentracién 102 a Temperatura Ambiente, obteniendo un
coeficiente de determinacion R? = 0.988897. Los datos experimentales se
ajustan al modelo empleado.
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Tabla 17: Datos Experimentales obtenidos a 30°C para la biolixiviacion de

cobre
t (h) 100 10@ 10®
0 10128.1952 10058.7245 10065.2734
24 9862.8842 9946.8261 10042.1152
48 9611.6368 9842.2357 9992.623
72 9313.8275 9592.2736 9863.7624
96 8852.992 9431.8241 9722.9915
120 8464.8825 8896.662 9597.8724
144 8372.6227 8482.9372 9421.9925
168 8321.5722 8442.737 9386.831

Tabla 18: Datos obtenidos de la simulacion en Wolfram mathematica 10.4 a
30°C para la biolixiviacion de cobre

"Tiempo (h)" "Cobre (ppm)"| A "Tiempo (k)" "Cobre (ppm}”| B.

0 10178.1953" 0 10058.7245°

24 §872.9503317403%"° 24 9983.69951255655"

43 49587.7391070114686"° 24 9841 227127869217°
72 0282 ,244567015514° 72 9604259144411 648°
96 8969.499795606342° 96 9281.537975959924°
120 8663.817204089046° 120 8933.318780731188°
144 8378.262515646098" 144 B621_880527780202°
168 8122.572679255095" 168 364.761659107957"

Nota: Se emple6 para la reduccion de Cobre un Modelo de Luedeking-Piret
modificado para cobre para el Andlisis Estadistico en Wolfram mathematica
10.4 obteniendo diferentes simulaciones. Figura A. Datos obtenidos de la
simulacion a concentracion 10°. Figura B. Datos obtenidos de la simulacién a
concentracion 104. Figura C. Datos obtenidos de la simulacion a concentracion

108,

"Tiempo (h)" "Cobre (ppm)"| C

0 10065.2734"

24 10050.383405303484°
18 10015.623537604939"
12 9940.72928865225"
96 9803.956162737777"
120 9615.92767303251°
144 9437.838024708653°
168 9319.684826111583°
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Figura 13: Reduccion de cobre (ppm) experimental y simulado a 30°C

Nota: La Grafica nos muestra la comparacion de la reduccion de cobre
experimental (.) de la tabla 17 y simulado (...) de la tabla 18 con el Modelo de
Luedeking-Piret modificado para cobre en el programa de Wolfram mathematica
10.4: Figura A. Concentracion 10° a 30°C, obteniendo un coeficiente de
determinacion R? = 0.974019. Los datos experimentales se ajustan al modelo
empleado. Figura B. Concentracién 10* a 30°C, obteniendo un coeficiente de
determinacién R? = 0.982748. Los datos experimentales se ajustan al modelo
empleado. Figura C. Concentracion 10° a 30°C, obteniendo un coeficiente de
determinacién R? = 0.97724. Los datos experimentales se ajustan al modelo
empleado.
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Tabla 19: Datos experimentales obtenidos a concentracion de 10° para la
biolixiviacion de cobre a temperatura 35°C

t (h) 10

0 10180.9342
24 9992.1528
48 9691.3262
72 9201.518
96 8892.1523
120 8477.1927
144 8296.4933
168 8221.8366

Nota: Datos experimentales
Acidithiobacillus ferrooxidans a temperatura de 35 °C

obtenidos a una concentracion de 10°

Tabla 20: Datos obtenidos de la simulacion en Wolfram mathematica 10.4 a
concentracion de 10° para la biolixiviacion de cobre a temperatura 35°C

"Tiempo (h)" "Cobre (ppm)"

0 10180.9342°

24 9895.358159285714°
48 9576.968165506843"°
72 9242 .277250184352°
96 8911.522080995152"
120 8604.016125789889"
144 8333.933626019973"
168 8108.318703073266"

Nota: Datos Simulados obtenidos en Wolfram mathematica 10.4 empleando un
Modelo de Luedeking-Piret modificado para cobre a una concentraciéon de 10°
Acidithiobacillus ferrooxidans a temperatura de 35 °C
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Figura 14: Reduccion de cobre (ppm) experimental y simulado para la
concentracion 10°a 35°C

Nota: La Grafica nos muestra la comparacion de la reduccion de cobre
experimental (.) de la tabla 19 y simulado (...) de la tabla 20 con el Modelo de
Luedeking-Piret modificado para cobre en el programa de Wolfram mathematica
10.4 a concentracion 10° a 35°C, obteniendo un coeficiente de determinacién R?
= 0.987858. Los datos experimentales se ajustan al modelo empleado.

4.1.5. Porcentaje de la Reduccién de Cobre

Se observd la reduccion de cobre (%) empleando diferentes
concentraciones de Acidithiobacillus ferrooxidans (10°, 10%y 10%) a distintas
temperaturas (Ambiente, 30°C y 35°C) (Tabla 31 Anexos 6)

Tabla 21: Biolixiviacion de Cobre (%) a distintas concentraciones de
Acidithiobacillus ferrooxidans a temperatura Ambiente

t (h) 10° 104 108
0 33.4045943 34.0051087 33.573784
24 32.9762807 33.8229077 33.5539787
48 32.1724213 33.1407771 33.3087467
72 31.086425 32.7408707 33.2103907
96 29.9747863 31.106332 32.9424123
120 28.5797537 29.9888833 32.5260877
144 28.1074793 29.3332067 32.3708767
168 | 280052773 | 29.139417 | 32.2898087
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Tabla 22: Biolixiviacion de Cobre (%) a distintas concentraciones de

Acidithiobacillus ferrooxidans a 35°C de temperatura

t (h) 10° 104 108

0 33.9364473 33.8574487 33.6127437
24 33.307176 33.646077 33.5552253
48 32.3044207 32.6074557 33.2507867
72 30.6717267 31.271778 32.7130873
96 29.6405077 29.9363223 32.241794
120 28.257309 28.5998667 31.3927543
144 27.6549777 27.4316443 30.7743247
168 27.406122 27.2727887 30.6088793

Temperatura Ambiente

%)

Cu

Temperatura 35°C

) \

0 24 96 120 144 168 0 72 96 120 144 168
Tiempo (h) i
—one mpo(h) . Tiempo (h)

] 075 1074 1073

Figura 15: Reduccion de cobre en porcentajes a diferentes temperaturas

Nota: La Grafica nos muestra la comparacion de la reduccién de cobre:
Figura A. Reduccion de Cobre (%) empleando diferentes concentraciones de
Acidithiobacillus ferrooxidans a temperatura ambiente.

Figura B. Reduccion de Cobre (%) empleando diferentes concentraciones
de Acidithiobacillus ferrooxidans a 35°C de temperatura.
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4.2. DISCUSION

En la cinética de crecimiento de Acidithiobacillus ferrooxidans, se utilizo el
medio 9k, empleando como fuente de carbono al sulfato ferroso
heptahidratado, ya que, es fundamental para el crecimiento de la bacteria.
Se tomaron datos cada 24 horas hasta las 168 horas (Tabla 04), se observo
un mayor incremento en la biomasa a temperatura 35°C, a una
concentracion 10* a comparaciéon de las demdas temperaturas vy
concentraciones, debido a que tiene un pH &cido (2.0) y su tolerancia a
altas temperaturas, que hace que se adapte a estas condiciones
ambientales y sea la éptima para su crecimiento.

En el Andlisis Estadistico en Wolfram mathematica 10.4, se realiz6 una
comparacion de la biomasa experimental (Tabla 04) y la biomasa simulada
(Tabla 07) empleando un Modelo logistico de crecimiento microbiano,
logrando ser mas eficaz para el crecimiento la temperatura de 35°C a una
concentracion 10* y obteniendo un coeficiente de determinacién menor que
1 que nos indica que los datos experimentales obtenidos se ajustan al

modelo empleado.

Segun (Garcia, 2018), las aguas residuales provenientes de actividades
mineras representan un importante desafio ambiental. Sin embargo, se ha
identificado que las bacterias presentes en estas aguas, como
Acidithiobacillus ferrooxidans, pueden ser empleadas para mitigar su
impacto negativo, ya que, tiene una tolerancia a temperaturas altas y se
adapta a condiciones excesivas de acidez en las minas. Este enfoque
biotecnoldgico, conocido como biolixiviacion, no solo contribuye a la
recuperacion de metales valiosos como el cobre, sino que también ayuda
a reducir la contaminacion ambiental asociada a dichas aguas,

promoviendo una solucidon mas sostenible frente a este problema.
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La Biolixiviacion de cobre se realizdé por 168 horas (7 dias) a diferentes
concentraciones (10° 10* y 10%) de Acidithiobacillus ferrooxidans y a
diferentes temperaturas (Ambiente, 30°C y 35°C), con la finalidad de reducir
cobre de los circuitos electronicos empleados, los datos obtenidos por la
espectrofotometria de absorcién atomica (Tabla 08), observamos que la
mayor reduccion fue empleando la temperatura de 35°C a una
concentracion de 10% obteniendo 8181.8366 de ppm, esto es debido, a que
esta bacteria tiene una mayor capacidad para tolerar la acidez, se adapta
a temperatura altas y siendo que esta sea la mas 6ptima condicion
ambiental, ya que, tiene una mayor actividad catalitica que permite que

reduzca mas el cobre, a comparacién de las otras temperaturas utilizadas.

Segun (Suarez, 2018), el modelo de Luedeking-Piret modificado, es la
perspectiva mas valida para la mejora de las ecuaciones cinéticas, los
encargados de hacer el modelo fueron Robert Luedeking y Edgar Piret,
ellos proyectaron este modelo cinético y emplearon dos constantes alfa y
beta que estan involucradas al crecimiento y pH que se pueda encontrar.
Asi mismo, se emplean para observar la etapa estacionaria como la
exponencial, se emplea este modelo con la finalidad de que los datos
experimentales se ajusten a lo simulado de diferentes programas que se

pueden emplear con este modelo.

El Programa Wolfram mathematica 10.4, nos permiti6 emplear el Modelo
de Luedeking-Piret modificado para el cobre con la finalidad de comparar
los datos experimentales que se obtuvo en la espectrofotometria de
absorcién atémica y los datos simulados del programa que se obtuvo en
las diferentes temperaturas (Ambiente, 30°C y 35°C) y concentraciones
(10°, 10* y 10%), en el cual, el coeficiente de determinacién nos indicé que
los datos experimentales se ajustan al modelo empleado en las diferentes
temperaturas (Ambiente, 30°C y 35°C) y concentraciones (10°, 10% y 10°)
de la bacteria empleada, asi mismo, podemos deducir que la biolixiviacion

a estas condiciones es de mucha ayuda para la reduccion de cobre.
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El modelo se ajusta, quiere decir que nuestros datos experimentales
obtenidos y simulados se aproximan a 1, esto se debe que coinciden en la

comparacion y es un buen ajuste para el coeficiente de determinacion.

Segun (Sandoval et al., 2015), demostré que sus cultivos mixtos
(Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 y Acidithiobacillus thiooxidans
DSM 9463) presentan la mejor actividad para solubilizar Ni y Cu desde los
scraps a 240 horas de incubacion, logrando asi obtener una cantidad de Ni
y Cu 211.8 y 9.685 mg/L que es un porcentaje del 58.8 y 65% del contenido
total de los scraps.

Adicionalmente se observo una adhesién bacteriana sobre la superficie de
los circuitos electronicos. Los resultados obtenidos mostraron que la
bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans presenta una notable actividad
catalitica para reducir el cobre en los circuitos electrénicos a 168 horas de
incubacion. Se logré reducir el cobre en un mayor porcentaje de
27.2727887% a temperatura 35°C a concentracion 10# de Acidithiobacillus
ferrooxidans demostrando que el contenido vertido de los circuitos
electronicos 10gr fue el que mas presento una mayor reduccion de cobre
(Tabla 22).

Se observo un leve crecimiento bacteriano en algunas superficies de los
circuitos electrénicos. Los circuitos electronicos fueron sometidos a
biolixiviacion en botellas como recipiente, en medio 9k a un pH de 2.0
aproximadamente, la concentracion de cobre obtenido fue determinado por
absorcion atémica y se encontré que la concentracion 10* de
Acidithiobacillus ferrooxidans a temperatura 35C° fue el éptimo, debido a
que la bacteria tiene una mayor tolerancia a este medio de cultivo acido,
condiciones ambientales con altas temperaturas y tiene una mayor
actividad catalitica que a 30C° y temperatura ambiente, ya que, en dichas

temperaturas no son las éptimas para su crecimiento bacteriano.

En la Tabla 21, se observo que la temperatura menos oOptima fue la
temperatura ambiente, ya que, se obtuvo el porcentaje mas bajo de la
reduccion de cobre fue de 32.2898087% en la concentracion 102 de

Acidithiobacillus ferrooxidans, siendo esta la concentracion menos optima,
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debido a que las condiciones ambientales no son las adecuadas y hay una
menor actividad catalitica del microorganismo empleado, a comparacién de

la que se emple6 a una temperatura de 35°C que fue la éptima.

Segun (Suarez, 2018), el modelo logistico, se adecua a las cinéticas en
donde se pueden observar las etapas de adaptacion, crecimiento
exponencial y estacionario, con la finalidad de evaluar el crecimiento
microbiano.

El Programa Wolfram mathematica 10.4, nos permiti6 emplear un Modelo
logistico de crecimiento microbiano con la finalidad de comparar los datos
experimentales que se obtuvo y los datos simulados del programa que se
obtuvo en las diferentes temperaturas (Ambiente, 30°C y 35°C) y
concentraciones (10°, 10%y 103), en el cual el coeficiente de determinacion,
mostré que los datos experimentales se ajustan al modelo empleado en las
diferentes temperaturas (Ambiente, 30°C y 35°C) y concentraciones (10°,
10*y 103) de la bacteria empleada.

El modelo se ajusta, quiere decir que nuestros datos experimentales
obtenidos y simulados se aproximan a 1, esto se debe que coinciden en la

comparacién y es un buen ajuste para el coeficiente de determinacion.

Los modelos mateméaticos empleados en la simulacién del crecimiento
microbiano y la biolixiviacion de cobre con Acidithiobacillus ferrooxidans
ofrecen herramientas (tiles para describir la dindmica del proceso. El
modelo logistico permite representar el crecimiento bacteriano en
condiciones de recursos limitados, mientras que el modelo de Luedeking-
Piret modificado relaciona la produccion de metabolitos con la actividad
microbiana. Sin embargo, presentan limitaciones al no considerar factores
ambientales como la inhibiciébn por concentraciones elevadas de cobre,
cambios en pH y temperatura, lo que puede afectar la precision de las

predicciones en condiciones industriales.

60



V. Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

Se logr¢ aislar la bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans, proveniente de
una muestra de las aguas acidas de relave minero.

Se logré evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de
Acidithiobacillus ferrooxidans (103, 104 10° UFC/mL) y temperaturas
(ambiente, 30 °C, 35 °C) en la cinética de biolixiviacién del cobre presente
en los circuitos electronicos, obteniendo la méas O&ptima para su
crecimiento la temperatura 35C° a una concentracion 104,

Se determiné los parametros cinéticos (u, Yx/s, Yp/s, Qx, Qp) asociados
al proceso de biolixiviacibn bajo las condiciones experimentales de
concentracion bacteriana y temperatura, se observé un mayor incremento
en la biomasa a temperatura 35°C a una concentraciéon 10* a
comparacion de las demas temperaturas y concentraciones, debido a que
tiene una gran tolerancia al medio &cido y la capacidad de crecimiento en
altas temperaturas, que permite que estas condiciones ambientales sean
las mas éptima para su crecimiento.

Se logré analizar estadisticamente el efecto de las combinaciones de
temperatura y concentracion bacteriana en la biolixiviacion del cobre
mediante técnicas de comparacion entre tratamientos.

Se logré establecer un modelo matematico que describa el proceso de
biolixiviacion en funcién de las variables experimentales y permitié
identificar la combinacion 6ptima de concentracion y temperatura.

Se determind el porcentaje de reduccion del cobre presente en circuitos
electronicos de celulares mediante  biolixiviacion  utilizando
Acidithiobacillus ferrooxidans bajo diferentes condiciones experimentales
de temperatura y concentracién bacteriana, obteniendo un porcentaje de
27.2727887% a temperatura 35°C a concentraciéon 10%, demostrando que
fue el que presentd una mayor reduccién de cobre.

Se cuantificé la cantidad de cobre extraido mediante biolixiviacion,
empleando el método de espectrofotometria de absorcion atébmica para

validar la eficiencia del proceso, la mayor cuantificacion obtenida fue
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mediante la temperatura de 35°C a una concentracion de 10* obteniendo
8181.8366 de ppm, esto es debido, a que esta bacteria tiene una mayor
capacidad para tolerar la acidez, se adapta a temperatura altas y siendo
gue esta sea la mas optima condicién ambiental, ya que, tiene una mayor
actividad catalitica que le permite cuantificar mas el cobre, a comparacion

de las otras temperaturas utilizadas.

5.2. Recomendaciones

e Se recomienda el uso de Acidithiobacillus ferrooxidans para futuros
ensayos de biolixiviacion.

e Se recomienda emplear el modelo logistico de crecimiento microbiano
para la cinética de crecimiento para un adecuado analisis estadistico.

e Se recomienda el uso de espectrofotometria atémica para la
cuantificacion del cobre para obtener resultados precisos.

e Se recomienda el empleo del medio 9K, para las bacterias aciddfilas, ya
que, es esencial para el crecimiento del Acidithiobacillus ferrooxidans.

e Se recomienda utilizar el modelo matematico de Luedeking-Piret
modificado para la Biolixiviacion de cobre para un adecuado analisis y
comparacion estadistica.

e Se recomienda un pH £ 2.0 en la recoleccion de muestra de agua acida.

e Se recomienda realizar un preciso andlisis econémico para poder

solventar los gastos.
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VII. ANEXOS
Anexo 1: Materiales, Equipos y Reactivos

Materiales

6 placas Petri

6 matraces

9 botellas de vidrio (500mL)
Etanol 70%

Agua destilada

Asa bacterioldgica
Mechero

Laminas y laminillas

Celulares en desuso (Scraps)

YV V.V V V V V V V VY

Céamara de Neubauer

Equipos

Autoclave

Incubadora

Camara de flujo laminar

Espectroscopia de Absorcion Atomica

Fluorescencia de Rayos X por Reflexién Total (TXRF)
Shaker

pH metro

V V V V V V VYV VY

Microscopio

REACTIVOS

Sulfato de Amonio

Cloruro de Potasio

Fosfato de potasico

Sulfato de Magnesio Heptahidratado
Nitrato de Calcio

Sulfato ferroso Heptahidratado
Sacarosa

vV V.V V V V VYV V

Agar



> Cristal violeta
» Lugol
> Safranina

> Aceite de inmersion

» Acido Fosférico

Anexo 2: Composicién quimica del medio 9k (300 mL)

Tabla 23: Solucion A: Sales 9k para 190 mL de medio

Compuesto Férmula Cantidad
Sulfato de Amonio (NH4)2S04 0.90¢g
Cloruro de Potasio KCI 0.30g
Fosfato de potasico K2HPO4 0.15¢
Sulfato de Magnesio MgS04.7H20 0.15¢

Heptahidratado

Nitrato de Calcio Ca(NO3)2 0.002g
Agarosa 759

Agua Destilada 190 mL

Tabla 24: Solucion B: Sulfato ferroso heptahidratado (110 mL)
Compuesto Formula Cantidad
Sulfato ferroso heptahidratado FeSOa4. 7H20 13.2¢g

Agua Destilada 110 mL




Anexo 3: Disefo de medio de cultivo Acidithiobacillus ferrooxidans

ELEMEN FUENTE % % SO
TO CELULA
NUTRIENTE
N (NH.4).SO 12 10.601 0.883 3.397508494 0.5096262741
4
P KH2PO4 2.5 22.761 9.104 0.3295254833 0.0494288225
K KCI 3 52.445 17.48 0.1716050795 0.02574076193
2
S MgSQO..7 0.5 13.008 26.01 0.1153136531 0.01729704797
H.O 6
Mg MgS0O..7 0.3 13.008 43.36 0.06918819188 0.01037822878
H.O
Fe FeS0O4.7H 0.1 20.089 200.8 0.01493354572 0.002240031858
20 9

Anexo 4: Mapa metabdlico Acidithiobacillus ferrooxidans
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Anexo 5: Recuento bacteriano en Camara de Neubauer

Temperatura Ambiente

Tabla 25: Recuento bacteriano de la solucion madre para las concentraciones

de A. ferrooxidans a temperatura ambiente

X Bacterias Cantidad de cuadros en la camara 1000 mm®
FORMULA= Y Cuadros Volumen de la camara * 1cm3 (o 1ml)

=x millones de bacterias/ml

Conteo en la Camara de Neubauer

Bacterias contadas =46
Cantidad de cuadros en la camara = 400

Cuadros en la Volumen de la cAmara
camara de neubauer = 25 Neubauer improved = 0.1 mm?3
7360000 x millones de bacterias/ml

Tabla 26: Concentraciones de A. ferrooxidans a temperatura ambiente

5
10 1.3587E-08 millones de bacterias/ml
10* . .
1.3587E-09 millones de bacterias/ml
103 . .
1.3587E-10 millones de bacterias/ml




Temperatura 30°C

Tabla 27: Recuento bacteriano de la solucién madre para las concentraciones
de A. ferrooxidans a 30°C

X Bacterias Cantidad de cuadros en la camara 1000 mm®
FORMULA= Yy Cuadros Volumen de la camara * 1cm3 (o 1ml)

=x millones de bacterias/ml

Conteo en la Camara de Neubauer

Bacterias contadas =48
Cantidad de cuadros en la camara = 400

Cuadros en la Volumen de la camara
camara de neubauer = 25 Neubauer improved = 0.1 mm3
7680000 X millones de bacterias/ml

Tabla 28: Concentraciones de A. ferrooxidans a 30°C

5
10 1.30208E-08 millones de bacterias/ml
10* . .
1.30208E-09 millones de bacterias/ml
103 , '
1.30208E-10 millones de bacterias/ml




Temperatura 35°C

Tabla 29: Recuento bacteriano de la solucion madre para las concentraciones

de A. ferrooxidans a 35°C

X Bacterias Cantidad de cuadros en la camara 1000 mm3
FORMULA= ¥y Cuadros * Volumen de la camara * 1cm3 (o 1ml)

=x millones de bacterias/ml

Conteo en la Camara de Neubauer

Bacterias contadas =50
Cantidad de cuadros en la camara = 400

Cuadros en la Volumen de la camara
camara de neubauer = 25 Neubauer improved = 0.1 mm?3
8000000 X millones de bacterias/ml

Tabla 30: Concentraciones de A. ferrooxidans a 35°C

10° . .
1.25E-08 millones de bacterias/ml

10* . .
1.25E-09 millones de bacterias/ml

103 . .
1.25E-10 millones de bacterias/ml




Anexo 6: Datos de Biolixiviacion de Cobre en porcentajes

Tabla 31: Biolixiviacion de Cobre (%) a distintas concentraciones de

Acidithiobacillus ferrooxidans para diferentes temperaturas

Reduccion del Porcentaje de Cobre (ppm)

35°C 30°C Ambiente

t (h) 10° 104 108 10° 104 108 10% 104 108

0 33.9364473 | 33.8574487 | 33.6127437 | 33.7606507 | 33.5290817 | 33.5509113 | 33.4045943 | 34.0051087 | 33.573784
24 33.307176 | 33.646077 |33.5552253|32.8762807 | 33.156087 |33.4737173|32.9762807 | 33.8229077 | 33.5539787
48 |32.3044207 | 32.6074557 | 33.2507867 | 32.0387893 | 32.8074523 | 33.3087433 | 32.1724213 | 33.1407771 | 33.3087467
72  [30.6717267 | 31.271778 |32.7130873 | 31.0460917 | 31.9742453 | 32.879208 | 31.086425 |32.7408707 | 33.2103907
96 [29.6405077 | 29.9363223 | 32.241794 |29.5099733 | 31.4394137 | 32.4099717 | 29.9747863 | 31.106332 | 32.9424123
120 | 28.257309 |28.5998667 | 31.3927543 | 28.216275 | 29.65554 | 31.992908 |28.5797537 | 29.9888833 | 32.5260877
144 | 27.6549777 | 27.4316443 | 30.7743247 | 27.9087423 | 28.2764573 | 31.4066417 | 28.1074793 | 29.3332067 | 32.3708767
168 | 27.406122 |27.2727887 | 30.6088793 | 27.738574 | 28.1424567 | 31.2894367 | 28.0052773 | 29.139417 | 32.2898087

Anexo 7: Panel Fotografico

Figura 16: Preparacién de la solucion de acido sulfarico 10N (100ml)




Figura 19: Una vez pesado el eactivo—, se agreg6 110 mL de agua destilada



Figura 22: Incubacion en la estufa a 30°C por 5 dias



Figura 25: Preparacién de medio 9k liquido para los ensayos de biolixiviacion



Figura 28: Se agreg6 109 de scraps a cada tratamiento de Acidithiobacillus
ferrooxidans
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Figura 30: Acidificacion del medio 9k
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Figura 31: Solucion Ay B mezcladas
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Figura 32: Preparacion de medio 9k liquido
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Figura 33: Preparacién de medio 9k para las replicas
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Figura 34: Preparacion de medio 9k para las replicas
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Figura 37: Preparacion de las diluciones de Acidithiobacillus ferrooxidans
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Figura 38: Inoculacion de las diluciones correspondiente e incubacion en el
shaker a 35° C
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Figura 43: Peso seco con biomasa
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Figura 46: Preparacion de diluciones
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Figura 49: Camara de Neubauer
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Figura 50: Recuento en la cAmara de Neubauer
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Figura 51: Recuento en la cAmara de Neubauer



