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RESUMEN

En la tesis que se presenta a continuacion, el objetivo general fue determinar la influencia
del tiempo y la temperatura en la recuperacion de manganeso por biolixiviacion de un
mineral de Namora — Cajamarca, 202; para lo cual se ha considerado el proceso de
biolixiviacion con bacterias como una propuesta alternativa para la recuperacion de
manganeso, a partir de muestras representativas obtenidas de afloramientos, alteraciones y
cambios litoldgicos referidos a diferentes mantos de mineralizacion. La lixiviacion
microbiana de 6xidos de manganeso, ha sido objeto de estudios de laboratorio, realizados
durante 7 dias, las muestras obtenidas de pirolusita contienen entre 17% al 31% de Mn, con
presencia de caolinita, goethita y cuarzo. Se requirié el contacto bacteriano con el mineral
para una lixiviacion optima. La presencia de pirolusita en el conjunto mineral redujo
ligeramente las tasas de lixiviacion. Concluyendo que, las tasas de lixiviacion alcanzaron los
3 gramos de Mn?* litro/dia (hasta 20 gramos de Mn?*/kilogramo/dia). Las tasas de lixiviacion
se incrementaron con el aumento de las concentraciones de azucar (hasta un 15% de melaza
(p/v)) pero los rendimientos de Mn?*/ nutriente disminuyeron. Las especies de Enterobacter
fueron los microbios ejecutivos a 30° C, mientras que un baston Gram positivo no
identificado fue dominante a 70° C. Las mejores tasas de lixiviacion se obtuvieron a 50-60
°C.

Palabras clave: Biolixiviacion, bacterias, enterobacter, melaza, colonias.
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CAPITULO I. INTRODUCCION
1.1. Realidad problematica
Actualmente, las entidades gubernamentales a nivel mundial han tomado mayor
interés respecto a la contaminacion ambiental, debido a las influencias negativas de la
polucion en la agricultura y en la salud humana. Dentro de los diferentes tipos de
contaminacion ambiental se encuentran las derivadas de las actividades minero
metaldrgicas que, como resultado de sus diversas operaciones, generan contaminantes.
Estos pueden ser efluentes liquidos, solidos y/o gaseosos, que necesariamente
requieren de la aplicacién de técnicas de tratamiento antes de ser devueltos a la
naturaleza. Asimismo, es importante mencionar que, dentro de los procesos mineros
metaldrgicos, las principales fuentes de contaminacion ambiental son las aguas de
mina, los efluentes de los procesos metallrgicos, y los drenajes de los depdsitos de

relaves y de los desmontes (Osinergmin, 2016).

Existen diferentes métodos que permiten proteger nuestra salud y medio ambiente, ya
que es necesario tomar medidas adecuadas para controlar la contaminacion. Entre
ellos, uno de los métodos que esté siendo utilizado con éxito para procesar los efluentes
contaminados es el tratamiento bioldgico (biolixiviacion) seguido de una
neutralizacion. Esta tecnologia ha demostrado tener costos mas baratos que otros
procesos. En el trabajo de investigacion que se presenta se ha considerado el proceso
de biolixiviacion con bacterias como una propuesta alternativa para la recuperacion de
manganeso, a partir de muestras representativas obtenidas de afloramientos,
alteraciones y cambios litologicos referidos a diferentes mantos de mineralizacion

ubicados en el distrito de Namora, provincia de Cajamarca.
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La lixiviacion microbiana de 6xidos de manganeso, ha sido objeto de estudios de
laboratorio, realizados durante 7 dias, las muestras obtenidas contenian entre 17% al
31% de Mn, compuestas de caolinita, goethita y cuarzo. Por lo cual se requirié un
proceso de bajo costo que puede formar al menos 3-6 gramos de Mn?*/litro. El ion
manganoso disuelto podria luego procesarse mas para formar compuestos de mayor

calidad, como un elemento en fertilizantes agricolas 0 como éxidos de manganeso.

Las bacterias del género Enterobacter son bacilos gram negativos pertenecientes a la
familia Enterobacteriaceae, ampliamente distribuidos en la naturaleza. Se les puede
encontrar en el suelo, agua y como parte del microbiota de animales, insectos y tracto
gastrointestinal humano. Incluye 21 especies dentro de las cuales se define el complejo
Enterobacter cloacae. Fue descrito en 1890 como Bacillus cloacae, sufriendo varios
cambios taxondmicos hasta ser nombrado como E. cloacae por Hormaeche y Edwards
en 1960. La relacion dentro de este complejo se establece a partir de la hibridacién
ADN-ADN de genomas completos, pruebas bioquimicas y por la secuenciacion del

16S ARNr y del gen HSP60 (Silva y Martinez, 2012).

Las bacterias son microorganismos que se reproducen por fision binaria, y se presentan
en tres formas: esféricas o cocos, alargadas o bacilos y curvadas o espirilos (Vargas &
Kuno, 2014). La mayor parte de las bacterias son visibles como colonias rapidamente
cuando se las siembra en medios de cultivo solidos. Para que esto suceda, requieren de
una incubacion de aproximadamente 24 horas en una temperatura que favorezca su

crecimiento (Pirez & Mota, 2006).
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El aspecto de cada colonia suele ser constante para cada género y especie bacteriana,
es por ello que se considera los siguientes aspectos (Granados & Villaverde, 2003):
tamafo (mediano 1 a 2 mm, grande 4 a 6 mm) extendidas de tal manera que invaden
toda la superficie del medio solido y puntiformes (0.5 mm de diametro
aproximadamente); forma (puntiforme, circular, rizoide, filamentosa, irregular,
fusiforme); elevacion (plana, convexa, umbilicada, acuminada, plano — convexa,
papilada); bordes (entero, ondulado, filamentoso, rizoide, lobulado, espiculado);
transparencia y coloracion (es comun que las colonias tengan algun tipo de color
debido a la produccion de pigmentos), superficie (lisa, rugosa, mucosa, seca),

consistencia de la colonia (duras, viscosas, mucosas, secas, muy secas, Cremosas).

El manganeso es el elemento quimico con el nimero atomico 25. Situado en el grupo
VII de la tabla periddica de los elementos y se simboliza como “Mn”. A menudo se
encuentra en combinacion con el hierro en estado solido. Como elemento libre, el
manganeso es un metal con aleacion de metales industriales con importantes usos; uno
de ellos es en los aceros (contiene cerca del 12% Mny 1.2% C) que combina alta dureza
y ductilidad con una gran capacidad de endurecimiento por deformacion y una buena
resistencia al desgaste. El fosfatado de manganeso se utiliza como tratamiento para la
prevencion de laoxidacion y corrosion del acero. Dependiendo de su estado de
oxidacion, los iones de manganeso tienen colores diferentes y se utilizan
industrialmente como pigmentos. Los permanganatos alcalinos y de metales
alcalinotérreos son oxidantes poderosos. El dioxido de manganeso se utiliza como

catodo en las pilas alcalinas (Lugo, 2017).
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Tabla 1:

Propiedades Fisico - Quimicas del Manganeso

PROPIEDADES VALORES
Numero atomico 25
Valencia 2,3,4,6y7
Estado de oxidacion +2
Electronegatividad 1.5
Radio covalente (A) 1.39
Radio i6nico (A) 0.80
Radio atémico (A) 1.26
Configuracion electrénica [Ar] 3d°4s?
Potencial primero de ionizacion (eV) 7.46
Masa atémica (g/mol) 54.938
Estado ordinario Solido
(generalmente
no
magnético)
Densidad (g/ml) 7.43
Punto de ebullicion (°C) 2,150
Punto de fusion (°C) 1,245
Entalpia de vaporizacién 226 KJ/mol
Entalpia de fusion 12.05 KJ/mol

Fuente: Elaboracidn propia.

Tabla 2:

Minerales principales del Manganeso

NOMBRE FORMULA CARACTERISTICA
Color: Gris metalizado
Pirolusita Mn*40;, Raya: negra

Lustre: Submetalico

Ortiz Lucano A.; Costales Saucedo E.
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Color: negro grisaceo

Manganita Mn*30(OH) Raya: pardo oscuro
Lustre: Submetalico
Color: gris acero
Ramsdellita Mn*40, Raya: negro mate
Lustre: metalico
Color: negro marrén
Hausmannita Mn*2Mn*3 Raya: marrén oscuro
20, Lustre: Submetalico
Color: negro
Bixbyita Mn*3 Raya: negra
203 Lustre: metalico
Color: rojo de rosa
Rodocrosita MnCOs3 Raya: blanca
Lustre: vitro a
nacarado
Color: negro-hiero
Alabandita MnS Raya: verde oscura
Lustre: Submetalico
Color: rojo-carne
Rodonita (Mn?*) SiO3 Raya: blanca

Leucofenicita

Espersatina

Serandita

an(SiO4)3(OH)2

Mn?*3 Alx(SiO4)s

Na (Mn?")2Si30g(OH)

Lustre: vitreo-mate

Color: rojo-marron
Raya: rosa claro a
blanco

Lustre: Vitreo

Color: naranja rojizo
Raya: blanca
Lustre: vitro

Color: rosa palido
Raya: blanca
Lustre: vitreo

Fuente: Elaboracion propia.
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Entre las técnicas biologicas de recuperacion de sitios contaminados por metales
pesados que ha surgido en las ultimas décadas es la biolixiviacion; técnica que busca
solubilizar de manera ex - situ, los metales pesados mediante el uso de
microorganismos tanto hongos como bacterias. La biolixiviacion esta basada en la
capacidad de los microorganismos para transformar compuestos solidos en elementos
solubles y extractables. Las ventajas de la tecnologia de biolixiviacién incluyen
condiciones de reaccion suaves, bajo consumo de energia, proceso simple, bajo
impacto ambiental y es adecuado para el bajo grado de colas mineras, residuos y suelos

contaminados (Deng et al, 2012).

Generalmente, los microorganismos estan involucrados en la movilidad de los metales
a través de su oxidacién, reduccion, acumulacion y sus metabolitos durante la
biolixiviacion. Se han realizado estudios que especifican los mecanismos de
biolixiviacion segun el tipo y especie de microorganismo. Por ejemplo, el mecanismo
de biolixiviacion de A. niger, P. simplicissimun, P. purpurogenum fue relacionada a la
produccién de metabolitos de bajo peso molecular, principalmente acidos organicos
tales como &cido glucoénico, acido piravico, acido citrico, acido oxalico, acido malico
y acido succinico, pero es diferente que el mecanismo de R. rubra, A. thiooxidansy A.
ferrooxidans. La biolixiviacion del R. rubra fue relacionada a su actividad metabolica
y a macromoléculas estructural de la capsule y pared celular. La biolixiviacion del A.
thiooxidans y A. ferrooxidans contribuyen a los mecanismos de ‘“contacto” y “no
contacto”. El mecanismo de “contacto” toma en cuenta que la mayoria de las células
se adhieren a la superficie de los sustratos de biolixiviacion. El mecanismo de “no
contacto” esta relacionado a las reacciones redox tales como la reduccion del hierro

(11) a la oxidacion de Azufre (Midence y Garcia, 2013).

Ortiz Lucano A.; Costales Saucedo E. Pag. 13
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Segun Bayat (2011) se utilizan tres grupos de microorganismos utilizados para los
procesos de lixiviacion: bacterias autotréficas, bacterias heterotréficas y hongos. Por
su parte, Gadd (2004) expresa la clasificacion de la biolixiviacion en funcién de los

organismos heterétrofos y autotrofos.

Shinner & Klauser, (2005) hacen mencion sobre las condiciones que influyen en los
procesos de biolixiviacion se incluyen diversos parametros medibles como lo son: la
cantidad de sustrato disponible, temperatura de ambiente para crecimiento de
microorganismos, pH condicionante para los microorganismos, familia y género de

microorganismos y las condiciones quimicas-fisicas del medio o muestra.

Segun Midence y Garcia (2013), la efectividad de la biolixiviacion depende
esencialmente de la eficiencia de los microorganismos y de la composicion quimica
del solido. EI maximo rendimiento de extraccion de metal puede lograrse solamente
cuando las condiciones de lixiviacién corresponden con las condiciones optimas de
crecimiento de los microorganismos. Para ello, es necesario complementar el medio
de cultivo con sales de amonio, fosfatos y magnesio. Un adecuado suministro de
oxigeno es un requisito para el buen crecimiento y la mayor actividad lixiviante de las
bacterias. En el laboratorio esto puede lograrse por aireacién o por agitacion. También
el ajuste del valor de pH correcto es una condicidn necesaria para el crecimiento de la
cepa y para la solubilizarian de los metales. El pH en el proceso de biolixiviacion
depende de la capacidad tampdn. La capacidad tampon es lentamente disminuida por

la produccion continua de acido a partir de la oxidacion de compuestos del azufre.
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(13

Segin Unda (2020) en su trabajo de investigacion titulado “: Aislamiento e
identificacion de bacterias nativas biodegradadoras de Cianuro y Arsénico presente en
relaves mineros de oro”, el objetivo de esta investigacion fue aislar e identificar
bacterias nativas de los relaves mineros de oro de la Planta de Beneficio “Virgen de la
Nube” del canton Portovelo y determinar la concentracion de indculo bacteriano
requerido para degradar Cianuro y Arsénico. Se recolectaron 3 muestras de relaves
entre los meses de septiembre y octubre del 2019. La valoracién y determinacion de la
biodegradacion de los contaminantes y la concentracion 6ptima de indculo bacteriano
se lo realizo a partir de la formulacion de 3 estandares de McFarland en medios de
cultivo controlados con el contaminante como sustrato limitante para el crecimiento,
evaluando el crecimiento de la biomasa cada 24 horas durante 5 dias. Concluyendo
que los valores promedios obtenidos del analisis fisicoquimico de los relaves mineros
fueron: pH de 7.35; conductividad eléctrica de 1791 uS/cm; concentracion de Cianuro
de 0.57 mg/kg; y, concentracién de Arsénico de 1694.47 mg/kg. Se aislaron un total
32 colonias de bacterias, 15 cepas bacterianas resultaron degradadoras de Cianuro, de
las cuales fueron identificadas 3 especies: Burkholderia pseudomallei, Bacillus spp.,
Bacillus sphaericus; y, 17 cepas resultaron biodegradadoras de Arsénico de las cuales
se identificaron 6 especies: Burkholderia pseudomallei, Burkholderia cepacia,
Pseudomonas putida, Enterobacter agglomerans, Bacillus pumilus, Bacillus

coagulans. Se determind que las especies Bacillus sphaericus y Burkholderia cepacia

presentaron la mayor capacidad de biodegradar Cianuro y Arsénico, respectivamente.

Rodriguez (2012), en su tesis denominada: “Lixiviacion 4cida de escombros lateriticos
a presion Atmosférica”, el objetivo fue evaluar de forma preliminar la influencia de

diferentes factores en la extraccion del Ni, Co y Fe al lixiviar los escombros lateriticos
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con acido sulfarico a presion atmosférica, utilizando melaza azucarera como agente
reductor. Las corridas experimentales se efectuaron a escala de laboratorio, segun un
disefio factorial completo del tipo 2n. Se estudiaron cinco factores: las relaciones en
peso Acido/Mineral, Melaza/Mineral y Permanganato de potasio/Mineral, la relacion
Liquido/Solido y el Tiempo de residencia del mineral. Se obtuvo un modelo estadistico
—matematico que define la dependencia entre el Grado de Extraccion de cada elemento
objeto de estudio con respecto a cada factor estudiado y sus interacciones. Se
comprobd que las extracciones de estos metales seran mas elevadas mientras mayor
sea la cantidad de acido y de melaza, siendo negativa la presencia del oxidante
permanganato de potasio. Las mejores extracciones del niquel y el cobalto oscilaron
entre 86 y 90 %, las cuales se obtienen al cabo de 20 dias de preparacion del mineral
para la lixiviacion con una relacion Acido/Mineral de 0,25 y Melaza/Mineral de 0,1.
En estas condiciones se extrae aproximadamente el 90 % del hierro contenido en los
escombros. Estos resultados abren la posibilidad de desarrollar una nueva forma para

recuperar el niquel y el cobalto contenidos en los escombros lateriticos.

Estrada (2019) en su tesis denominada “Evaluacién de la lixiviacion bacteriana de
minerales mixtos de la mina Utcush para la recuperacion de cobre — Huanuco — 20187,
el objetivo principal fue, recuperar cobre contenido en los minerales mixtos de la mina
Utcush- Huanuco, evaluando por el método de la lixiviacion bacteriana. Concluyendo
que la recuperacion alcanzada de 65,3% de cobre a — 400 mallas es todavia baja, debe
realizarse mas pruebas para mejorar esta recuperacion, aungue la teoria dice que las
bacterias lixivian bien los sulfuros de cobre como calcosita, covelita y bornita, pero
con la calcopirita tienen un comportamiento caprichoso, pero tambien como

alternativa recomiendo que los minerales mixtos de cobre de la mina Utcush se debe
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procesar haciendo una lixiviacion acida de la fraccion oxidada y luego una lixiviacion
bacteriana para recuperar el cobre de la fraccion sulfurada, a ello debe adicionarse una
evaluacion econémica preliminar del proyecto, que a su vez decidiria una mayor
inversion en pruebas complementarias, especificamente Utiles y propongo la

lixiviacion bacteriana en pilas y se disefie las pilas de lixiviacion.

Las condiciones dptimas de crecimiento de la bacteria Thiobacillus ferrooxidans se
sabe que es capaz de crecer en el rango de temperaturas de 25 a 45°C, estando su
temperatura 6ptima probablemente alrededor de los 32 a 35°C. En cuanto a pH el
Thiobacillus ferrooxidans crece en el amplio rango de 1 a 5, estando el 6ptimo
alrededor de 2 a 4. Aparte del pH y temperatura, influyen grandemente en su cinética
de crecimiento la composicién de sales del medio, la concentracion o presion parcial
de CO., el tamafio de la particula del mineral, la presencia de ciertos iones metalicos
inhibidores y los surfactantes, también son factores influyentes en el proceso (Estrada,

2019).

Reyes, Lopez, Alvarado y Valencia (2016) en su investigacion “Biolixiviacion de
Minerales Auriferos Refractarios de la Compafiia Minera Sayapullo S.A.” utilizo el
disefio experimental en el cual presenta dos mecanismos de biolixiviacion o lixiviacion
bacteriana: directa, donde las bacterias ferrooxidans pueden lixiviar sulfuros metalicos
directamente sin participacion del sulfato férrico producido biolégicamente y la
indirecta, donde el sulfato férrico es un oxidante fuerte capas de degradar y disolver
una amplia variedad de minerales sulfurados, es decir depende de la regeneracion
bioldgica del sulfato férrico, es por ello que se aplica el método indirecto. En el

desarrollo del experimento presenta las siguientes etapas: cianuracion y/o thioureacion
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directa; y Biooxidacion-lixiviacion férrica seguido de cianuracion y/o thioureacion. En
la parte Bioquimica presenta 2 biorreactores de lecho empacado air lift con una bomba
de aire para el suministro del mismo en forma continua para cada una. En la lixiviacion
férrica, cianuracion y/o thioureacion se utilizé un sistema de agitacion constituido por
2 agitadores. Se extrajo 10 muestras de 1 litro cada una de diferentes puntos de la
Compaiia Minera Sayapullo, se cultivé la muestra utilizando el medio 9k con 20% de
muestra'y 80% medio mas sulfato ferroso de esta manera se podra evaluar la oxidacion
del ferroso y la presencia de microorganismos. Se concluyé que las mas altas
extracciones de oro y plata se da cuando el mineral de cabeza es molido a 81% -m200
y con biooxidacion tratado posteriormente por cianuracion teniendo 65% y 73.22% de
extraccion respectivamente. Finalmente, la Biolixiviacion o lixiviacion bacteriana
indirecta es factible aplicar a minerales auriferos refractarios, por lo que se propone

una alternativa viable para el procesamiento de dichos minerales.

Seglin Alvarez (2017) en su tesis “Evaluacion de la biooxidacion de concentrado
arsenopiritico aurifero por pretratamiento con bacterias quimiolitotrofas acidofilas que
mejoren la recuperacion del oro por cianuracion en la empresa minera Eminsol S.A.
Bolivia”, evalla la biolixiviacion de un concentrado arsenopiritico aurifero por pre
tratamiento con una cepa quimiolitotrofa, para de alguna forma mejorar las
condiciones de recuperacion del mineral, consistio en realizar pruebas experimentales,
primeramente, se hizo un pre tratamiento al concentrado de arsenopirita aurifera ricos
en metales preciosos antes del proceso de lixiviacion con cianuro y luego evaluar la
cianuracion directa. De lo cual se obtuvo que las pruebas de biooxidacion de las
bacterias A. ferrooxidans y el consorcio, aplicado a las muestras del concentrado de

arsenopirita aurifera, si se varia en el porcentaje de solidos de 8 y 12%, esto favorece
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en un 8%, lograndose asi una mayor biooxidacion y crecimiento bacteriano, debido a
que los microorganismos presentan menor estrés de las bacterias al 12 %. Asi mismo
la cianuracion directa sin tratamiento de la arsenopirita aurifera presenta una maxima
recuperacion del 51.57 % a las 72 horas del proceso, debido a que un porcentaje del
oro sigue encapsulado dentro de la matriz de la arsenopirita, y al realizar el

pretratamiento de biooxidacion se logra beneficiar la recuperacion del oro.

1.2. Formulacion del problema
¢Cual es la influencia del tiempo y la temperatura en la recuperacion de Manganeso
por biolixiviacion de un mineral de Namora — Cajamarca?
1.3. Objetivos
1.3.1.Objetivo general
Determinar la influencia del tiempo y la temperatura en la recuperacion de

Manganeso por biolixiviacion de un mineral de Namora — Cajamarca, 2021.

1.3.2. Objetivos especificos
e Caracterizar el mineral de manganeso y los microorganismos para la
biolixiviacion.
e Determinar los efectos de la biolixiviacion en prueba de botellas sin
agitacion a 30° C.
e Determinar los efectos de la biolixiviacion en prueba de botellas con
agitacion continua.
e Determinar los efectos de la biolixiviacion en prueba de botellas en la

mineralogia de las muestras y recuperacion de manganeso.
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1.4. Hipotesis

1.4.1.Hipotesis general

Al determinar la influencia del tiempo y la temperatura en la recuperacion de

manganeso por el proceso de biolixiviacion haciendo uso de Enterobacter

Cloacae y Enterobacter agglomerans, se lograra establecer temperatura 6ptima 'y

tiempo para obtener un porcentaje rentable del mineral en estudio.

1.4.2. Hipotesis especificas

Realizando la caracterizacién de manganeso y los microorganismos, se
identificara las leyes presentes en las muestras y las colonias de bacterias

que se desarrollen y aporten en el proceso de biolixiviacion.

Al determinar los efectos de la biolixiviacion en prueba de botellas sin
agitacion a 30° C, se lograra identificar los tipos de colonias de bacterias que
seran capaces de crecer en condiciones microacrébicas a altas

concentraciones de manganeso a la temperatura sefialada.

Al determinar los efectos de la biolixiviacion en prueba de botellas con
agitacion continua, se lograra identificar el rendimiento de ion manganoso
disuelto, su variacion segun la especie microbiana, la concentracion de la
fuente de carbono y la densidad del diéxido de manganeso sélido por

volumen de suspension.

Al determinar los efectos de la biolixiviacion en prueba de botellas en la

mineralogia de las muestras y recuperacién de manganeso, se identificara
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las formas cristalinas de los 6xidos de manganeso y la tendencia hacia tasas

de lixiviacion bacteriana mas lentas en 0xidos.
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CAPITULO Il. METODOLOGIA
2.1. Tipo de investigacion
El presente proyecto corresponde a una investigacion Aplicada, del tipo Experimental
anivel de laboratorio, ya que los datos de las muestras tomadas en campo se manejaron
en el laboratorio, se analizaron colonias de veinticuatro horas de placas de agar de
sacarosa / levadura para detectar la presencia de enzimas oxidas (miembros de
Enterobacter Cloacae) y catalasa (células aerobias), incluyendo el seguimiento de
crecimiento de las colonias, la fermentacion estatica, la incubacion del reactor

continuo con estafio y el andlisis quimico.

Vargas (2009), nos indica que el tipo de investigacion Aplicada es una forma de
conocer las realidades con una prueba cientifica; requiere obligatoriamente de un
marco tedrico, sobre el cual se basara para generar una solucion al problema especifico
que se quieraresolver, se centra en el analisis y solucion de problemas de varias indoles
de la vida real, asi como también se nutre de avances cientificos y se caracteriza por

su interés en la aplicacién de los conocimientos.

Segtin Palella y Martins, (2012) “El disefio experimental es aquel seglin el cual el
investigador manipula una variable experimental no comprobada, bajo condiciones
estrictamente controladas. Su objetivo es describir de qué modo y porque causa se
produce o puede producirse un fendmeno. Busca predecir el futuro, elaborar
pronosticos que una vez confirmados, se convierten en leyes y generalizaciones
tendentes a incrementar el cimulo de conocimientos pedagdgicos y el mejoramiento

de la accién educativa” (p.86).
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2.2. Poblacion y muestra

2.3.

Poblacion

Mineral de manganeso localizado en el departamento de Cajamarca.

Muestra

100 kg de mineral de Manganeso localizado en la zona de San Jorge de Chuchun,

Namora.

Técnicas e instrumentos de recoleccion y analisis de datos

Para la recoleccion de datos se utilizaron las técnicas de observacion directa, analisis

documental y experimentacion.

2.3.1.

2.3.2.

Observacion directa

Se hizo una observacion directa del deposito ubicado en la zona de San Jorge
de Chuchun, Namora, donde se evidencio la presencia de afloramientos y
algunos mantos en los cuales estaba contenido el mineral de manganeso,
ademas ya se tenia conocimiento de las leyes presentes en el depésito debido
al analisis de laboratorio (Anexo 01), proporcionado por el duefio de la
concesién , por lo cual se planted la idea de realizar la recuperacion de mineral
haciendo uso de la lixiviacion bacteriana, ya que implicaria un menor costo,
para lo cual se recolectaron muestras para la realizacion del proceso a nivel de

laboratorio que permitan determinar la viabilidad del mismo a gran escala.

Anélisis documental

Se utilizo esta técnica, ya que se investigd diversos estudios relacionados al
proceso de biolixiviacion en minerales de manganeso. Dichas investigaciones
fueron catalogadas como: articulos cientificos, tesis, boletines informativos

geoldgicos, etc. Los cuales fueron recopilados a través de diversas plataformas
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virtuales como Alicia Concytec, Google Académico, Scielo, etc. Asimismo, se

revisé mapas geologicos dentro del Geocatmin.

2.3.3. Experimentacion

Se recogi6 100 kg de mineral, el cual fue chancado, pulverizado y cargado en
las botellas, del mismo modo se monitoreo el crecimiento de las colonias de
bacterias con medio de sacarosa / levadura solidificada con agar (1,0% p / v).
Las colonias individuales, que crecieron en medios solidos dentro de las 48
horas a 30 °C, se seleccionaron sobre la base del color, la formay el tamafio.

Se realiz6 la incubacion de bacterias en las botellas a nivel estatico y giratorio
para determinar cuél proceso genera el desarrollo de las mismas contribuyendo

a la recuperacion de mineral en porcentajes altos.

Para el analisis de datos, los resultados de la experimentacion por el método de la
prueba de botellas estaticas y giratorias, se organizaron en una de base de datos digital
en Excel, creada inicialmente con los datos generales de dichas pruebas, para poder
tabular la informacion obtenida del procedimiento de lixiviacion con bacterias en
tablas, las cuales nos ayudaron a la creacion de gréaficos que permitan una mejor

interpretacion de los resultados.

2.4. Procedimiento
El tipo de investigacidn que se utiliz en este trabajo es experimental, por lo cual se
realizaron varias pruebas en laboratorio y la técnica que se utilizé fue la prueba de

botellas que permitio realizar 02 procesos de biolixiviacion, el estatico y giratorio.

2.4.1. Etapa |: Gabinete
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Se realizd la revision de la bibliografia referente al tema de investigacion a
nivel internacional, nacional y local. Asimismo, se hizo la revision de mapas
geoldgicos y ubicacion de depositos de manganeso en Cajamarca mediante el
Geocatmin. Una vez ubicado el yacimiento, se procedio con la peticion de
permiso del duefio de la concesion donde estaba ubicado el depdsito mineral.

Figura 1

Localizacion del mineral de manganeso- Namora

e o BT

ar Derecho Minero

.} => Esle: 793863.17 Norie: 9206290.48 Zona: 17

Fuente: Geocatmin

La accesibilidad al yacimiento en base al Geocatmin es mediante la carretera
asfaltada Bafios del Inca— Namora. Se toma un desvio en el cruce que tiene las
siguientes coordenadas Este 790903.53 y Norte 9209840.85. A Partir de ese

punto el camino es de herradura hasta llegar a la concesion.

Etapa I1: Trabajo de laboratorio
Se identifico la composicion mineraldgica de la muestra, la cual contiene una

amplia variedad de Oxidos de manganeso esencialmente tetravalentes (14
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oxidos registrados). Principalmente, se utiliz6 un medio liquido no estéril en
cultivos de rutina. EI pH en el momento de la inoculacion fue de 5.9 £ 0.25. Se
utilizé melaza de cafia de azucar al 10% (p/v) excepto donde se indique como
la principal fuente nutricional en cultivos liquidos. La melaza constaba de
aproximadamente 35% de sucrosa mas 1-12% de glucosa, fructosa, almidon y
otros carbohidratos menores. La melaza también contiene un 10% de ceniza
(K, Mg. Ca, Na, SO4, CI, P y Si) y un 0,6% de nitrégeno, junto con las
vitaminas A y B. El potasio representa el 30-50% de los elementos inorganicos
de la ceniza. El jarabe viscoso de reserva contenia aproximadamente un 20%

de humedad. Se utiliz6 agua de 6smosis inversa para las diluciones.

Las colonias de bacterias se purificaron mediante una Unica franja de colonias
y luego cada organismo se volvié a sembrar en un medio sélido impregnado
con MnO; estéril submicrométrico, molido. Se analizaron colonias de
veinticuatro horas de placas de agar de sacarosa / levadura para detectar la
presencia de enzimas oxidas (miembros de Enterobacteriaceae) y catalasa

(celulas aerobias).

El mineral finamente molido se prepar6 en un molino, se trituraron treinta
gramos de mineral durante aproximadamente una semana a 30 rpm en 100 ml
de agua (6smosis inversa). Se dejo reposar la suspensién durante 10 minutos y
se afladid 1 ml de sobrenadante, que contenia el intervalo de tamafio de
particula de sub-micrones, por 20 ml de mezcla de nutrientes de agar antes de

esterilizar en autoclave a 15 psi durante 20 min. Los medios sélidos en 48 horas
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a 70° C, se seleccionaron y purificaron por estriado de una sola colonia. Los
recuentos viables se realizaron utilizando la técnica de placa extendida con el
agar manganeso/sacarosa/extracto de levadura anterior. Los recuentos de
células totales se realizaron usando microscopia de contraste de fase. No se

determinaron las células adheridas a las particulas de manganeso.

Las fermentaciones discontinuas se realizaron en solucion estatica con
resuspension de particulas por agitacion mecanica una vez cada dos dias. El
matraz de 250 ml se tapd a rosca para excluir los desechos en el aire y en
cultivos a largo plazo no se intenté mantener los cultivos estériles. Después del
crecimiento por lotes (3 dias), el sobrenadante y las matas se mezclaron y
centrifugaron a 8.000 g durante 15 minutos. Se utilizaron quince mililitros del
sobrenadante (Ca 108 células / ml) antes de la centrifugacion para reinocular

lotes posteriores.

Los experimentos se realizaron al menos 2 veces, el ion manganeso tiende a
adsorberse en MnO2 a pH> 5 y limita la lixiviacion adicional. Como el éxido
de manganeso tiene una solubilidad insignificante en acido sulfurico diluido a
temperatura ambiente, el i6n manganeso adsorbido se volvié a disolver en
H2S04 (0,03 M, pH 1,5, 2 x 100 ml). EI mineral tratado con &cido se lavo dos
veces con 100 ml de agua de ésmosis inversa para llevar el pH de los sélidos a
aproximadamente pH 7. Las concentraciones de Mn? * indicadas aqui son la
suma del 4cido desorbido y el Mn?* soluble al final de cada lixiviacion por

lotes. Después de lavar los residuos tratados con acido y con agua, el sedimento
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centrifugado se resuspendio en melaza fresca, se indculo de 15 ml del lote

anterior.

2.4.3. Etapa Il11: Procesamiento de datos en gabinete
Los datos tomados se organizaron en una de base de datos digital en Excel,
procesando en tablas los resultados de analisis quimico con el reporte de
Analisis de laboratorio, de igual manera con la caracterizacion de los medios
de cultivo y de los microrganismos. Los resultados de la experimentacion
sirvieron para construir tablas y graficos de la lixiviacién para determinar la
influencia de la variable independiente (tiempo y temperatura) en la variable
dependiente (recuperacion de manganeso), para una mejor interpretacion de los
resultados.

2.5. Aspectos éticos

Para cumplir con la resolucion y protocolo que nos brinda la Universidad, el desarrollo

de esta investigacion se rige bajo los aspectos éticos estrictamente relacionados al uso

del Manual de Redaccion APA, evitando asi plagios, valiéndose de una correcta

situacion de autores y coautores de las investigaciones antecesoras a esta.

Ortiz Lucano A.; Costales Saucedo E. Pag. 28



“Influencia del tiempo y la temperatura en la

recuperacion de manganeso por biolixiviacion
UNIVERSIDAD : _ ,
PRIVADA DEL NORTE de un mineral de Namora — Cajamarca, 2021

N

3.1. Caracterizacion del mineral de manganeso y los microorganismos para la

CAPITULO I1I. RESULTADOS

biolixiviacion
3.1.1. Caracterizacion del mineral

La composicién de este mineral de baja ley fue: Mn total 17% al 31%, SiO-
28%, Alx03 22%, Fe 8% con cantidades menores de Ti, B, K, Mg y Ca. El
mineral contiene una amplia variedad de 6xidos de manganeso esencialmente
tetravalentes (14 oOxidos registrados, por ejemplo, pirolusita, criptomelano,
todorokita, romanechita).

Figura 2

Reporte de Analisis de Laboratorio
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Laboratory s«

ARALS OF WENERALLS | WYTSTIGACIONES W T aCAY

INFORME DE ANALISIS QUIMICO

CLIENTE: NEGOCIOSARGOSE.LR.L N2COD. 54393
TIPO DE MUESTRA : MINERAL
IDENTIFIC. DELAMUESTRA: M1-C

MUESTRAS RECIBIDAS : 1
DETALLE DEL ENVASE : SOBRE/SELLADO
FECHA DE RECEPCION : 1/07/2020
INSTRUCCION DE ANALISIS :  TIPOLOTE
METODO ANALITICO : ABSORCION ATOMICA
RESULTADOS :

| Mn-MANGANESO (%) | 3141 |

Fecha de Emisidn;  2/07/2020 ) B
“Este iorme no debe reproducirse sl i parcidl Sin aUlorizacion escrita de GAS Lsbormory SRL
*Los resuiados de este Cersficads solo corresponde 3 la mussira rechids en nussts ofona.
“Los remanames de fas muestras e guardardn por un pariodo magma de 1 mes.

JEFE DE LABORATORI0
P N 185126

Fuente: Datos de Laboratorio.

Caracterizacion de medios

Principalmente, se utiliz6 un medio liquido no estéril en cultivos de rutina. El

pH en el momento de la inoculacion fue de 5.9 £+ 0.25. Se utilizé melaza de
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3.1.3.

cafia de azucar al 10% (p / v) excepto donde se indique como la principal
fuente nutricional en cultivos liquidos. La melaza constaba de
aproximadamente 35% de suctosa mas 1-12% de glucosa, fructosa, almidon
y otros carbohidratos menores. La melaza también contiene un 10% de ceniza
(K, Mg. Ca, Na, SOs4, CI, P y Si) y un 0,6% de nitrogeno, junto con las
vitaminas A y B. El potasio representa el 30-50% de los elementos
inorganicos de la ceniza. El jarabe viscoso de reserva contenia
aproximadamente un 20% de humedad. Se utiliz6 agua de ésmosis inversa

para las diluciones.

Caracterizacion de microorganismos

El crecimiento de las colonias se logr6 con medio de sacarosa / levadura
solidificada con agar (1,0% p/v). Las colonias individuales, que crecieron en
medios sdlidos dentro de las 48 horas a 30 ° C, se seleccionaron sobre la base
del color, la forma y el tamafo. Estas colonias se purificaron mediante una
Unica franja de colonias y luego cada organismo se volvié a sembrar en un
medio sélido impregnado con MnO; estéril submicrométrico, molido en
bolas. Las especies que disolvieron particulas de mineral en suspension se sub

cultivaron para pruebas taxondémicas y de lixiviacion.

Se analizaron colonias de veinticuatro horas de placas de agar de sacarosa /
levadura para detectar la presencia de enzimas oxidas (miembros de
Enterobacteriaceae) y catalasa (células aerobias). La diferenciacion de la
produccién oxidativa y fermentativa de acido a partir de carbohidratos se

realizd mediante la prueba de Hughy Liefson. Se realizaron veintitres pruebas
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3.14.

bioquimicas estandar utilizando el kit de prueba de identificacion. El recuento
viable se realizo por triplicado en diluciones 102 - 108 de cultivos recién

suspendidos.

Caracterizacion de microorganismos termofilicos

El crecimiento de colonias, derivado de los relaves, se logré en medio sélido
con sacarosa al 1% (p/v), extracto de levadura al 0,1% (p/v) y relaves de
manganeso molidos solidificados con agar (2,5% p/v). EI mineral finamente
molido se prepardé en un molino (un cilindro de 12 x 12 cm de diametro que
contiene 20-50 g de perlas de vidrio de 3 mm de diametro). Se trituraron
treinta gramos de relaves durante aproximadamente una semana a 30 rpm en
100 ml de agua (6smosis inversa). Se dej6 reposar la suspensién durante 10
minutos y se afiadio 1 ml de sobrenadante, que contenia el intervalo de tamafio
de particula de sub-micrones, por 20 ml de mezcla de nutrientes de agar antes
de esterilizar en autoclave a 15 psi durante 20 min. Los medios sélidos en 48
horasa 70 ° C, se seleccionaron y purificaron por estriado de una sola colonia.
Los recuentos viables se realizaron utilizando la técnica de placa extendida
con el agar manganeso / sacarosa / extracto de levadura anterior. Los
recuentos de células totales se realizaron con una cdmara de recuento usando
microscopia de contraste de fase. No se determinaron las células adheridas a

las particulas de manganeso.
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Determinar los efectos de la biolixiviacion en prueba de botellas sin agitacion a

30°C

Los estudios preliminares que utilizaron un nutriente de glucosa y bacterias acrobicas
purificadas, Pseudomonad y Bacilli, arrojaron tasas de aproximadamente 11 mg
Mn*2 L/d para la solubilizacion de iones manganosos. Los cultivos de
enriquecimiento crudo tuvieron tasas de aproximadamente tres veces estos valores.
Se obtuvieron mejores tasas en condiciones microaerobicas utilizando melaza.
Utilizando cultivos estaticos a 30 ° C, se alcanzaron tasas promedio de 0,8 g Mn?* /
L / d. Los cultivos que crecian con sacarosa mas extracto de levadura tenian cuatro
microbios de lixiviacién, pero hasta dieciséis tipos de colonias diferentes que no se
lixiviaban. Se encontraron dos bacterias, Enterobacter cloacae y E. agglomerans, que
eran capaces de crecer en condiciones microacrdbicas a altas concentraciones de
manganeso. La Tabla 1 establece las tasas y los rendimientos de iones manganosos
para estas bacterias clave utilizando un extracto de levadura de sacarosa al 1% (p/v)

en un medio de 0,1% (p/v).

Ha sido una caracteristica recurrente de estos estudios que las poblaciones
microbianas mixtas en cultivos de enriquecimiento crudo dieron tasas de reduccién
mucho mas altas que las bacterias purificadas. Los cultivos purificados no se
considerarian en la préactica industrial porque el sistema crudo proporciona tasas de
lixiviacion mas altas y bastante reproducibles. Se aislaron especies aerobicas como
Achromobacter y los hongos Aspergillus Niger del cultivo estatico, pero no se

consideraron apropiadas para un proceso de bajo grado a gran escala debido a la
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dificultad de mantener la transferencia de oxigeno, la bacteria Pseudomonas

paucimobilis también se identificd en estudios posteriores.

Tabla 3
Biodegradaciéon Bacteriana del didxido de manganeso en cultivo microaerébico
estatico
Enterobacter Enterobacter c.:UIt'V.O (_je
enriquecimiento
Cloacae agglomerans
crudo
2+
Tasa (g 3’)'” L 0.2 0.31 1.26
Rendimiento (g
Mn?*/ gramo 0.14 0.33 0.55
sacarosa)

Fuente: Datos de Laboratorio.

Figura 3

Grafico comparativo de tasa y rendimiento entre E. Cloacae y E. Agglomerans

E. Cloacae Vs E. Agglomerans

0.33
Rendimiento (g Mn2+ / gramo sacarosa)

0.31

0 0.1 0.2 0.3 0.4

® Enterobacter agglomerans  ® Enterobacter Cloacae

Fuente: Datos de las pruebas de experimentacién
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3.3.  Determinar los efectos de la biolixiviacion en prueba de botellas con agitacion

continua

A continuacion, se muestra el patron de uso de melaza, produccion de Mn?*, cambios
en el pH y la curva de crecimiento para bacterias de lixiviacion viables durante 7 dias
de cultivo.

Tabla 4

Datos de laboratorio - Prueba de botellas

Bacterias de lixiviacion

, 2+
Dias pH Mn* (g Melasa (g.) viables (celdas de registro/ ml)
1 6.1 2.1 203.5 5
2 6.6 7.2 70.4 9.5
3 6.8 14.3 55.6 9.5
4 6.8 22.5 26.5 9.5
5 6.6 20.3 17.4 9.5
6 6.4 24.8 14.5 8.5
7 6.4 25.5 12.6 8.5

Fuente: Datos de las pruebas de experimentacion

Las principales bacterias lixiviantes pertenecian a la especie Enterobacter. Densidad

de pulpa 5% (p/v) 30 ° C.
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Figura 4

Grafico comparativo de los resultados de laboratorio - Dia 01

Dia 01
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0 ®
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Fuente: Datos de las pruebas de experimentacion

Figura 5

Gréfico comparativo de los resultados de laboratorio - Dia 02

Dia 02
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Fuente: Datos de las pruebas de experimentacion
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Figura 6

Grafico comparativo de los resultados de laboratorio - Dia 03

Dia 03
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Fuente: Datos de las pruebas de experimentacion

Figura7

Gréfico comparativo de los resultados de laboratorio - Dia 04
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25 225
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Fuente: Datos de las pruebas de experimentacion
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Figura 8

Grafico comparativo de los resultados de laboratorio - Dia 05

Dia 05
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9.5
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5

0

pH Mn2+ (g.) Melasa (9.) Bacterias de
lixiviacion

viables (celdas de
registro/ ml)

Fuente: Datos de las pruebas de experimentacion

Figura 9

Gréfico comparativo de los resultados de laboratorio - Dia 06

Dia 06
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Fuente: Datos de las pruebas de experimentacion
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Figura 10

Grafico comparativo de los resultados de laboratorio - Dia 07

Dia 07
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255
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15 12.6

10 6.4 53

pH Mn2+ (g.) Melasa (g.) Bacterias de
lixiviacion
viables (celdas de
registro/ ml)

Fuente: Datos de las pruebas de experimentacion

La mayor parte de la melaza (70%) se consume en las primeras 24 horas, donde se
cultivan en nmeros méximos de células y se selecciona una poblacion casi exclusiva
de Enterobacter en concentraciones de 1.9 g Mn?*/L. Vale la pena sefalar que
alrededor del 71% de Mn?* se lixivi6 en la fase estacionaria del cultivo, donde solo
se utilizo el 8% de la melaza. En otras palabras, la lixiviacion fue principalmente
independiente del crecimiento y muy probablemente el resultado de la fermentacion
anaerobica donde el 6xido de manganeso actuaba como sumidero de electrones
(Reaccion 2). Los cambios de pH fueron leves (entre pH 6.0 y pH 7.2) pero mostraron
una caracteristica interesante de este sistema. Hubo un consumo neto de acido, entre
el dia 1 y el dia 2, en el momento de la produccion méaxima de Mn?*, como se
esperaria de las reacciones de reduccion. En el punto de incipiente 'produccion’ de
acido, Mn?* la adsorcion a MnOz se duplica. Presumiblemente, esta adsorcion es un
intercambio de iones que implica la liberacion de iones de hidrogeno. Desde el punto

de vista de la produccion de Mn?* el mejor momento para finalizar este lote seria a

Ortiz Lucano A.; Costales Saucedo E. Pag. 39



A

ap “Influencia del tiempo y la temperatura en la

recuperacion de manganeso por biolixiviacion

UNIVERSIDAD : _ ,
PRIVADA DEL NORTE de un mineral de Namora — Cajamarca, 2021

las 56 horas. El rendimiento de ion manganoso disuelto, en términos de suministro y
uso de azUcar, varia considerablemente segun la especie microbiana, la concentracion
de la fuente de carbono y la densidad del didéxido de manganeso sélido por volumen

de suspension.

Tabla b

Comportamiento de la lixiviacion del reactor agitado en condiciones microaerdbicas

Melaza (g/100 ml) Tasa de Mn?* Rendimiento Mn?* formado
g formado (g/L/d) (g Mn?*/g melaza)
! 0.7 0.45
> 1 0.12
15 1.5 0.05

Fuente: Datos de las pruebas de experimentacion

Densidad de la pulpa, 5% (p/v), 32 °C. Las tasas y los rendimientos se calcularon

durante 7 dias de fase de liberacién de Mn?*.

La disminucidn del rendimiento de Mn?* con el aumento del suministro de azdcar se
manifestd tanto en el cultivo puro como en el mixto, pero fue méas pronunciado en
los enriquecimientos crudos. A concentraciones mas altas de carbohidratos, el
crecimiento y la fermentacion microaerdbica en solucion libre (a granel)
probablemente desperdicia energia a expensas de la disponible para la reaccién de
reduccion de diéxido de manganeso en la superficie de la particula. Cuando se
agregaron niveles sub-toxicos de un biocida (2,2 - dihidroxifenilmetano (5 mg / L))
en la inoculacion a las fementaciones a niveles medios de melaza (por ejemplo, 5%
(p/v)), hubo aproximadamente un 30% mejora del rendimiento (g Mn?*/ g melaza).

Esto tiende a respaldar la nocion de que el crecimiento y el metabolismo sin
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lixiviacion desperdician nutrientes donde una reaccion dependiente de la superficie

se ha saturado.

El estudio de reactores de membrana en los cultivos aerébicos se demostré que las
bacterias degradaban el mineral mediante la secrecién de compuestos reductores
organicos difusibles de bajo peso molecular en el medio. Estos cultivos estaban
limitados por el &cido disponible (presumiblemente &cido férmico y oxalico)
mientras que las incubaciones micro aerébicas permanecieron cerca de la
neutralidad, pero produjeron cinco veces la cantidad de ion manganoso soluble.
Ademas, hubo una mejora significativa en el rendimiento de Mn?* por uso de az(car
a concentraciones de azicar mas bajas (por ejemplo, aumento de 2 a 4 veces en el
Mn?* producido pasando del 5% al 1% de melaza) que no ocurrié en el cultivo
aerdbico. Estos resultados sugirieron la presencia de un mecanismo de respiracion

fermentativa directa similar al encontrado en algunas bacterias marinas.

La tasa inicial de lixiviacion en el reactor de membrana fue 0.06 g Mn?* L/dia
mientras que el control fue de 0 a 64 g de Mn?* L/dia. Cuando se retir6 la membrana
y los microbios entraron en contacto directo con el mineral, la tasa aument6 ocho
veces. Estos resultados sugieren que hubo al menos dos mecanismos de reduccién de
dioxido de manganeso en cultivo micro aerobico, debido a agentes reductores
difusibles y debido a una reaccion directa de la bacteria con el mineral. En
condiciones micro aerobicas, alrededor del 80% del idbn manganoso formado se debid

a los mecanismos de contacto directo.
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Determinar los efectos de la biolixiviacion en prueba de botellas en la

mineralogia de las muestras y recuperacion de manganeso

La biodegradacion de diferentes formas cristalinas de 6xidos de manganeso no varia
apreciablemente a pesar del hecho de que los 6xidos de manganeso pueden estar entre
los més complejos de todos los minerales. Sin embargo, hubo una tendencia hacia
tasas de lixiviacion bacteriana mas lentas en 6xidos con estructuras mas ordenadas o
cristalinas como la pirolusita. La Tabla 06 muestra que los 6xidos de manganeso que
contienen relativamente mas pirolusita que criptomelano, fueron menos susceptibles

al ataque bacteriano que aquellos con menos.

La nutricidn de las bacterias de lixiviacién de manganeso se logr6 de manera mas

conveniente usando melaza de cafia de az(car.

Tabla 6

Efecto de la pirolusita sobre la lixiviacion bacteriana de éxidos de manganeso

Oxido rico en pirolusita Oxido bajo en pirolusita

Relacion, pirolusita: 11:1 3:1
cryptomelana

Porcentaje de 55 63
recuperacion Mn?* (total)

Tasa promedio de Mn?* 42 51
formado (mg/d)

Ph Promedio 6.7+0.2 57+0.8
NUumero promedio de 10.1+04 99+04

celulas (cells /ml)

Fuente: Datos de las pruebas de experimentacion

Cultivos microaerdbicos estaticos repetidos (15 lotes) 30°C 20% (p/v) oxido, 5%

(p/v) melaza.
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Esta fuente podria ser reemplazada por sacarosa con un rastro de extracto de levadura
agregado o extracto de microalgas. Los sacaridos simples solos, yendo del més al
menos efectivo, fructosa, sacarosa, arabinosa, manosa, ramnosa, galactosa y glucosa,
eran malos proveedores de energia. Cuando se complementa con extracto de algas,
el rendimiento de la lixiviacion de iones manganosos mejor0. Otros materiales de
bajo crecimiento probados fueron macroalgas rojas, marrones y verdes, bagazo,
suero y microalgas. La mejor alternativa barata a la melaza era el polvo seco de las
algas rojas. Gracilara secundasa, pero en base al peso por peso, las algas marinas
fueron solo la mitad de efectivas. La mayoria de estos sustitutos de bajo costo podrian
actuar como Unica fuente de carbono y energia en cultivos macrobianos mixtos,
aunque en el caso de G secunduta hubo un retraso de aproximadamente una semana
antes de que la planta se descompusiera lo suficiente como para promover la

biodegradacion del dioxido de manganeso.

Se agregaron diversas fuentes de nitrogeno a la melaza, ya que el proveedor
comercial consideraba que el contenido de nitrégeno del 2% al 4.5% era insuficiente
para las fermentaciones bacterianas. La peptona, el extracto de levadura, (NH4) 2SOa,
NHsNO3s, NaNO3z, (NH4)2PO4 reducen la lixiviacion de manganeso cuando se utilizan
como suplementos. La caseina dio una mejora marginal en la lixiviacion de Mn.. Este
resultado: sugiri6 el crecimiento estimulado por nitrogeno agregado de bacterias no
lixiviantes inicialmente presentes en estas poblaciones heterogéneas enriquecidas

con melaza.
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En la lixiviacion termofilica, se probo la lixiviacion por lotes mediante cultivos
bacterianos estaticos que degradan los relaves de la suspension de 6xido de
manganeso en un rango de temperaturas entre 4 y 70 ° C. La mejor lixiviacion de
Manganeso se logré a 50 ° C (tasa promedio de 3 g Mn?* L / dia para el primer lote
de 3 dias) con actividad de lixiviacion pobre a 4° C y 20° C. Las tasas promedio mas
altas para cada temperatura se registraron en los primeros tres dias, lo que
probablemente se relacion6 con el ataque preferencial sobre las particulas mas

pequefias en este rango de tamafio mixto.

La Figura 11 muestra las curvas de lixiviacién por lotes a 50 ° C y 70 ° C, donde se
completd la conversion bacteriana de Mn®" a Mn? * (reduccion> 90%). El cultivo
termofilico a 50 C lixivio MnOz, en promedio, a 2.8 multiplicado por la tasa a 70 °

C durante los primeros ocho dias de cultivo (es decir 2 lotes).

Las concentraciones de Mn? * alcanzaron 13,6 gl en el pico de extraccion a 50 ° C.
Las placas extendidas de microbios crudos de cultivo mixto a 70 °© C mostraron que
dos de los cinco aislamientos pudieron reducir el MnO.. La colonia que aparecié con
mas frecuencia fue opaca y plana (0,5 cm + 0,3 mm) con un limite circular mal
definido con un centro claro, debido a la eliminacién reductora de MnO: negro,
dejando los minerales de ganga lateriticos de color naranja. La bacteria encontrada
frecuentemente a 70 ° C fue grampositiva. Microscopicamente, se observaron barras
de varios tamarios de 0.8-2.4 a 4.8 p con una protuberancia en forma de raqueta,

posiblemente una espora, formada terminalmente (aproximadamente 0.5 x 5.6 p).
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Figura 11

Curvas de Lixiviacion segun Temperatura

Curvas de Lixiviacion Vs Temperatura
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Fuente: Datos de las pruebas de experimentacion
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CAPITULO IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Discusion

Los usos industriales futuros de los microbios en la biodegradacion de oOxidos
metalicos probablemente dependerén del uso de procesos redox enziméticos en los
que el elemento deseado se disuelve o enriquece en virtud del éxido que se acopla a
las vias generadoras de energia. El ejemplo dado anteriormente, para la disolucion
de manganeso, demuestra una tasa de lixiviacion (por ejemplo, 3g Mn?*/L/d 020 g
Mn?* / Kg/d) que puede ser comercialmente factible. Sobre la base de los costos de
los nutrientes o reactivos, el sistema microbiano para la lixiviacién humana tenia un
costo considerablemente menor que la reduccion quimica de baja intensidad. Las
mejores oportunidades para la biolixiviacion de manganeso probablemente se
encuentran en procesos que estan relacionados con la formacion subsiguiente de un
valioso derivado del ion manganoso disuelto. En este trabajo de investigacion a nivel
de laboratorio se ha intentado vincular el proceso de lixiviacion con un proceso

microbiano para formar 6xido de manganeso de alto grado.

Segun los resultados obtenidos, el crecimiento de las colonias de bacterias se logré
con medio de sacarosa/levadura solidificada con agar (1.0% p/v). Las colonias
individuales, que crecieron en medios solidos dentro de las 48 horas a 30 ° C, se
seleccionaron sobre la base del color, la forma y el tamafo. Estas colonias se
purificaron mediante una Unica franja de colonias y luego cada organismo se volvié
a sembrar en un medio so6lido impregnado con MnO; estéril submicrométrico
(especies Enterobacter). EI pH en el momento de la inoculacion fue de 5,9 + 0,25. Se

utilizd melaza de cafia de azlcar al 10% (p / v) excepto donde se indique como la
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principal fuente nutricional en cultivos liquidos. Lo cual nos permite apoyar lo
seflalado por Estrada (2019), quien en su trabajo de investigacion sefialé que las
condiciones dptimas de crecimiento de la bacteria Thiobacillus ferrooxidans se sabe
que es capaz de crecer en el rango de temperaturas de 25 a 45°C, estando su
temperatura 6ptima probablemente alrededor de los 32 a 35°C. En cuanto a pH el
Thiobacillus ferrooxidans crece en el amplio rango de 1 a 5, estando el 6ptimo
alrededor de 2 a 4. Aparte del pH y temperatura, influyen grandemente en su cinética
de crecimiento la composicion de sales del medio, la concentracion o presién parcial
de COg, el tamario de la particula del mineral, la presencia de ciertos iones metalicos

inhibidores y los surfactantes, también son factores influyentes en el proceso.

Segun Midence y Garcia (2013), la efectividad de la biolixiviacion depende
esencialmente de la eficiencia de los microorganismos y de la composicion quimica
del s6lido. EI méximo rendimiento de extraccion de metal puede lograrse solamente
cuando las condiciones de lixiviacion corresponden con las condiciones 6ptimas de
crecimiento de los microorganismos. Para ello, es necesario complementar el medio
de cultivo con sales de amonio, fosfatos y magnesio. Un adecuado suministro de
oxigeno es un requisito para el buen crecimiento y la mayor actividad lixiviante de
las bacterias. En el laboratorio esto puede lograrse por aireacion o por agitacion.
Tambien el ajuste del valor de pH correcto es una condicion necesaria para el
crecimiento de la cepa y para la solubilizarian de los metales. EI pH en el proceso de
biolixiviacion depende de la capacidad tampon. La capacidad tampon es lentamente
disminuida por la produccion continua de acido a partir de la oxidacion de

compuestos del azufre.
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Utilizando cultivos estaticos a 30 ° C, se alcanzaron tasas promedio de 0.8 g Mn?*/
L/d. Los cultivos que crecian con sacarosa mas extracto de levadura tenian cuatro
microbios de lixiviacion, pero hasta 16 tipos de colonias diferentes que no se
lixiviaban. Se encontraron dos bacterias, Enterobacter cloacae y E. agglomerans, que
eran capaces de crecer en condiciones microacrdbicas a altas concentraciones de
manganeso. Lo cual nos permite apoyar lo sefialado por Unda (2020) en su trabajo

.

de investigacion titulado Aislamiento e identificacion de bacterias nativas
biodegradadoras de Cianuro y Arsénico presente en relaves mineros de oro”, el
objetivo de esta investigacion fue aislar e identificar bacterias nativas de los relaves
mineros de oro de la Planta de Beneficio Virgen de la Nube” del canton Portovelo y
determinar la concentracién de indculo bacteriano requerido para degradar Cianuro
y Arsénico. Se aislaron un total 32 colonias de bacterias, 15 cepas bacterianas
resultaron degradadoras de Cianuro, de las cuales fueron identificadas 3 especies:
Burkholderia pseudomallei, Bacillus spp., Bacillus sphaericus; y, 17 cepas
resultaron biodegradadoras de Arsénico de las cuales se identificaron 6 especies:
Burkholderia pseudomallei, Burkholderia cepacia, Pseudomonas putida,
Enterobacter agglomerans, Bacillus pumilus, Bacillus coagulans. Se determiné que

las especies Bacillus sphaericus y Burkholderia cepacia presentaron la mayor

capacidad de biodegradar Cianuro y Arsénico, respectivamente.

Se han realizado tanto la oxidacion como la fase reductora. Sin embargo, quedan por
resolver algunos problemas técnicos. En particular, el 6xido, aungque puro con
respecto al tipo de 6xido, estd contaminado con el adsorbente de algas y todavia no

se ha encontrado un medio no destructivo para eliminar el residuo organico.
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Conclusiones
Se caracterizo el mineral de manganeso y los microorganismos para la biolixiviacion,
siendo la composicién de este mineral de baja ley: Mn total 17% al 31%, SiO2 28%,
Al>03 22%, Fe 8% con cantidades menores de Ti, B, K, Mgy Ca. El mineral contiene
una amplia variedad de 6xidos de manganeso esencialmente tetravalentes (14 6xidos

registrados, por ejemplo, pirolusita, criptomelanc, todorokita, romanequita); y las

especies de Enterobacter fueron los microbios ejecutivos a 30 ° C.

Se determind los efectos de la biolixiviacion en prueba de botellas sin agitacion a 30°
C, los cultivos de enriguecimiento crudo tuvieron tasas de aproximadamente tres
veces estos valores, se obtuvieron mejores tasas en condiciones microaerdbicas
utilizando melaza de cultivos estaticos a 30 ° C, se alcanzaron tasas promedio de 0.8

g Mn?* / L/d.

Se determind los efectos de la biolixiviacion en prueba de botellas con agitacion
continua, alrededor del 71% de Mn?* se lixivio en la fase estacionaria del cultivo,
donde solo se utiliz el 8% de la melaza. En otras palabras, la lixiviacion fue
principalmente independiente del crecimiento y muy probablemente el resultado de
la fermentacion anaerdbica donde el 6xido de manganeso actuaba como sumidero de

electrones

Se determin0 los efectos de la biolixiviacion en prueba de botellas, en la mineralogia
de las muestras y recuperacion de manganeso, lo cual indicé que hubo una tendencia
hacia tasas de lixiviacion bacteriana méas lentas en Oxidos con estructuras mas

ordenadas o cristalinas como la pirolusita, los 0xidos de manganeso que contienen
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relativamente mas pirolusita que criptomelano, fueron menos susceptibles al ataque

bacteriano que aquellos con menos.

La reciente demostracion de una reduccién termofilica del dioxido de manganeso
tiene importantes implicaciones para el futuro procesamiento bacteriano del mineral,
el trabajo realizado se concentré en el uso de especies de Enterobacter que

predominan a 30 ° C.

La eficiencia del sistema de lixiviacion propuesto depende de las condiciones
estaticas con una mezcla mecanica minima, una de las dificultades técnicas a superar
a temperaturas méas bajas es la formacion de lodos extracelulares que reducen

rapidamente la permeabilidad en un reactor estatico.

La operacion a una temperatura mas alta deberia ayudar a superar este problema, la
evidencia de una actividad viable a 70 ° C fomenta més estudios, particularmente en
términos de manipulacion de nutrientes. Un ejemplo del tipo de mejoras que podrian
esperarse de una mejor nutricion proviene de la demostracion de una mejora

cuédruple con biotina afadida.

La ventaja de este tipo de lixiviacion heterotrofica de Oxidos radica en la capacidad
de acelerar la biodegradacion aumentando el suministro de carbono soluble y fuente
de energia; la necesidad de aireacién minimay la consiguiente posibilidad de uso de

condiciones termofilicas.
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Anexo n° 01: Caracteristicas de la pirolusita

ANEXOS

Caracteristica Descripcion Fotografia
Nombre del Mineral Pirolusita
Formula Quimica MnO;

Color Negro a gris oscuro.

Brillo Metélico

Dureza 6-6.5

Raya Negro azulado

Identificacion Soluble en acido
clorhidrico

Habito Dendritico

Transparencia Opaco

Sistema de Tetragonal

Cristalizacién

Ambiente Lacustres, depositos

marinos superficiales y
zonas pantanosas, en la
zona de oxidacion de los
yacimientos de manganeso
0 bien en depositos
formados por la circulacion
de agua de precipitaciones.
Tabla donde se muestra las caracteristicas generales de la pirolusita, la cual se encuentra presente en el
deposito de bentonita de la concesidn San Jorge de Chuchun.
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Anexo n° 02: Caracteristicas del manganeso

Caracteristica Descripcion Fotografia
Nombre del Manganeso

Mineral

Formula Quimica Mn

Color Gris plateado; los colores que

presenta segun el estado de
oxidacion: +2: rosa, +3: rojo,
+4: marron, +5: azul, +6:
verde, +7: violeta

Brillo Metalico o metaloide

Dureza Para las variedades mullidas y
terrosas: 2, para las cristalinas:
dureza hasta 5 — 6.

Raya negra

Sistema de Cubico

Cristalizacion

Ambiente Nunca se encuentra en la

naturaleza en estado nativo.
Debido a su gran afinidad por
el oxigeno generalmente se
presenta en forma de dxidos y
también en la de silicatos y
carbonatos.
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Anexo n° 03: Galeria de fotos

NW_ ] e T ‘

Foto 1. Bentonita, arena, 6xidos y manganeso. Este: 794356, Norte:
9206472 Cota: 2910 m.

Foto 2. Llegada al primer punto de muestreo de mineral. Este: 794356,
Norte: 9206472 Cota: 2910 m.
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Foto 3. Llegada al segundo punto de muestreo de mineral. Este: 794356,
Norte: 9206472 Cota: 2910 m.

Foto 4. Llegada al tercer punto de muestreo de mineral. Este: 794356,
Norte: 9206472 Cota: 2910 m.
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Foto 5. Homogenizado y cuarteo de la muestra de mineral

Foto 6. Muestras para molienda
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Foto 7. Molienda del mineral

Foto 8. Cargado de botellas con mineral
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Foto 9. Prueba de lixiviacion en botellas agitadas

Foto 10. Prueba de lixiviacién en botella estatica
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Foto 12. Monitoreo de muestra liquida
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Anexo n° 04: Flujograma del proceso de Biolixiviacion

Mineral de baja ley (10— 20 %
MnO2, eg. Cryptmelane,
pirolusita)

Reduccion bacteriana

Oxidacion bacteriana
de adsorcion Mn2+

Mn 2+ Adsorcidn por microalgas

Bateria de alta ley -
manganeso activo [MnO2)
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