TRABAJO ESPECIAL DE GRADO

ESTUDIO DE LA BIOLIXIVIACION DE Ni Y Co DE LATERITA
FERRUGINOSA MEDIANTE LA UTILIZACION DE CULTIVOS DE
Aspergillus niger EN MEDIOS DE SUBPRODUCTOS
AGROINDUSTRIALES

Presentado Ante la llustre
Universidad Central de
Venezuela para optar el Titulo
De Ingeniero MetalUrgico

Por las Brs. Diaz, Arlis

y Quiroga, Irene

Caracas, 2005



TRABAJO ESPECIAL DE GRADO

ESTUDIO DE LA BIOLIXIVIACION DE N1'Y CO DE LATERITA
FERRUGINOSA MEDIANTE LA UTILIZACION DE CULTIVOS DE
Aspergillus niger EN MEDIOS DE SUBPRODUCTOS
AGROINDUSTRIALES

Tutor Académico: Prof. Di Yorio Carlo
Asesor: Dr. Dorta Blas
Presentado Ante la llustre
Universidad Central de
Venezuela para optar el Titulo
De Ingeniero MetalUrgico
Por las Brs. Diaz, Arlis

y Quiroga, Irene

Caracas, 2005



ACTA

Quienes suscriben, miembros del Jurado designddo por el Consejo de la Escuela
de Ingenieria Metaltirgica y Ciencia de los Materiales, para examinar el Trabajo
Especial de Grado titulado:

“ESTUDIO DE LA BIOLIXIVIACION DE Ni Y Co DE LATERITA
FERRUGINOSA MEDIANTE LA UTILIZACION DE CULTIVOS ' BE
Aspergillus niger EN MEDIOS DE SUBPRODUCTOS AGROINDUSTRIALES ”

Presentado ante la ilustre Universidad Central de Venezuela por los Brs. Arlis C. Diaz

L. e Irene Quiroga V., dejan constancia de lo siguiente:
Hemos leido este trabajo y participado en su discusion, encontrando que el mismo es
suficiente en contenido, calidad y extension para cumplir con todos los requerimientos

establecidos para optar por el titulo de Ingeniero Metalurgico.

En fe de lo cual se levanta la presente acta en Caracas a los dieciseis dias del mes de

noviembre de dos mil cinco.

W Yorio
Tutor

Pzl il FL Bk R

/ﬁrof. Mén'be’l/Suarez Prof. Ruth Bisbal

Jurado Jurado



AGRADECIMIENTOS

Principalmente a nuestros padres, ya que ellos han estado siempre a nuestro lado
guidandonos y apoyandonos en todo momento. Gracias por ensefiarnos a afrontar cualquier

situacion que se presente y por su dedicacion durante todos estos afios.

Al Prof. Carlo Di Yorio, por la oportunidad de participar en este proyecto y por el

apoyo brindado durante la realizacion de este trabajo.

Al Dr. Blas Dorta y a todas las personas que integran el Laboratorio de Procesos de
Fermentacion del Instituto de Biologia Experimental de la U.C.V., en especial a Domenico

Pavone y Luisa Mejias, por toda la colaboracion prestada y su asesoramiento.

Al Prof. Edie Montiel de la escuela de Biologia de la U.C.V. por su valioso aporte

en la elaboracidn de este trabajo.

A la Prof. Olivia Brito donde quiera que este y al técnico y amigo Marcial Pérez del
Laboratorio de Quimica Instrumental de la escuela de Metalurgia y Ciencia de los
Materiales por prestarnos sus servicios y su atencion y dedicacién dentro y fuera del

laboratorio durante todo este tiempo.

A nuestros compafieros del CIDEMEX por la ayuda prestada en todo momento y a

nuestro excompariero Edgar Betancourt, por su colaboracion al inicio de este trabajo.

A Marianela Diaz, Rubén Bigott, Dubravka Romero, Luis Maracara, Ricardo

Rodriguez, Austin Martinez y Adriana Coronado, por su apoyo y amistad incondicional.

A lvan Zerpa por toda su comprension, solidaridad y el esfuerzo realizado para
lograr la culminacion de este trabajo.



A José Angel Pérez por su colaboracion incondicional en todo lo que estaba a su

alcance en los momentos mas duros y su invaluable apoyo moral

A todas las personas que de una u otra forma colaboraron en la culminacién de este

trabajo.



RESUMEN

Diaz L, Arlis C; Quiroga V, Irene

ESTUDIO DE LA BIOLIXIVIACION DE Ni Y Co DE LATERITA
FERRUGINOSA MEDIANTE LA UTILIZACION DE CULTIVOS DE
Aspergillus niger EN MEDIOS DE SUBPRODUCTOS
AGROINDUSTRIALES

Tutor Académico: Prof. Carlo Di Yorio, Asesor: Dr. Blas Dorta. Trabajo
Especial de Grado. Caracas. U.C.V. Facultad de Ingenieria. Escuela de
Metalurgia y Ciencias de los Materiales. 2005. n° de pag. 152.

Palabras claves: biolixiviacion, niquel, cobalto, subproductos, Aspergillus

niger.

El mineral lateritico del estado Cojedes, es susceptible a la lixiviacion bioldgica de
niquel y cobalto empleando el hongo filamentoso Aspergillus niger. La viabilidad técnica
de este proceso ha sido estudiada con anterioridad. Esto se atribuye a la capacidad de este
hongo de producir acido citrico, el cual se ha sido empleado en la lixiviacion quimica de

dicho mineral.

En el presente trabajo se emplearon como posibles sustratos fermentables diversos
subproductos de la produccion industrial de almidon, aceite de maiz y melaza, los cuales
son utilizados en la produccién de acido citrico a nivel industrial. La optimizacion de un
medio de cultivo de Aspergillus niger para la lixiviacion indirecta de niquel y cobalto
selectivamente a partir hierro, se llevd a cabo a través de un disefio estadistico

multifactorial y las condiciones en las que se condujo los experimentos estuvieron dirigidas



hacia la maximizaciéon de la recuperacion de niquel y cobalto, y la minimizacion de la

disolucién de hierro para alcanzar altos indices de selectividad.

Una vez obtenido el medio de cultivo, se realizaron estudios de biolixiviacion
indirecta a temperatura ambiente, en banco de prueba y a altas temperaturas (60 y 80°C),
también se realizaron ensayos de biolixiviacion directa. Se estudio el crecimiento del hongo
asi como también la produccion de acido citrico, el cual es uno de los principales productos

metabdlicos responsable de la disolucion de niquel y cobalto.

De acuerdo con los resultados obtenidos por el proceso de biolixiviacion indirecta a
temperatura ambiente se logré una recuperacion de niquel de 16,25%, cobalto 32,48% y
una solubilizacién del hierro de 0,48% a los 28 dias, por lo que se puede sefialar que el
proceso es altamente selectivo con respecto al hierro. En la biolixiviacién a 80°C se
obtuvieron recuperaciones por el mismo orden que en el proceso anterior (16,3% Ni, 30%
Co) en un tiempo de 4 horas. Con los ensayos de banco de prueba, se consiguié incrementar
considerablemente la concentracion de niquel en el licor cuando fue recirculado con
mineral nuevo (42 % mas de la concentracion obtenida por biolixiviaciéon indirecta a

temperatura ambiente y a 80°C).

En la biolixiviacion directa se obtuvieron recuperaciones de 13,76% de niquel,
34,53% de cobalto y 1,52% Fe a los 9 dias de incubacién, lo que es muy similar a la
obtenida por el método indirecto. La precipitacion selectiva no fue lograda con este tipo de
soluciones a las condiciones de temperatura estudiadas. Mediante un estudio técnico-
economico se determind que el medio de cultivo utilizado, formulado con subproductos
agroindustriales, es mas econémico que los medios convencionales optimizados para la
produccion de acido citrico con Aspergillus niger empleados en la biolixiviacion de niquel

y cobalto.
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GLOSARIO

Aerobio: Organismo que crece en presencia de oxigeno, el cual lo utiliza en la respiracion.

Almidon: Polisacarido formado por restos de glucosa unidos por un enlace glucosidico
entre los carbonos 1 y 4; su sillar estructural es la maltosa. Estd formado por dos
componentes: la amilosa, soluble en agua, y la amilopectina, insoluble, la primera esta

formada por cadenas lineales de restos de glucosa.

Anaerobio: Organismo que se desarrolla en ausencia de oxigeno y cuyo crecimiento puede

ser inhibido por el oxigeno.

Archaea: Un grupo de procariotas filogenéticamente relacionados y distinto del grupo
bacteria

Autétrofos: Un organismo capaz de biosintetizar todo el material celular a partir del CO2

como Unica fuente de carbono.

Bacteria: Grupo de procariotas relacionadas filogenéticamente (dominio bacteria),

diferentes al dominio Archaea.

Biomasa: Nombre aplicado a la masa de todos los seres vivos (cantidad total de materia
viva) presente en una extension determinada de corteza terrestre, masa acuosa, Sistema
cerrado, etc.

Biosolucion: Metabolitos acidos producidos biol6gicamente.

Enzimas: Catalizadoras proteicos que funcionan acelerando las funciones las reacciones

guimicas.

Vi



Espora: Término general utilizado para designar estructuras resistentes de reposo que

forman numerosos procariotas y hongos.

Eucariota: Una célula que posee nucleo encerrado en una membrana nuclear, y

normalmente otros organulos.

Eukaraya: Todos los organismos eucarioticos.

Gram negativa: Un tipo de célula procariota cuya pared contiene relativamente poca
cantidad de peptidoglicano, pero contiene una membrana externa compuesta por

lipopolisacaridos, lipoproteinas y otras macro moléculas complejas.

Gram positiva: Un tipo de célula procariota cuya pared estd compuesta basicamente por

peptidoglicano y carece de membrana externa.

Heterotrofos: Un organismo que requiere compuestos organicos como fuente de

carbono.100

Lisis: Ruptura de una célula que produce la pérdida del contenido citoplasmatico.

Micelio: Cuerpo vegetativo de los hongos formado por hifas entrelazadas.

Microorganismo: Organismo microscopico consistente en una célula o grupos de células.

Por razones practicas este término incluye también los virus, que no son seres celulares.

Polisacaridos: Polimeros de unidades de azucar unidas por enlaces covalentes.

Procariota: Célula u organismo que carece de nucleo y otros organulos rodeados por

membranas, generalmente con su DNA en una unica molécula circular.

vii



Quitina: Polisacarido de sostén, de molécula lineal, compuesta por muchas unidades de

acetilglucosamina. Se encuentra en algunos hongos y especialmente en los artrépodos.

Quimiolitrotofo: Microorganismo capaz de oxidar compuestos inorganicos como fuente de

energia.

Quimioorganotrofo: Un organismo que obtiene se energia de la oxidacion de compuestos

organicos.

Quelatos: Tipo de compuesto de coordinacion en el cual un atomo central, generalmente
un metal, se une por enlaces covalentes a uno o mas atomos distintos de 1 o0 mas molécula o
iones distintos, de modo que se forman anillos heterociclico con el metal como parte de

cada anillo.
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1. INTRODUCCION

El agotamiento de los minerales sulfurosos de niquel de alto grado, los altos costos
de combustible, las regulaciones ambientales mas estrictas y los requerimientos energéticos
de los procesos pirometalirgicos han conducido a grandes esfuerzos en la recuperacion de

niquel de minerales lateriticos de bajo tenor.

La extraccion de niquel y cobalto de laterita de bajo grado constituyen unos de los
procesos mas costosos, en gran parte debido al bajo grado de los metales presentes
(tipicamente entre 1-1,6% de niquel; 0,1-0,2% de cobalto), la composicion mineralogica y
distribucion de niquel y cobalto dentro de la matriz del mineral, los cuales inhiben la
aplicacion de procesos de beneficio para concentracion de los minerales. La importancia de
las lateritas de bajo grado radica en que el 80% de las reservas de niquel y una proporcion
mayor de las reservas de cobalto se encuentran en minerales lateriticos, considerando
ambos factores, junto con los apremios ambientales que se rigen actualmente, existe la
necesidad de un proceso alternativo viable el cual podria tratar ambos aspectos: econémico
y ambiental asociados con el procesamiento de este mineral. La extraccién bioldgica
usando microorganismos heterotropicos tiene el potencial de proveer un proceso de bajos

costos.

Debido a que los acidos excretados por microorganismos tienen un efecto favorable
en la disolucion de metales, desde hace algun tiempo se ha desarrollado el area de la
biohidrometalurgia con el fin de implementar nuevas tecnologias a través de la lixiviacién
bacteriana. Una de las aplicaciones mas significativa de esta rama de la hidrometalurgia es
la recuperacion de metales en minerales de bajo grado. La principal via de obtencion de
niquel desde hace muchos afios es la pirometalurgia, pero este método requiere un gran
consumo de energia, un alto costo de mineria y un gran impacto ambiental. Con base en
esto la biolixiviacion se presenta como un método de obtencion de metales, como el niquel
y el cobalto, econdmicamente rentable, de bajo impacto ambiental y de menor consumo

energético.



Uno de los principales depositos de lateritas que se encuentra en Venezuela es el de
Loma de Niquel, ubicado en el Estado Aragua y el mismo esta siendo explotado en la
actualidad por via pirometaldrgica. Sin embargo, otros depositos como el de Tinaquillo,
Estado Cojedes no son explotados debido a su bajo tenor. Es ahi donde entra en juego la
aplicacion de la biohidrometalurgia.

En este trabajo, se realiz6 un estudio a escala de laboratorio, para determinar la
factibilidad de recuperacién de niquel y cobalto de laterita ferruginosa del estado Cojedes a
través de biolixiviacion indirecta con Aspergillus niger, y la utilizacion de subproductos del
proceso industrial de produccion de aceite, almidén de maiz y melaza en la formulacion de
un medio de cultivo para dicho microorganismo. Se empleara un disefio estadistico
multifactorial con el fin de determinar las cantidades adecuadas de cada componente en el
medio en funcion de la obtencién de una biosolucion apropiada para la lixiviacion selectiva
de niquel y cobalto. También se estudiard la biolixiviacion directa y el efecto de la
temperatura y la recirculacion del licor, en la cinética y en la concentracion de metales
disueltos, respectivamente, en el proceso de biolixiviacion indirecta. De acuerdo a los
resultados obtenidos en las etapas anteriores se recomiendara la ruta biotecnoldgica para la

recuperacion de niquel y cobalto.



2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1  Minerales de Niquel

El niquel se encuentra en la naturaleza formando silicatos, 6xidos, sulfuros, sulfatos,
etc. La Garnierita (Ni,Mg)s[(OH)s/S1401¢], es uno de los minerales mas empleados en la
extraccion de este metal. El niquel se utiliza mayormente en la fabricacion de aceros
especiales como el acero inoxidable, y al igual que muchos otros minerales, puede ser
explotado por ambos métodos: cielo abierto y subterraneo. Es un mineral de gran demanda
en la industria (la siderurgica por ejemplo), principalmente para la obtencion de aceros de
gran calidad y en muchisimas aleaciones con cobre, aluminio, plomo, cobalto, manganeso,
plata y oro, ya que le proporciona a las aleaciones dureza, tenacidad y ligereza, asi como

cualidades anticorrosivas, eléctricas y térmicas o

El mineral de niquel se encuentra comunmente presentado en dos tipos de depositos
una en forma de sulfuros, en donde la més conocida es la pentlandita (Ni, Fe);Sg y la otra
en forma de lateritas donde los minerales de la mena principales son limonita niquelifera
((Fe,N1)O(OH)) y garnierita ((Ni,Mg);H4Si,0;), la cual es un silicato doble de niquel y
magnesio que siempre contiene hierro y cobalto. También existen otros tipos de minerales
asociados al niquel como son: millerita (NiS), niquelina (NiAs), gersdorfita (NiAsS),
ullmanita  (NiSbS), rammelsbergita (NiAs;), cloantita (NiAs,3), annabergita
[Ni3(AsOy),.8H,0], forbesita [(Ni,Co)HAsO4], maucherita (Ni4AS3).[2]

Por otro lado, se tiene que las menas de niquel cominmente son oxidadas o
sulfuradas, y no se encuentran unidas, cada una de ellas forman yacimientos independientes
y las menas extraidas se tratan en las plantas metaltrgicas aplicando procesos tecnologicos
diferentes. La distribucion de los depositos de menas de niquel a nivel mundial es muy
variada, el mas grande y mas conocido estd en Ontario, Canada, que posee una mena
sulfurada. Otros depdsitos de este tipo de menas se encuentran en Minessota, Sudafrica,

Rusia, Finlandia y Australia Occidental. Con respecto a la distribuciéon de las menas



lateriticas niqueliferas, estas se encuentran en regiones tropicales humedas, como Cuba,
Australia, Brasil y Venezuela. Las que poseen mayor renombre son las de Moa Bay y

Nicaro en Cuba /.

Las menas de lateritas niqueliferas se clasifican en dos tipos como son la saprofitas
y las limoniticas siendo silicatos y 6xidos, respectivamente. Estos tipos de mineral son
extraidos de diferentes zonas de lateritas y poseen caracteristicas mineraldgicas diferentes y

pueden ser tratadas por rutas tecnologicas distintas .

En Venezuela los depositos de niquel se asocian con rocas ultrabasicas
serpentinizadas en la Cordillera de la Costa Todos los depositos y manifestaciones
estudiadas son del tipo lateritico. Hasta el momento, en nuestro pais no se han ubicado
depositos primarios de niquel asociados con sulfuros de origen magmatico. Las rocas
ultrabasicas en el norte de Venezuela forman dos fajas definidas a lo largo de la Cordillera
de la Costa y Serrania del Interior. La faja norte se extiende desde Margarita pasando por el
norte de Caracas hacia el oeste, al norte de las montafias de Puerto Cabello-Santa Maria
(Estado Yaracuy); la segunda faja se extiende desde la Peninsula de Araya-Paria, en
direccion oeste pasando por la cuenca de Santa Lucia, Charallave, Loma de Niquel, Villa
de Cura, San Juan de los Morros, Tinaquillo y Cabimba. Fuera de esta dos fajas, se
encuentran peridotitas serpentinizadas en la Peninsula de Paraguana (Cerro Santa Ana) a lo
largo del frente montafioso de la Serrania del Interior y al norte del valle rio Yaracuy. Las
grandes masas de Loma de Niquel y Tinaquillo son las unicas intrusiones que han sido

estudiadas sistematicamente para determinar reservas y tenor de las menas de niquel.

Estado Aragua, Region de Loma de Niquel: la masa de peridotita serpentinizada,
aflora a unos 20 Km. al sur de Tejerias, formando un cuerpo continuo que se extiende por
mas de 21 Km. de distancia, en direccion N 70 E, desde unos 4 Km. al oeste del caserio de

Tiara, hasta las proximidades de Técata, con un ancho variable entre 1 y 5 Km.

En la zona de Loma de Niquel, el manto lateritico cubre una superficie de mas de

600 hc y delimita la extension del yacimiento niquelifero, cuyo espesor promedio es de



6,36 m. El yacimiento, producto de la alteracion in situ de la peridotita es similar a los
yacimientos explotados en Cuba, Republica Dominicana, Brasil, Guatemala, Nueva
Caledonia, Islas Filipinas. De acuerdo a los trabajos evaluativos ejecutados a todo lo largo
del 4rea, se diferencian claramente las partes componentes de la masa lateritica de Loma de
Niquel, el nivel lateritico fue dividido en cuatro zonas en base principalmente de sus

caracteristicas fisicas y variacion quimica, estas zonas son:

= Zona l: La parte superior de la laterita es un manto arcilloso de color rojo, con
pequetias concreciones y costras de Goethita-Limonita. A pesar de ser muy poroso,
el peso especifico del material es elevado por el contenido de hierro que varia entre
35y 45%.

= Zona 2: Esta zona, compuesta de laterita niquelifera, es de color amarillo rojizo. La
laterita tiene un alto grado de humedad y bajo peso especifico. El niquel se ha
concentrado por precipitacion ioénica de las aguas de penetracion, en forma de
Garnierita (silicato hidratado de magnesio y niquel) en laterita.

= Zona 3: serpentinita niquelifera, es la parte comprendida entre la base de la laterita
niquelifera y el contacto superior de la porcion meteorizada de la masa de peridotita
serpentinizada que sirve de base a todo cuerpo lateritico. Es una serpentina alterada
de color verdoso claro, caracterizada por el desarrollo de sistemas de fracturas y alto
grado de porososidad. La mena niquelifera se presenta en forma de laminaciones. El
material es poroso, de bajo peso especifico, alto contenido de niquel y magnesio, y
bajo contenido de hierro.

= Zona 4: esta zona comprende la peridotita con un alto grado de serpentinizacion mas
o menos variable. Posee el tenor inicial de niquel, caracteristico de las peridotitas

(0,25%). No se considera mena.

Estado Cojedes area de Tinaquillo: en esta zona se observa un enriquecimiento de
niquel en lateritas producidas a partir de rocas ultrabasicas. La peridotita de Tinaquillo es
una masa que aflora al este de la poblaciéon homoénima y estd compuesta principalmente de
peridotita, serpentinita y metagabro en contacto con diques acidos, cuarcitas

metamorfizadas y bandas de piroxinita y anfibolita. Se aprecia en esta area: material



lateritico arrastrado, material lateritico in Situ con drenaje pobre, material lateritico in situ

con buen drenaje, y serpentinitas "),

2.1.1 Lateritas

El termino laterita se aplica a muchos suelos tropicales ricos en aluminio hidratado
y oxidos de hierro. El nombre mismo derivado de una palabra en latin que significa

“ladrillo”, sugiere el color caracteristico producido en estos suelos por el hierro.

Las lateritas se pueden definir minerales enriquecidos en 6xidos e hidréxidos de
hierro, como consecuencia de la acumulacion de estos componentes en respuesta a la

meteorizacion quimica avanzada de rocas ricas en hierro, fundamentalmente rocas igneas
(3]

La meteorizacion incluye procesos de alteracion fisico-quimica de rocas y sus
minerales (primarios), que ocurre en la superficie terrestre, en la interfase de la atmdsfera,
biosfera, hidrosfera y litosfera y la produccion de nuevos minerales (minerales secundarios)
que estan en equilibrio con las condiciones de presidon, temperatura etc., que predominan en

esta interfase.

La laterita es un tipo particular de suelo, desarrollado en condiciones especificas: en
climas tropicales, con temperaturas medias altas, y con alta pluviosidad. Presentan un

contenido en Ni entre 0.3 % y 1.5 % y otros elementos de interés como Co, Cry Al.

De las lateritas se extraec fundamentalmente hierro, las menas de lateritas
niqueliferas se clasifican en dos tipos: las saprofitas (silicatos) y las limoniticas (6xidos) y

son las principales reservas de Ni a nivel mundial [,



2.1.2 El niquel

El niquel es un elemento metalico magnético, de aspecto blanco plateado, utilizado
principalmente en aleaciones. Es uno de los elementos de transicion del sistema periddico y
su numero atémico es 28. En la corteza terrestre se encuentra en un 8,4x10-3% en peso,

ocupando el lugar 22 en abundancia entre los elementos de la tierra.

El niquel es un metal duro, maleable y ductil, que puede presentar un intenso brillo.
Tiene propiedades magnéticas por debajo de 345 °C. y es un buen conductor del calor y la
electricidad (1/4 del cobre). Es estable al aire y al agua. Aparece bajo cinco formas

alotrdpicas diferentes.

El niquel metélico no es muy activo quimicamente. Es facilmente soluble en acido
nitrico diluido, y se convierte en pasivo (no reactivo) en acidos oxidantes concentrados. Los

no oxidantes lo atacan lentamente y los hidréxidos alcalinos no lo atacan.

Actualmente, la principal aplicacion a escala industrial del niquel es en aleaciones
de acero inoxidable donde se utiliza aproximadamente 57% de la produccion mundial. Las
aleaciones de niquel presentan gran diversidad de aplicaciones, debido a que presentan
resistencia a la corrosion y al calor, a continuacion se presentan algunas de ellas: turbinas
de gas de avidn, procesamiento de metales, aplicaciones médicas, industria quimica y

petroquimica, sistemas de gasificacion, etc.

En la tabla 2.1 se presentan las principales propiedades fisico-quimicas del niquel

[71.

2.1.3 El cobalto

El cobalto es un elemento metalico, magnético, de color blanco plateado, usado

principalmente para obtener aleaciones, constituye el 2.3x10” % de la corteza terrestre,
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ocupando el lugar 30 en abundancia entre los elementos de la corteza. Fue descubierto en
1735 por el quimico sueco George Brandt. Tiene poca solidez y escasa ductilidad a

temperatura normal, pero es ductil a altas temperaturas.

Tabla 2.1 Propiedades fisico-quimicas del niquel ©*).

Niguel

Hombre, simbolo, nimero Niguel, N1, 28

Sene quimica Ivletal de tramsiciom
Crupo, periodo, blogue 10,4 .4
Densidad, dureza Mohs 2902 kghu' 4,0

L ustroso, metdlico

Apariencia

Estado de la materia 15 dldo (fermomagnetico)
Punto de fusion 1728 K

Punto de ebullicién 3126 K

Entalpia de vaporizacién 3704 Kimol

Entalyia de fasidn 17,47 Whol
Presiom de vapar 237Paa 1726K

El cobalto es un metal duro, quebradizo, muy parecido al hierro y niquel. Reacciona
facilmente con los haldégenos y elementos del grupo del nitrogeno. Se disuelve facilmente
en acidos oxidantes diluidos; los oxidantes concentrados dan lugar a una capa de pasivacion

que lo protegen.

Los acidos no oxidantes lo atacan lentamente. Presenta dos formas alotropicas a
(hexagonal) y P (ctibica), produciéndose la transicion hacia los 400 °C . La principal

aplicacion del cobalto es en aleaciones. Las aleaciones resistentes a la temperatura,



llamadas superaleaciones, contienen cobalto y se emplean en la industria y en las turbinas

de los aviones.

De los distintos is6topos de cobalto conocidos, el cobalto 60 radioactivo es el mas
importante. Tiene una vida media de 5,7 afios y produce una intensa radiacion gamma.

Otros usos importantes son la sintesis de vitamina B12 y catalizadores.

En la industria quimica, el cobalto se utiliza en la catalisis homogénea y

heterogénea para sintetizar combustibles

El cobalto y sus compuestos presentan gran diversidad de aplicaciones, debido a sus
propiedades, a continuacion se presentan algunas de ellas: turbinas de aviones resistentes a
la friccidon, imanes permanentes, ceramicas y vidrios especiales, ingenieria y medicina

nuclear, etc. 1

Tabla 2.2 Propiedades fisico-quimicas del cobalto '*.

Cohalto
Nombee, sibolo, nizera | cobalto, Co, 27
Serle guiraica metal de transicion
Grupo, periodo, blogque o.4.4d
Denzidad, dueza hiohs 2900 kg.fmj, 50

Lpariencia

Estadn de la materia Sélido (ferromagnético)

Punito de fusidn 1763 K

Punto de ebullicién |3m0K

Entalpia de vaporizaciin | 376,5 KJfmol
Entalpia de fusin. 16,19 kiimal
Presién de vapor 175Paa 1768 K



2.2 Procesos de obtencion del niquel y cobalto.

Los procesos implementados actualmente para la obtencion de niquel y cobalto
dependen de las caracteristicas de la mena, en base a ello, existen dos vias para obtener
estos metales: la Pirometalurgia y la Hidrometalurgia. Cada una de estas vias presenta
ciertas condiciones que deben ser analizadas al momento de su aplicacién con el fin de

determinar la rentabilidad y la eficiencia del proceso a implementar.

2.2.1 Proceso pirometalurgico

Es método de procesamiento de los minerales niqueliferos, tanto de 6xidos como
sulfuros, con formacién de mata de niquel, que posteriormente se oxida en un convertidor.
Oxidando la mata de niquel, proveniente del procesado de minerales de 6xidos libres, se

obtiene NiO con una pureza de 98%.

El niquel es un metal metalurgicamente noble y su 6xido es facilmente reducible.
En la industria el niquel se obtiene en estado liquido lo cual, requiere temperaturas
superiores a su punto de fusion de 1455 °C. El proceso de reduccion se realiza en horno
eléctrico de arco en el cual, se carga con la mata de niquel junto con carbon como reductor.
Las reacciones mas importantes del proceso son la reaccion de Boundovand y la de

reduccion:

C(s) + CO:(g) = 2CO (g) (1)
2NiO(s) +CO(g) ¢ Ni(s)+ COx(g) (2)

De acuerdo con el alto valor de la constante de equilibrio Keq= Pco,/Pco, se puede
escribir la reaccion general de reduccion del oxido de niquel como se observa en la

ecuacion (3):

INiOG) + C(s) ¢ 2Ni(s) + COx(g) (3)
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Los yacimientos de niquel se caracterizan por el alto contenido de hierro, y por esta
razon, los minerales oxidados ricos en niquel se utilizan para produccion directa de
ferroniquel en hornos eléctricos, en los cuales el reductor empleado son finos de coque. Al
final se obtiene ferroniquel de una composicioén de 80-85% de Fe, 7 a 9% de Ni, 4 a 5% de
Si0, y alrededor 1% de C. Durante este proceso, parte del hierro puede pasar a la escoria de

acuerdo a la reaccion (4):

NiO(s) + Fe(s) & Ni(s) + FeO(s) (4)

En el caso de una mena pobre de niquel, con un contenido de mas o menos el 1%, el
método descrito:

Mineral = Mata = Mata concentrada = Oxido de niquel; es antieconémico ',

La obtencion de niquel de un alto grado de pureza (aproximadamente 99,4 a
99,7%), es posible mediante la refinacion electrolitica de los anodos colados de niquel
bruto, los cuales contienen impurezas tales como cobalto, cobre, hierro, azufre y metales
nobles.La electro-refinacion permite el beneficio de los metales nobles contenidos en el
niquel bruto. El niquel més puro, de un contenido de alrededor 99,9%, se obtiene en el
llamado proceso del carbonilo, el cual se basa en la reaccion reversible de la formacion de
ciertos compuestos de niquel, hierro y cobalto con el monodxido de carbono, es decir,

carbonilos.

El tetra carbonilo de niquel Ni(CO)4 funde a 25 °C, ebulle a 45 °C y se descompone
a 180 - 200 °C, segun la reaccion (5):

Ni(CO)(g) <= Ni(s) + 4CO(g) (5)

Por medio de este método, es posible separar el niquel de metales como el cobre, el

cual no forma carbonilo. A fin de separar al niquel del cobalto y el hierro, aprovechando las

11



diferencias en las temperaturas de ebullicion y descomposicion de los respectivos
carbonilos, asi como también se emplea la destilacion fraccionada de los mismos. Los
procesos a base de carbonilos no han encontrado gran aplicacion, ya que se requiere de
aparatos e instalaciones complicadas por la alta toxicidad del monéxido de carbono y de los

. . 1
mismos carbonilos "',

2.2.2 Proceso hidrometalurgico

La hidrometalurgia, a diferencia de la pirometalurgia, es una técnica extractiva
mucho méas moderna, que consiste principalmente en el tratamiento de minerales,
concentrados y otros materiales metélicos a través de métodos humedos que producen la
disolucion de alguno de sus componentes y su posterior recuperacion a partir de la
disolucion. Normalmente en un intervalo de temperaturas comprendido entre 25 y 250 °C.
Cuando el proceso pirometalurgico no es viable para la explotacion de menas niqueliferas,
debido a aspectos econdmicos, se hace necesario la implementacion de otros procesos. La

e ., , . y o1 11
lixiviacion es la técnica mas utilizada en estos casos 1.

2.2.2.1 Lixiviacion

La lixiviacion es la primera etapa de cualquier proceso hidrometalurgico. Este es el
término aplicado a la recuperacion o disolucion quimica de un metal a partir de un mineral
utilizando el disolvente adecuado. En general, la lixiviacion se aplica a los minerales que no
pueden ser tratados con un beneficio econdomico equivalente con métodos convencionales

mas desarrollados a escala comercial como la concentracion por flotacion o la fusion.
La lixiviacion es de un tipo o de otro en funcidon de la reaccion quimica que la

provoca. Segun esto, el ataque quimico de un mineral s6lo se puede realizar mediante

cualquiera de las tres reacciones siguientes: acido-base, redox, complejante.
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La lixiviacion ideal es aquella en donde el agente lixiviante, el cual es el encargado
de disolver el util, ataca selectivamente al compuesto o elemento de interés. Por lo general
para que la lixiviacidon sea un proceso ideal requieren de un equipamiento que permita
alcanzar las condiciones ideales, este equipamiento es por lo general bastante costoso y por
esta razon se justifica la inversion si la produccion asi lo amerita. Para ello es importante
realizar las consideraciones de tipo termodindmico para comprobar las limitaciones de los
procesos, definir las condiciones de precipitacion de los metales a partir de los licores de
lixiviacién e incluso para explicar otros ambitos de los materiales metalicos como su
mineralizacion geoldgica y su corrosion. Los parametros mas importantes son el voltaje,
relacionado con la energia libre, y el pH. Estas dos variables se representan en los

diagramas de Pourbaix.

Por otra parte, la fisico-quimica de los sistemas de mineralizacién es de mucha
utilidad, puesto que representa un gran compendio de reacciones de importancia para los
sistemas hidrometalurgicos. Debido a ello los factores cinéticos son determinantes ya que
las reacciones tienen que ser lo suficientemente rapidas para que los procedimientos

empleados tengan aplicacion comercial.

Después de realizar el estudio fisico-quimico de la lixiviacion, se procede a
examinar los factores comerciales, los cuales son: la cantidad de reservas del mineral,
concentracion del util, costos de mineria, cualidades del terreno, costo de equipos de
lixiviacion y caracteristicas del mineral, las cuales definiran si el proyecto sea realizado o

no [11].

2.2.2.2 Tipos de Lixiviacion

La lixiviacion tiene unas importantes implicaciones econdmicas, no solo porque la
recuperacion del metal esta controlada por el rendimiento de esta etapa sino también porque
los consumos de reactivos dentro del proceso tienen en la lixiviacion su capitulo mas

importante. Ademas, el método de lixiviacion condiciona fuertemente las etapas
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precedentes y posteriores. Ante tal situacion, se ha tenido que desarrollar distintos

procedimientos de trabajo que se acoplen al tipo de mena disponible y a las implicaciones

economicas correspondientes. En este sentido se tienen: la lixiviacion estitica o por

percolacion y la lixiviacion dindmica o por agitacion

[12]

» Lixiviacion estatica o por percolacion: no existe movimiento relativo entre el sélido y

la disolucion de lixiviacion, ya que el sélido permanece estdtico y la disolucion lo

percola a través de €l. En la lixiviacion estatica el tamafio de particula debe ser tal que

permita el contacto entre el lixiviante y el mineral. Este tipo de lixiviacion se

caracteriza por presentar reacciones muy lentas (semanas, meses, afos). La lixiviacion

estatica se desarrolla a nivel comercial seglin tres modalidades distintas: lixiviacion “in

[11]

situ”, lixiviacién en montones y lixiviacion en estanques * .

Lixiviacion “in situ”: mediante la cual se solubilizan las especies mineralogicas

valiosas existentes en un yacimiento sin necesidad de extraer el mineral del terreno,
sino por el contrario, inyectando las soluciones lixiviantes en la zona mineralizada.
Las soluciones fértiles se recogen a través de pozos desde los que se envian a una

planta de tratamiento de liquidos para proceder a la recuperacion del metal.

El método puede aplicarse tanto a minas ya explotadas, pero en las que ain
quedan masas mineralizadas de baja ley que no pagarian los costos de mineria y de
tratamiento en el exterior, como a yacimientos pobres, por lo general de tipo
sedimentario, que no justifican econOmicamente un sistema de explotacion

convencional. Sin embargo, la velocidad del proceso es muy lenta (5 a 10 afios) ',

Lixiviacion en montones: en este tipo de lixiviacion el mineral triturado hasta un

tamafio adecuado, e incluso sin triturar, se apila en montones, formando un lecho
estatico a través de ¢l se hace percolar la disolucion lixiviante que se afiade al

mineral de forma continua o discontinua, dependiendo del caso. La adicion de la
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disolucion lixiviante puede hacerse utilizando aspersores o inundando la superficie.
La cantidad de mineral en el monton depende de una serie de factores como son:
configuracion del terreno, caracteristicas del mineral y de la operacion, reservas a

tratar, etc., por lo que puede llegar a sobrepasar el millon de toneladas "/,

» Lixiviacidon en estanques: este método de lixiviaciéon es una forma sencilla y

eficiente de colocar el mineral en contacto con la disolucidon de lixiviacion. Se
utiliza el principio de trabajo en contracorriente, aunque con el mineral estatico se
diferencia de la mayoria de los métodos que operan de esta forma. El mineral es
tratado sucesivamente con concentraciones crecientes de la disolucion de
lixiviacion, esta puede ser afiadida en forma continua o discontinua. El ciclo
completo de trabajo contempla el llenado del estanque con la disolucién, el
empapado del s6lido durante cierto tiempo y el vaciado del estanque. Entonces, la

disolucion drenada avanza al proximo estanque y el proceso se repite ! 1.

» Lixiviacion agitada: en este tipo de lixiviacion, el mineral es reducido de tamafio a una

granulometria muy fina (menor de 100-150 p), para facilitar la transferencia de materia,
el cual se encuentra en una pulpa formada con el agente lixiviante. A diferencia de lo
que ocurre con la lixiviacion estitica, en la lixiviacion dindmica el mineral y la

disolucion de ataque estan en movimiento relativo /.

Finalmente, debido a estas condiciones de lixiviacidon, con minerales ricos,
cinética rapida y rendimientos elevados de extraccion, las disoluciones fértiles son muy
concentradas y aptas para realizar, sin concentraciéon previa, una precipitacion del
metal. La lixiviacion agitada a presion atmosférica es el procedimiento mas utilizado a

escala industrial. Existen dos tipos de agitacion: mecanica y neumatica .

= Agitacién mecdnica: imprime al liquido un movimiento tal que la velocidad local

del fluido sea superior a la de caida libre de las particulas, por lo que el liquido
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arrastra las particulas impidiendo la sedimentacion y favorece la transferencia de
materia. Los reactores con este tipo de agitacion consisten en una vasija cilindrica y
un dispositivo mecénico para generar la turbulencia adecuada en el sistema. Este
dispositivo es un sistema motor que hace girar, a las revoluciones apropiadas, un eje
en cuyo extremo inferior hay un sistema de paletas que producen la deseada

turbulencia en la pulpa .

= Agitacién neumadtica: la aplicacion comercial de la agitacion neumatica se concreta

en los tanques de Pachuca, en ellos el movimiento de la pulpa se obtiene por
energia de expansion del aire comprimido inyectado en el vértice de la parte conica
inferior del reactor. El Pachuca no es realmente un reactor de mezcla perfecto sino

més bien un sistema de recirculacion ',

En el caso de lixiviacion de menas de niquel se han especializado en dos tipos de

lixiviacion, las cuales son la lixiviacion 4cida a presion y la lixiviacion amoniacal.

» Lixiviacion dcida a presion: el proceso se realiza con acido, donde la especie de

interés es susceptible al contacto con este. Generalmente la lixiviacion del niquel en
lateritas se produce con acido sulftirico, solo en los casos que las menas a tratar poseen

bajo contenido de Mg y Silice 'Y,

» Lixiviacion amoniacal: los minerales de niquel de alto contenido de elementos que

consumen el 4cido sulfurico (Mg, silicatos) se pueden tratar por el método de tostacion
reductora-lixiviacion amoniacal. Esta lixiviacidn es mas selectiva pero exige altas
temperaturas (800 °C) y equipamientos mas especializados. Este proceso es operado en
gran escala en Nicaro (Cuba). En el proceso la mena se somete a una tostacion
reductora seguida de un enfriamiento en condiciones no oxidantes, lixiviando luego en
una solucion amoniacal y después calentando la solucion fértil para recuperar el niquel

y el cobalto como precipitado .
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2.3 Biolixiviacion

El empleo de sistemas bioldgicos en los procesos industriales, conocida como
biotecnologia, ha sido usado desde tiempos inmemoriales en la producciéon de vino,
cerveza, pan, en la fabricacion de antibidticos, en la industria de alimentos, entre otras
aplicaciones. En el sector minero metalurgico, la biotecnologia ha sido utilizada como una
herramienta en la disolucion y recuperacion de los valores metalicos contenidos en menas.
Mayormente, los procesos microbianos han sido empleados en la lixiviacion de cobre y
uranio, en el mejoramiento de la extraccion de metales preciosos contenidos en sulfuros
refractarios, y en el tratamiento de aguas residuales '\ Por lo tanto, en lo que sigue, la
biolixiviacion, también denominada lixiviacion bacteriana, se entendera como el ataque y
solubilizacion de un mineral mediante la acciéon directa o indirecta de distintos

. . 11
microorganismos [,

La biolixiviacion también puede ser definida, como un proceso natural de
disolucion que resulta de la accion de un grupo de bacterias (principalmente del género
Thiobacillus) con habilidad de oxidar minerales sulfurados, permitiendo la liberacion de los
valores metalicos contenidos en ellos. Por mucho tiempo, se pens6é que la disolucion o
lixiviacion de metales era un proceso netamente quimico, mediado por agua y oxigeno
atmosférico. El descubrimiento de bacterias acidéfilas ferro-oxidantes y sulfo-oxidantes ha
sido primordial en la definicion de la lixiviacion como un proceso catalizado

biologicamente.

En términos mas globales, se puede senalar que la biolixiviacién es una tecnologia
que emplea bacterias especificas para lixiviar, o extraer, un metal de valor como uranio,
cobre, zinc, niquel y cobalto presente en las menas o en un concentrado mineral. El
producto final de la biolixiviacion es una solucion 4cida que contiene el metal valor en su

forma soluble %,

Los microorganismos que participan en la degradacion de los minerales se

caracterizan por su capacidad para resistir ambientes extremos. El habitat en que se
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desarrollan se caracteriza por: bajo pH, altas concentraciones de metales pesados y, en
algunos casos, elevadas temperaturas. Sin embargo, en estas condiciones desfavorables,
este grupo de microorganismos es capaz, no solo de vivir sino también de desarrollarse y

reproducirse.

Estos microorganismos, por su actividad lixiviante, juegan un papel importante en la

solubilizacion de metales valiosos. En la tabla 2.3 se mencionan los principales

microorganismos involucrados en la lixiviacion !'7):

Tabla 2.3 Microorganismos involucrados en la lixiviacién de minerales !,

Género/especie Fuente de carbono Mineral a tratar

Thiobacillus ferrooxidans

Thiobacillus thiooxidams Sulfuros

Leptospirillum ferrooxidams Autotrofos

Thiobacillus sp

Nitrobacter vinogradskyyi

Aspergillus niger

Penicillium simplicissimum .
Oxidos

Penicillium expansum
Hetero6trofos

Penicillium glaucum

Bacillus circulans

Cephalosporium sp

La tecnologia microbiana presenta ventajas sobre los métodos no bioldgicos, entre

los que podemos encontrar ' :

= Requiere poca inversion de capital (las bacterias pueden ser aisladas a partir de aguas

acidas de minas).
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= Bajos costos de operacion necesarios para las operaciones hidrometalirgicas en
comparacion con los procesos convencionales.

= Relativa ausencia de produccion de contaminacién ambiental durante el proceso.

= Posibilidad de tratamientos de metales pobres y productos residuales, que de otra
forma no podrian beneficiarse.

= Ausencia de contaminacion ambiental por SO,.

= Bajo consumo de reactivos, ya que estos son producidos por los microorganismos.

= Fécil separacion de los subproductos del proceso.

Sin embargo, también presenta una serie de desventajas tales como un crecimiento
lento de los microorganismos implicados, lo que se traduce en bajas velocidades de
reaccion durante el proceso. La obtencién de soluciones altamente diluidas dificulta la
obtencion directa del metal a partir de las mismas. Por ultimo la adopcién de nuevos
procesos extractivos requiere asumir varios riesgos, principalmente econdmicos, que

debido a la situacion actual de la metalurgia extractiva no son del todo viables ',

2.3.1 Microorganismos

Un microorganismo, también llamado microbio u organismo microscépico, es un
ser vivo que solo puede visualizarse con el microscopio. La ciencia que estudia a los

organismos que son muy pequefios (menores de 0,1 mm.) es la microbiologia !'*),

Son organismos constituidos por una sola célula o agrupacion de células. La célula
es la unidad fundamental de toda materia viva. Una tnica célula es una entidad, aislada de
otras células por una membrana celular conteniendo dentro de ella una variedad de
materiales quimicos y estructuras subcelulares. La membrana celular es la barrera que
separa el interior celular con el exterior. Dentro de la membrana celular se encuentran las
diversas estructuras y sustancias que hacen posible que la célula funcione. Estructuras

claves son el ntcleo o nucleoide, donde se guarda la informacion necesaria para hacer mas
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células, y el citoplasma, donde se encuentra la maquinaria para el crecimiento y el

funcionamiento celular '),

Todas las células contienen determinados tipos de componentes quimicos
complejos: proteinas, acidos nucleicos, lipidos y polisacaridos. Entre los microorganismos
se encuentran organismos unicelulares procariotas, como las bacterias, eucariotas, como los
protozoos, una parte de las algas y los hongos, e incluso los organismos de tamafo

: - .18
ultramicroscopico, como los virus !'®,

2.3.2 Clasificacion de los microorganismos

Los organismos vivos se pueden dividir en dos grupos: eucariotas y procariotas, tal
como se presenta en la tabla 2.4. La diferencia entre ellos depende principalmente de si los
cromosomas estdn contenidos en un nudcleo bien definido. Los procariotas contienen un
solo cromosoma, en tanto que los eucariotas contienen muchos cromosomas en una

. , 2!
estructura unida a una membrana, el niacleo (20,

Tabla 2.4 Clasificacion de los microorganismos %),

Procarioticos Eucarioticos
Eukarya:
Archaea
Algas
_ Hongos
Bacteria
Protozoos

Las procariotas representan las células mas pequenas del reino protista, el cual
consiste en bacterias y algas verde-azules. El resto, algas, levaduras, hongos y protozoarios,

son eucariotas. Las células bacterianas se presentan como bastones, esferas, cadenas y
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espirales, que en general son mas pequefias que las levaduras y los mohos. La composicion
de las bacterias muestra que contiene mas proteinas y menos lipidos o carbohidratos que las
levaduras y los mohos. En la tabla 2.5 se presentan algunas caracteristicas fisicas de las

células microbianas %,

Tabla 2.5 Caracteristicas fisicas de las células microbianas ',

Caracteristica Bacterias Levaduras Mohos
Forma de las ‘ Elipsoides, esferas, Micelios,
Baston, esferas, espirales. o
células micelios, cadenas. esferas.
Tamarfio de las
0,5-3 um 1-5 pm 5-15 um
células
Presencia de Bacillus (aerobio),
o ' En algunas En algunos
esporas Clostridium (anaerdbico)

Dentro de las bacterias se presentan varias ramas evolutivas, que incluyen a todos
los procariotas causantes de enfermedades (patogenos) y a la mayor parte de las bacterias
que se encuentran normalmente en el suelo, aguas y muchos otros medios. Algunos de
estos organismos contienen pigmentos que les permiten usar la luz como fuente de energia
mediante un proceso llamado fototrofia, otros dependen de compuestos organicos como
fuente de energia y algunos pueden usar incluso compuestos quimicos inorganicos como
combustible para realizar los procesos celulares. Tanto los ambientes aerobios (que
contienen O;) como los andxicos o anaerobios (que no contienen O,), pueden ser habitados

por distintas especies de bacterias.
La imagen de los procariotas denominados globalmente Archaea es, por el

contrario, muy distinta. La mayor parte de los Archaea son anaerobios, es decir, son células

incapaces de vivir al aire libre. Muchos se desarrollan bajo condiciones de crecimiento
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poco usuales, habitando lo que los humanos consideran ambientes extremos: fuentes
termales (a veces a temperaturas superiores a las de ebullicion del agua), acamulos de agua

extraordinariamente salina y suelos y aguas altamente 4cidas o alcalinas.

Entre los eukarya se encuentran las algas, hongos y los protozoos. Las algas
contienen clorofila, un pigmento verde que sirve como molécula captadora de luz y que
hace posible que las algas realicen fototrofia. Las algas son frecuentes en habitat acudtico y
se pueden encontrar también en suelos. Los hongos filamentosos o unicelulares, como las
levaduras, carecen de clorofila y adquieren su energia de compuestos orgéanicos en el suelo
y en el agua. Los protozoos son eukarya incoloros y mdviles que obtienen alimento por
ingestion de otros organismos o particulas organicas. Los protozoos carecen de las paredes

celulares que presentan las algas y los hongos ',

Por otro lado, los microorganismos se pueden clasificar segiin ciertos aspectos ['*):

»  Temperatura:

= Psicroéfilos: La temperatura 6ptima de crecimiento es de 15 °C o inferior.
= Mesofilos: Crece a temperaturas entre 20 y 45 °C.

= Termofilos: La temperatura 6ptima de crecimiento entre 45 y 80 °C.

> pH:
= Acidéfilo: Su crecimiento 6ptimo se produce a valores bajos de pH (acidos).

= Alcaldfilo: Su crecimiento 6ptimo se produce a valores altos de pH (basicos).

»  Oxigeno:
= Aecrobio: Usa el oxigeno en la respiracion, algunos lo requieren para el
crecimiento.
= Anaerobio: No puede usar el oxigeno en la respiracion y su crecimiento puede ser

inhibido por el oxigeno.

>  Fuente Carbono:
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= Autétrofo: Biosintetiza todo el material celular a partir del CO,, como Unica
fuente de carbono.

= Heterétrofo: Requiere compuestos organicos como fuente de carbono.

>  Fuente de energia:

= Fotétrofos: Utilizan luz como fuente de energia.

* Quimiotrofos: Utilizan productos quimicos como fuente de energia. Los
quimiotrofos se clasifican a su vez en:
- Quimiorganotrofos: Utilizan compuestos organicos como fuente de energia.

- Quimiolitotrofos: Utilizan compuestos inorganicos como fuente de energia.

2.3.3 Aspergillus niger

El género Aspergillus corresponde a un grupo de mohos que se encuentran
alrededor del mundo y que estan ampliamente distribuidos en la naturaleza (frutas,
vegetales o cualquier otro sustrato que le sirva de alimento), y tienen importancia
econdmica en muchas industrias de la fermentacion que requieren la producciéon de acido
citrico y gluconico. Se designa bajo el término de mohos a todos los hongos filamentosos,
de tamafio pequefio, generalmente pluricelulares y que crecen en forma de masa
enmarafiada *'. Los mohos son capaces de desarrollarse en condiciones mas dificiles que
el resto de los microorganismos. El género incluye aproximadamente ciento ochenta y
cinco (185) especies, de las cuales veinte (20) han sido reportadas como agentes casuales
oportunistas en el hombre. El principal habitat de las especies de Aspergillus es el suelo,
desde donde sus conidias son dispersadas por el viento para posarse en los diferentes

sustratos [21].

Los hongos pertenecientes al género Aspergillus, se clasifican en base a las
caracteristicas de sus colonias y a la morfologia microscopica en el medio. El Aspergillus
niger (Van Thieghem, 1867), es un microorganismo que pertenece al género flngico,

division: Eumycota, subdivision: Deuteromycotina, clase: Hyphomycetes, orden:
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Moniliales y familia: Moniliaceae. MicroscOpicamente las colonias son inicialmente
blancas, posteriormente negras con un reverso amarillo. A nivel microscopico, los
conididforos son hialinos, pigmentados en su parte superior, lisos y de pared gruesa. La
vesicula es grande y globosa. Las fidlides son biseriadas y cubren completamente la
vesicula. Las conidias son pigmentadas, unicelulares, globosas, de pared gruesa y

equinuladas 2.

Como hongo filamentoso, cada filamento crece fundamentalmente en el apice, por
extension de la célula terminal. Cada filamento aislado se llama hifa (septada) que crece
formando bolas compactas que colectivamente se llaman micelio, que pueden facilmente
ser vistas sin el microscopio. El micelio surge porque las hifas individuales al crecer se
entrecruzan dando lugar a espesos aglomerados. A partir del micelio, algunas hifas pueden
ir buscando la superficie, originando asi micelio aéreo que a su vez da lugar a esporas
llamadas conidios. Los conidios son esporas asexuales, a menudo fuertemente pigmentadas
y resistentes a la desecacion, siendo su mision la de dispersar el hongo a nuevos habitats.

Es un microorganismo aerébico, mesofilo, heterétrofo y quimiorganotrofo '),

Aspergilius niger

conidiéforo

Figura 2.1 Morfologia del Aspergillus niger !,
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Figura 2.2. Morfologia microscopica del Aspergillus niger: (a) Fotomicrografia a 40x**,

(b) Fotomicrografia a 800x*).

La produccion de acidos organicos por el metabolismo de este hongo ha sido bien
estudiada. Entre los acidos producidos por el A. niger se encuentran el acido citrico, acido

oxalico, glucdnico, glutarico, glicdlico, ascorbico, acético, entre otros (7,

2.4.3 Produccion fungica del acido citrico

El 4cido citrico es un acido tricarboxilico con seis atomos de carbono el cual fue
aislado inicialmente a partir del jugo de limon y cristalizado por Scheele en 1784. Es un
componente natural de muchas frutas citricas. Aunque desde 1983 Wehmer habia mostrado
que ciertos mohos del género Penicillium y Mucor podian producir acido citrico en un
medio de sacarosa, hasta los inicios del siglo XX el &cido citrico se producia
principalmente a partir del jugo de limon . La formula quimica del acido citrico es

CeHzO7, es un solido blanco que se emplea como conservante y antioxidante natural en el
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envasado de muchos alimentos como las conservas vegetales enlatadas. El nombre del

acido citrico es acido 2-Hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico %

Al disociarse en agua, este acido es capaz de ceder tres iones hidrogenos, por esta
razon entra en el grupo de los acidos triproticos, pero se le considera un electrolito débil, es
decir, al disolverse en agua la molécula de 4cido citrico no se disocia por completo sino que
tiende al equilibrio, volviendo a la formacion de la molécula en vez de la formacion del i6n.
Ademas, este acido posee un grupo carbonilo (CO) y otro hidroxilo (OH), por esta razon se
le llama en quimica organica acido tricarboxilico por poseer tres enlaces (COOH) de esta
naturaleza. El &cido citrico se encuentra en diferentes proporciones en plantas, animales y
bacterias, ya que es un producto intermedio del metabolismo. En bioquimica aparece como
una molécula intermediaria en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos, proceso realizado por la
mayoria de los seres vivos. A este proceso se le llama ciclo de los 4cidos tricarboxilicos o
ciclo de Krebs, gracias al bioquimico britanico H. Krebs, que descubrido esta
descomposiciéon en 1937 7). En la tabla 2.6 se presenta algunas propiedades fisicas del

acido citrico y en la figura 2.3 se observa su estructura quimica.

Tabla 2.6. Propiedades del acido citrico 7.

Propiedades fisico-quimicas del acido citrico
Peso molecular (g/mol) 192,12
Temperatura de ebullicion (°C) 153
Solubilidad en agua a 20 °C (g/100ml) 169
Densidad (Kg./ m’) 1,665x10°
Gravedad especifica 1542
Constante de acidez 1 7 ,4xlO'4
Constante de acidez 2 1,7);10'5
Constante de acidez 3 4,0x10”
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HO OH
H OH H

Figura 2.3. Estructura quimica del 4cido citrico °.

El 4cido citrico tiene un doble efecto en la disolucion de metales, suministra los
iones hidronios para favorecer la aciddlisis del mineral y permite el acomplejamiento de los
metales debido a su capacidad de formar quelatos. Estos quelatos resultan de la
combinacion de iones metalicos con la base del acido organico, a través de las fuerzas
electrostaticas entre los iones metalicos y los ligandos o quelatos en los orbitales de energia
de los atomos. Su formacion origina los ligandos polidentados o agentes quelatantes, que
son cadenas de quelatos en una misma estructura. Los cuales dependiendo del grado de
covalencia de los iones metalicos forman geometrias octaédricas o tetraédricas planas y
confinan a los mismos al interior del agente quelatante. Estos quelatos pueden ser usados en
la agricultura como fertilizantes, en la industria farmacéutica como cosméticos, en la
industria quimica como antiespumantes, en la industria alimenticia en jugos y dulces y en la

. . , . e 2
industria metalurgica como agentes lixiviantes *".

En la actualidad, el 4cido citrico se produce mediante fermentaciones flngicas.
Aunque es posible la sintesis quimica no se ha creado ninglin proceso comercial basado en
ella, que sea mas eficaz que las fermentaciones. La produccion de éacido citrico se ha

incrementado considerablemente en afios recientes debido a su facil biodegradabilidad. El
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90% de la produccion de 4cido citrico es realizada por la Union Europea, Estados Unidos y

China. Venezuela importa la totalidad del 4cido citrico que se consume 2

Aunque se han seleccionado un gran numero de bacterias, levaduras y hongos
superiores para la produccion de acido citrico, Aspergillus niger ha sido el organismo de
eleccion por casi 80 anos (Currie, 1917). Existe una gran variedad de trabajos que hablan
sobre la diversidad de acidos organicos excretados por el metabolismo del A. niger, los
cuales han demostrado que el &cido citrico no es el unico implicado en la solubilizacion de

. . . : 22].
minerales, aunque si el més representativo 1**!

2.4.3.1 Tipos de fermentacion

Existen tres técnicas basicas de procesos de fermentacion para el acido citrico a

nivel industrial:

>  Cultivo de Penicillium y Asperqgillus estacionario o de superficie: consiste en un

medio estéril con azicar que fluye en recipientes de acero inoxidable o de aluminio,
arreglados en fila en cdmaras de fermentacion estériles, la mayoria de las camaras
controlan la temperatura, la humedad relativa y la circulacion de aire. El medio se
inocula con esporas de A. niger a una temperatura constante de 28-30 °C con una
humedad relativa de 40-60 % durante 8-12 dias. El organismo crece y se extiende

sobre la superficie acidificando el medio.

Al final de la fermentacion, seguida mediante la medicion del pH del medio, el
licor se drena y el acido se cristaliza. El micelio puede reutilizarse adicionando medio
nuevo. Este es el método mas antiguo y, Aunque aun se utiliza, ha sido reemplazado
en gran medida por los procesos sumergidos *”. En la figura 2.4 se observa un

esquema de un cultivo en superficie.
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Medio con nuirtenies

arucarados Cortezra micelial

//’/ Recipienies de
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I8-30 °C 4 HE 40-60 % ]
Camara de Fermentacion I Lif“
Aire Purificacién
esiernl l
Acido citrico

Figura 2.4 Cultivo de superficie de Aspergillus niger para la produccion de acido

citrico®”,

Fermentacion en estado sélido: este proceso fue descrito inicialmente por Cahn en

1935, pero a pesar de su potencial no se ha empleado industrialmente a ningun grado
importante debido a su laboriosidad. El medio de fermentacion se impregna de
materiales porosos como el bagazo de cafia de aztcar, pulpa de papa o de remolacha,
pulpa de pifa, etc., en una proporcion apropiada se esteriliza e inocula con una
suspension de esporas. La masa se incuba en recipientes a 25-30 °C durante 6-7diasy

o) [ 2
luego se extrae con agua, se concentra y se extrae el acido citrico 2%,

Proceso sumergido: éste es el principal proceso en uso en el que se inocula el medio

seguido por la agitacion y aeracion vigorosa y controlada en grandes fermentadores.
El periodo de fermentacion se reduce bastante (3-5 dias) a 25-30 °C. Después, el licor
se drena para la extraccion del 4cido citrico y el micelio se puede reutilizar. Una
modificacion de este método tiene un proceso en dos etapas en los cuales inicialmente

el medio se inocula primero con esporas, después de 3 o 4 dias, el micelio se separa 'y
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readiciona al medio de produccion. Luego de 3 o 4 dias mas a 25-30 °C con
oxigenacion se extrae el acido citrico . En la figura 2.5 se presenta un bosquejo de

un cultivo sumergido.

Aire
Medio con pH
huirientes NaOH
azucarados l
5 _3°C
% T
4
!
Filiracion
Aire
estéril Licor — Purificacion —s Mldu
ciirico

Figura 2.5 Cultivo sumergido de Aspergillus niger para la produccion de acido citrico %,

Los procesos sumergidos y de superficie son los més usados para la produccion a gran

escala y se deben emplear las condiciones apropiadas para la cepa fungal en particular

empleada 2.

2.3.4.2 Condiciones de cultivo

La produccion de acido citrico ocurre en medios sintéticos simples. En medios

complejos a menudo, los rendimientos son bajos debido a la influencia de los metales y

30



otros componentes. Entre los factores que intervienen en los rendimientos de obtencidon en

la produccion de 4cido citrico estan:

»  Fuente de carbono: las condiciones de cultivo varian de cepa a cepa y es importante

determinar el mejor sustrato puesto que las cepas que crecen eficientemente sobre una
fuente de carbono con buena produccion de acido citrico, a menudo no lo haran en

otra [20].

Solamente aquellos azucares que pueden ser asimilados por el hongo
(glucosa, fructosa, sacarosa), permiten una produccion alta de 4cido citrico. En la
mayoria de los casos, la sacarosa o una fuente mas econémica de esta como lo es la

melaza, constituyen las fuentes de carbono mas empleadas .

Las melazas constituyen el licor residual que queda después de la cristalizacion
de la sacarosa, pero una desventaja que todas ellas poseen es su alto contenido de
cenizas que inhiben la produccion de acido citrico. Frecuentemente la melaza se
pretrata para remover metales pasandola a través de resinas de intercambio idnico.
Puesto que la produccion del acido con A. niger necesita una etapa de crecimiento y
otra etapa de produccion, asi como el balance de los distintos componentes del medio,
en particular el nitrogeno, fosforo, azufre y varios elementos traza ya que tienen un

pronunciado efecto sobre el rendimiento de la produccién del acido %),

> Elementos traza: aunque A. niger requiere varios cationes divalentes para el

I sz £ res + + + + +
crecimiento y la producciéon de acido citrico (Fe™, Cu™, Zn™, Mn™, y Mg™), la
concentracion relativa de estos iones metdlicos es probablemente el Unico factor
importante que determina la produccion de acido citrico. La concentracion de estos
iones metalicos varia ampliamente con diferentes cepas, por lo que es necesario
ajustar la composicion del medio para evitar los efectos inhibitorios generados cuando

. . , . [22] +2 .
estos cationes se presentan en concentraciones toxicas . El Mg ~ se requiere para
varias reacciones enzimaticas, la concentracion Optima para obtener la maxima

produccion es de 0,02-0,025% %),
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Debido a la sensibilidad de la produccion de 4cido citrico a la presencia de iones
metalicos, esta ultima debe ser controlada cuidadosamente, en particular cuando se
emplean sustratos complejos de composicion variable mal definidos como las
melazas. La eliminacion completa de estos elementos es practicamente imposible, sin
embargo, es comun usar dos aproximaciones. La primera es el pretratamiento del
medio con productos quimicos o resinas de intercambio i6nico para reducir la
concentracion de los elementos de traza. La segunda es el desarrollo de cepas
miceliales capaces de producir &cido citrico en presencia de altas concentraciones de

. o 2
iones metalicos .

Aireacion y agitacion: la fermentacion del acido citrico es un proceso esencialmente

aerobio y por lo tanto necesita una oxigenacion apropiada. El grado de aireacion y
agitacion depende del organismo, el tamafio del fermentador y el medio. En general se
acepta que la demanda de oxigeno del cultivo es mayor que la rapidez de
transferencia de masa de oxigeno hacia el medio de cultivo a partir de la fase gaseosa.
El oxigeno se necesita no solo para el crecimiento sino también para la excrecion

adecuada del 4cido citrico %,

Asi el régimen aireacidon-agitacion ayuda a que la difusion del acido citrico se
aleje de las paredes miceliales, donde la acumulacion daria por resultado la inhibicion
de la produccion. Un aumento en la concentracion de oxigeno conduce a un
incremento en la produccion de acido citrico y una interrupcion en la aireacion tiene
efectos dafiinos, ya que una interrupcion transitoria puede redirigir el metabolismo del
hongo hacia la produccion de biomasa y estd bien establecido que para favorecer la

sintesis de 4cido citrico, el crecimiento del hongo debe estar restringido %

pH: el mantenimiento de un pH bajo durante el proceso de fermentacion para la

produccion de 4cido citrico, es de gran importancia para que el proceso sea eficiente.
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La etapa del crecimiento del hongo requiere un pH ligeramente mayor que la etapa de

produccion %,

»  Inéculo: el indculo para la fermentacion puede ser ya sea esporas o micelio. Si se
usan esporas, se prepara una suspension de esporas adicionando Tween 80 al 0,1% a
un cultivo esporulante y se afiade suficiente cantidad de esta suspension al
fermentador para dar una concentracién inicial de 10°-10" esporas/ml. Después de
terminada la fermentacion el micelio se puede reutilizar en lugar de reinocular con
esporas. La edad de las esporas es importante puesto que las de mas de 8 dias de edad
con frecuencia germinan pobremente, causando bajos rendimientos en la produccion

del 4cido Y,

>  Viscosidad del medio: la adicion de sustancias viscosas al medio de fermentacion en

cultivos sumergidos, incrementa la produccion del acido, ya que las sustancias
viscosas actian protegiendo al micelio del dafio fisiologico que se genera debido a la
agitacion y en consecuencia se produce un incremento significativo en la produccion

del 4cido citrico 1.

»  Aditivoes: algunos compuestos como el metanol y el etanol estimulan la produccion
del acido citrico mediante A. Niger en cultivos de superficie, sumergidos o estaticos.
Cuando reanade metanol al medio de cultivo a una concentracion de 3-4% antes de la
inoculacidn, ocasiona un retardo en el crecimiento, retrasa la esporulacion y aumenta
el rendimiento de la produccidn. Se piensa que el metanol aumenta la tolerancia de los
hongos hacia algunos iones metalicos e incrementa la permeabilidad del micelio para

permitir la excrecion del acido citrico 2.

2.3.4.3 Medios de cultivo

Mucho trabajo en microbiologia depende de la capacidad de los microorganismos

para crecer y mantenerse en las condiciones de laboratorio, ello sdlo es posible si se poseen
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medios de cultivos adecuados. Los cultivos son poblaciones microbianas crecidas bajo
condiciones definidas en ambientes artificiales a nivel de laboratorio. Un cultivo puro es
aquel donde solo se encuentra un microorganismo particular aislado (cepa) en la mayoria
de los cultivos de microorganismos forman colonias discretas en medio sélido (agar). El
crecimiento en medio sélido permite observar las caracteristicas morfoldgicas de las

colonias.

Desde el punto de vista de su composicion los medios de cultivo pueden ser
indefinidos, los cuales son muy ricos en nutrientes debido a que en su composicion se
utiliza hidrolizados de proteinas u otros compuestos organicos naturales que proveen
fuentes de nitrogeno, aminoacidos y ademds también contienen uno o mas carbohidratos
que suministran energia y fuente de carbono, sales inorgédnicas para satisfacer las
necesidades de iones y también extracto de levadura, que satisfaga las posibles necesidades
vitaminicas. La seleccion de un medio de cultivo particular dependera del proposito que se
persiga con un cultivo dado. En forma resumida, se puede decir, que los medios de cultivo
son medios donde los microorganismos pueden crecer y mantenerse en condiciones de
laboratorio. Deben cubrir todos los requerimientos nutricionales del microorganismo para
la sintesis de su material celular y para la generacion de energia. El disefio de un medio de
cultivo debe basarse en los principios fisiologicos del microorganismo y el habitat. Los
macrocomponentes de un medio de cultivo son: una fuente de C y N, sales inorgéanicas que
proporcionan S, P, K, Ca, Mg y Fe . Con el fin de obtener un medio complejo para una

fermentacion industrial se debe considerar los siguientes criterios [''l:

»  Los requerimientos de nutrientes especificos.

»  La composicion exacta de los nutrientes industriales y las posibles modificaciones
durante el almacenamiento.

»  Las propiedades de los nutrientes en términos de almacenaje y manejo.

>  Costo de los nutrientes.

Los microorganismos son extraordinariamente diversos con respecto a la clase y

nimero de compuestos organicos que pueden usar como fuente principal de carbono y
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energia, tanto que virtualmente no hay compuestos organicos que no pueda ser utilizado
por algunos microorganismos. Entre ellos estan la xilosa, la glucosa, la sacarosa, lactosa,

maltosa, almidon, etanol, metanol, metano, dextrina y muchos otros.

El azlcar (sacarosa) es probablemente una de las materias primas mas facilmente
fermentables, puesto que, tanto desde el punto de vista microbiolégico como tecnolédgico,
los problemas que involucra su uso son menores. En microbiologia aplicada se tiene una
vasta experiencia en lo que se refiere al crecimiento microbiano cuando se emplea azlicar

como sustrato.

Por otra parte la gran mayoria de las especies empleadas y reconocidas como fuente
de biomasa utilizan este hidrato de carbono con facilidad y rendimientos elevados. Los
requerimientos de transferencia de oxigeno al fermentado y enfriamiento del cultivo son
relativamente menores que los de otros sustratos. Sin embargo, el precio del azlcar en el

. . . 30
mercado internacional hace que se incrementen los costos del proceso %,

La sacarosa es el sustrato principal para la fermentacion del acido citrico, pero se
agrega principalmente como melazas ya sea a partir de remolacha o cafia de azucar.
Ademas de azlcares, las melazas contienen un 30% de materia seca que consiste en
compuestos nitrogenados que pueden ser de valor. Por su parte el almidon es una reserva
importante de carbohidratos en las plantas y se usa puro o como un componente de las

papas, trigo, avena, cebada, maiz y muchos otros .

Diversos tipos de desechos o subproductos industriales han sido utilizados en la
produccion de acido citrico por A. niger, tales como conchas de papa, suero de soya,
desechos de naranja, borra de café, melaza, desechos de algodon y jugo de nepe entre
muchos otros. Hasta ahora la melaza proveniente de la cafia de azlcar se ha considerado
como el mejor sustrato. A continuacién se mencionan las caracteristicas de algunos de los

desechos o subproductos industriales utilizados ')
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La melaza: es un subproducto de la industria azucarera. Basicamente, es el licor
residual que queda después de la cristalizacion de la sacarosa a partir del jarabe de
cafia concentrado y corresponde al azlicar que no se puede cristalizar debido a su gran
riqueza salina. Es una excelente fuente de carbono ya que contiene carbohidratos
solubilizados que aumentan la disponibilidad de nutrientes. Contiene hasta 70 % de
azucares, de los cuales 35-50% es sacarosa y el resto hexonas (glucosa, dextrosa,

levulosa) 2%

La melaza es una fuente reconocida y utilizada en diversas fermentaciones (para
producir alcohol, proteina microbiana y 4cido citrico, etc.). La composicién quimica y
las propiedades fisicas de las melazas varian de acuerdo con: factores agricolas,
condiciones climatoldgicas durante el crecimiento de la cafia y, principalmente, con
las condiciones de procesamiento del jugo de cafia durante la produccion de azicar.
Asi, puede ocurrir que distintas muestras de melazas producidas en el mismo ingenio

y durante la misma época tengan composiciones quimicas diferentes.

La composicion promedio de las melazas se ve en la tabla 2.7; se observa que
los azucares totales se constituyen 70% del peso seco, aunque son los demas
componentes y sus porcentajes en la composicion los que hacen que determinadas

melazas resulten mejores materias primas para el crecimiento microbiano P,

Germen desgrasado de maiz: es un subproducto generado luego del procesamiento

del maiz para la obtencion de aceite comestible, a través de un proceso de extraccion
por solvente. También es una fuente importante de carbohidratos principalmente

almidon, que proporciona la fuente de carbono.

Se ha demostrado que es un medio Optimo para el crecimiento de diversos

géneros fungicos y ademaés es econdomico y se produce en grandes cantidades al afio
2 e ,

321 El esquema de la obtencién del germen desgrasado de maiz se presenta en la

figura 2.6.
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Tabla 2.7 Analisis de la melaza de cafia de aztcar %

Porcentaje (%) Minimo | Maximo | Promedio

Humedad 16 23 19
Materia seca 77 84 81
Azucar (como glucosa) 52 65 56
Nitrogeno total 0.4 1,5 0,7
Cenizas 7 11 9
Fosforo 0,6 2,0 0,9

Calcio 0,1 1,1 0,5

Magnesio 0,03 0,1 0,07
Potasio 2,6 5,0 3,6

Agua de maceracion de maiz: es un subproducto de la produccion industrial de

almidon de maiz. Se obtiene en el proceso de separacion del germen de maiz del resto
de los constituyentes del grano. Es una solucion rica en fosfatos, nitratos. Constituye

la fuente de nitrogeno P2,

Concentrin: basicamente es el producto de la mezcla del germen desgrasado de maiz
y el agua de maceracion de maiz, que constituyen la fuente de carbono y nitrégeno. El

esquema del proceso de obtencion del concentrin se puede apreciar en la figura 2.7.

Es necesario mencionar que el grano de maiz se acondiciona en tanques de
maceracion donde es sumergido en agua durante 44 horas aproximadamente, a una
temperatura entre 48-50 °C con didxido de azufre para evitar su germinacion, en este
proceso se extraen del grano sus elementos solubles, minerales y proteinas que pasan

al agua %,
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Figura 2.7 Esquema del proceso de obtencion del concentrin ',

2.3.4.4 Procesos bioquimicos en la fermentacion del acido citrico

El 4cido citrico es un intermediario estandar del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos y

se produce como un producto de exceso debido a una operacion incorrecta del mismo. Dos
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enzimas claves son importantes en la fermentacion del acido citrico, la aconitasa y la

isocitrato deshidrogenasa.

Las actividades de estas enzimas disminuyen a niveles muy bajos durante la etapa de
produccion, en tanto que aumenta la actividad de la enzima citrato sintasa. Puesto que para
la sintesis del acido citrico se necesita la condensacion de una unidad de acetilo con
oxalacetato, es necesario generar aceptor suficiente (oxalacetato) para que la produccion

continue. Esto incluye cuatro mecanismos:

1. La carboxilacion directa del piruvato catalizada por la enzima malica, esta reaccion

produce malato, el cual se oxida facilmente a oxalacetato.

2. La carboxilacion del piruvato catalizada por el piruvato carboxilasa segin la
siguiente reaccion:

Mg+2
Piruvato + Co, + H,O + ATP — Oxalacetato + ADP + P (6)

3.  La carboxilacion del fosfoenolpiruvato (PEP) catalizada por la enzima PEP

carboxinasa:

PEP + ADP + CO, — oxalacetato +ATP (7)

4. lavia del glioxalato que utiliza las enzimas clave isocitrato liasa y malato sintasa.

La acotinasa es una de las dos enzimas clave, ya que es sensible a los iones
metalicos como el Fe™ en altas concentraciones, la restriccion de la actividad de esta
enzima es la clave para tener éxito en la fermentacion de acido citrico. Sin embargo, la
produccion de 4cido citrico y su excrecion por las células son dos problemas

completamente separados.
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Asi, es importante no solamente regular la actividad de las enzimas clave del ciclo
de los acidos tricarboxilicos por medio de los elementos de traza, sino también hacer
permeables a las membranas para que la concentracion intracelular de &cido citrico
permanezca baja, previniendo asi la retroinhibicion de su sintesis y facilitar la extraccion

del producto .

A continuacion se presenta en la figura 2.8 el ciclo del 4cido citrico.

Azucares
l ADP + P, ATR
PEP - \\‘“-.__r_ —  Pirvalo CoA oh FM
PK gashidrogenasa
CO,
g Aceti—CoA CoA
ADP
PEP—CK Citrato sintasa
ATP
aH .h’( Aconilasa H,0
MDH Fal.
Cis -Aconilalo
Malato Hy0
Enzima Aconilasa
métca_ FM L
Piruvato H0 ¥ Isocitrato
t Fumaralo
Isocltrato
co, ——
dashidroganasa  2H
M\ soH A co,
g - Oxoglutaralo
Succnalo CoA
" CoA -’{/
aTe -&L AT co,
N~ Sucocinl B a0H
STK Con Cla
GOP s P,

Figura 2.8 Ciclo de los 4cidos tricarboxilicos 1%/,
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2.3.4.5 Crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano se define como el aumento ordenado de todos los
componentes s bioquimicos de un organismo *?!. También se puede considerar como el
aumento ordenado de todos los constituyentes quimicos de un organismo, lo cual, para los
organismos unicelulares, conduce a un aumento en el nimero de individuos de la
poblacion. Se puede considerar el crecimiento a nivel de individuos dentro de una
poblacion (ciclo celular) o el crecimiento de poblaciones celulares (ciclo de crecimiento).
El crecimiento de las poblaciones celulares se puede subdividir en sistemas cerrados, como
el cultivo intermitente y en sistemas abiertos como el cultivo alimentado por lotes o el

cultivo continuo ",

La sintesis de material celular conduce a que cada célula aumente en longitud y
diametro (como consecuencia de su incremento en masa) hasta que la division ocurre. Ello
permite considerar a cada célula individual como la unidad de crecimiento en organismos
unicelulares. Asi, cuando un medio de cultivo apropiado, constituido fundamentalmente por
una fuente de carbono, una fuente energética, una fuente nitrogenada, sales y factores de
crecimiento, es inoculado con microorganismos, estos comienzan a dividirse activamente
empleando los constituyentes que aporta dicho medio. El proceso continua hasta que algiin
componente (sustrato limitante) se agota y el crecimiento se detiene. También puede ocurrir
el cese del crecimiento por acumulacion de alguna sustancia inhibidora producida por los

mismos microorganismos !,

La velocidad de crecimiento es el cambio en el numero de células o masa celular
por unidad de tiempo. Durante este ciclo de division celular, todos los componentes
estructurales de la célula se duplican. El tiempo requerido para que a partir de una célula se
formen dos células se denomina tiempo de generacion 2. El crecimiento de las poblaciones
de células microbianas puede medirse también mediante diversa tdnicas como lo son el
método del peso seco celular, absorcion, peso himedo, volumen de células empacadas,
numero de células, masa de un componente celular y mediciones fisicas tales como la

L ., 1
medicién de la generacién de calor '
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2.3.4.6 Ciclo del crecimiento microbiano

Cuando un medio de crecimiento adecuado se inocula con células, tiene lugar una
secuencia de eventos, esta caracteristica es llamada ciclo de crecimiento. El ciclo de

o e g . . . 11
crecimiento se puede dividir en varias fases distintas [''):

»  Fase de latencia: inmediatamente después de la inoculacion no es posible que ocurra

crecimiento aparente durante algun tiempo. La duracion de la fase de latencia es
variable y depende de los antecedentes previos de crecimiento de las células.
Representa un periodo de adaptacion para el crecimiento en un medio nuevo y

significa la sintesis de las enzimas requeridas para la evolucion en este medio.

>  Fase exponencial o fase logaritmica: frecuentemente se habla de ésta fase como la

fase de “crecimiento equilibrado”, donde la sintesis de todos los constituyentes
celulares aumenta a una rapidez constante, de modo que la poblacién de células se

duplica y continua duplicandose a intervalos regulares y viene dada por la relacion:
I/x * dx/dt = um = ctte. (8)

Donde um es la velocidad especifica de crecimiento maximo. Esta ecuacion es
facilmente integrable, haciendo a t = 0, x = x¢ (concentracién inicial de biomasa, o lo

que es igual, concentracion del indculo), quedando:

Inx = Inxg .+ pm*t 9)

X = X¢* et (10)

Graficando Inx contra el tiempo, se tiene una recta de pendiente pm, cuya
ordenada al origen es el logaritmo natural de la concentracion del indculo, tal como se
aprecia en la figura 2.9. Esta no es una verdadera fase de crecimiento equilibrado o

estado estacionario, ya que los nutrientes son consumidos continuamente (la
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concentracion del sustrato varia con el tiempo) y los productos finales del

metabolismo se acumulan. En consecuencia el medio cambia continuamente > ',

Inx

nm

Inx,

Tiempo

Figura 2.9 Regresion lineal durante la fase exponencial de crecimiento 7.

A partir de la ecuacion (10) se puede calcular el tiempo de generacion del
microorganismo (tg), que representa el periodo promedio de division celular, aunque
pueden ocurrir excepciones en donde una fraccion de la poblacion de células no es

viable.

Como el crecimiento microbiano unicelular es autocatalitico, se tiene que la

velocidad de crecimiento es proporcional a la concentracion de células ya presentes.

Asi cuando x = 2x, la ecuacion (10) se transforma en !'':

tg = In2/ pm (11)

Fase estacionaria: durante ésta fase no se observa ningin crecimiento neto. De

hecho, el crecimiento puede estar ocurriendo, pero esta equilibrado por la rapidez de

muerte o lisis celular. Las células pueden permanecer viables por periodos largos en
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esta fase con existencia de metabolismo enddgeno, oxidacién y almacenamiento de
polimeros, proteinas, etc. Es comin que la poblacion entre en la fase estacionaria
como resultado de la disminucion de algin nutriente esencial, formacion de

productos toxicos o de un cambio en medio fisico.

»  Fase de muerte o declinacion: durante la fase estacionaria la rapidez de desaparicion

(muerte) puede volverse mas alta que la rapidez de crecimiento, € cuyo caso
disminuye la densidad de células. Esta fase esta caracterizada por la pérdida de

viabilidad celular y la autolisis.

En la figura 2.10 se puede apreciar las distintas fases del ciclo de crecimiento

microbiano.
Fases del crecimiento microbiano
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Figura 2.10 Curva de crecimiento tipica para una poblaciéon microbiana ',
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2.3.5 Biolixiviacion de minerales oxidados

Los minerales oxidados como silicatos, carbonatos y fosfatos son lixiviados
principalmente por microorganismos heterotrofos, los cuales excretan acidos organicos que

operan mediante dos mecanismos que pueden ocurrir simultineamente o no.

Como resultado se obtiene un metal oxidado que ha sido disuelto de una fase solida
a una fase liquida donde los iones hidronio desplazan los cationes metalicos de la matriz del

mineral y con ello se induce la disolucion de los metales.

Posteriormente los d4cidos orgdnicos secuestran los metales a través de un
mecanismo de quelacion, formandose complejos solubles. Este mecanismo es aplicable

tanto a minerales silicatos como no silicatos.

La formacién de estos complejos evita que los metales precipiten en forma de
hidroxidos, proceso que beneficia la lixiviacion ya que es posible disminuir el nivel de

.. . ., ’ye oy , . s 1
toxicidad al acomplejarse el ion metalico con el anién del 4cido organico 7.

Algunos estudios demuestran que las lateritas pueden ser atacadas por T.
Ferrooxidans, el cual debido a la ausencia de compuestos de azufre en el mineral lateritico,
utiliza como fuente de energia el hierro (Fe™) que bajo ciertas condiciones producen. Los
microorganismos se ven en la necesidad de catalizar la oxidacion de minerales ferrosos

presentes **]. La accion bacterial puede representarse por °*:

FeO(s) — Fe"(aq) + %0, +3e” (12)

El 6xido de niquel reacciona directamente con iones férricos disueltos, producidos

en la reaccion (12), para solubilizar el niquel de acuerdo a *¥:

3NiO(s) + 2Fe™ (aq) + 3H,0 — 3Ni(aq) + 2Fe(OH); (13)
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2.3.5.1 Mecanismo de accion

Dentro de los microorganismos heterétrofos, los hongos filamentosos son los que
han demostrado una mayor efectividad en la extraccion de metales presentes en minerales
oxidados. Dentro de ellos se destaca la especie Aspergillus niger, debido a su habilidad de
excretar grandes cantidades de acidos organicos. Entre estos, el mas efectivo ha sido el

acido citrico.

El mecanismo fundamental de impacto de los microorganismos sobre los silicatos
no ha sido estudiado profundamente pero es conocido que la destrucciéon quimica del

silicato estd basada en procesos de hidrolisis segun la reaccion siguiente:

M * (mineral) + HOH <« H'(mineral) + Me" OH™ (14)

Donde: M " (mineral) es el mineral inicial, H * (mineral) es el mineral desgastado,

+ (% .y
Me" es el catidon en solucidn.

Desde hace 30 afios, se comenzd a aislar bacterias y hongos que disolvian metales
contenidos en las rocas. Los 4cidos orgéanicos y los compuestos con al menos dos grupos
reactivos hidrofilicos son excretados al medio de cultivo como productos metabolicos de
los microorganismos heterotrofos. Posteriormente estos metabolitos disuelven los metales

dando lugar a sales y quelatos '),

2.3.5.2 Métodos de biolixiviacion

Existen dos métodos que se pueden emplear en la biolixiviaciéon de minerales: el
método directo y el método indirecto. En el mecanismo indirecto, el microorganismo actia
a través de las sustancias producidas en su propio metabolismo. Consiste en la obtencion de
acidos organicos a través del crecimiento del microorganismo en el sustrato libre de

mineral. Posteriormente los acidos organicos obtenidos (libres de células) se utilizan como
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agente lixiviante. Este tipo de mecanismo es uno de los mas importantes en las aplicaciones
industriales actuales de la biolixiviacion, es decir lixiviacion de minerales de cobre, de

uranio y de oro en montones.

El mecanismo directo, como su nombre lo indica, requiere de un contacto directo
entre el microorganismo y el sustrato, en presencia de oxigeno. La bacteria oxida

. , ., . y . 17
directamente, a través de la accidn enzimatica (7,

2.3.5.3. Influencia de los factores ambientales

Es bien conocido que la composicion del medio de cultivo, el pH, la presencia o no
de determinados elementos trazas, son algunos de los parametros que pueden variar la
cantidad y el tipo de 4cido excretado por las cepas, y como consecuencia, a su vez se ve
afectado los recobrados de los metales en los licores de la biolixiviacion. La produccion de
un tipo de acido organico estd genéticamente determinada e interrelacionada con los

factores ambientales. Entre algunos factores ambientales se tiene %!

> Efecto de la fuente de carbono: diversos estudios a escala de laboratorio han

demostrado que con glucosa como fuente de carbono, con concentraciones entre un 8
y un 10 % en el medio de fermentacion se garantizan cantidades considerables de

acidos.

La fuente carbonada sobre la cual se desarrollan los microorganismos influye
decisivamente en el tipo de acido a producirse. Un ejemplo de lo anterior es que
ciertos estudios demostraron que, sobre glucosa la cepa de Aspergillus A-2 produjo
40.8 g/L de 4cido citrico y s6lo 2 g/L de acido oxalico, sin embargo la cepa de
Penicillium P-6 sinteriz6 33.9 g/L de acido citrico nada de acido oxalico. Resultados
similares fueron alcanzados cuando utilizaron sacarosa como fuente de carbono.
Cuando el hongo se cultivo sobre melazas, las cepas produjeron acido oxalico y nada

de 4cido citrico 1,
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Efecto de la temperatura: la temperatura es un factor fisico determinante en las

reacciones quimicas y bioldgicas. En la biolixiviacién la mayoria de los estudios se

han realizado a la temperatura 6ptima de desarrollo del microorganismo.

Los procesos de lixiviacion de minerales oxidados pueden desarrollarse en una o
en dos etapas. En el primer caso el microorganismo esta en contacto directo con el
mineral y en el segundo se precisa del micelio y posterior utilizacion del liquido
conteniendo los productos metabolicos como agente lixiviante quimico, o sea,
primero una sintesis del acido orgénico en un fermentador y luego una lixiviacion
quimica donde el caldo de fermentacion se enfrenta al mineral. En la primera variante
el rango de temperatura a la cual se desarrolla el proceso se corresponde con los

valores optimos para el crecimiento del hongo (20-40 °C) .

Efecto del pH: el pH inicial de los medios de cultivo es decisivo en la concentracion

y en el tipo de acido a ser sintetizado por los microorganismos, y por tanto influye en
la eficiencia de la biolixiviacion. Esto depende de la cepa y del mineral a tratar 1!, En
1986 se informd que a pH iniciales del medio de cultivo entre 3 y 5 se alcanzaban
muy buenos resultados en la disolucion de niquel y que a pH superiores a 5 se
afectaba notablemente la solubilizacion del mineral lateritico !, Por tanto, s un
requisito necesario e imprescindible, para cada mineral, un pH 6ptimo de lixiviacion

el cual debe ser inferior al punto isoeléctrico del mineral.

Tolerancia de los microorganismos a los iones metalicos: los metales pesados son

toxicos para la célula a concentraciones elevadas y requeridos en muy bajas
cantidades. Es por ello que para los trabajos de lixiviacion es necesario la seleccion de
cepas resistentes a metales, ya que en la medida que el proceso se desarrolla la
concentracion de estos en los licores se incrementa. Un aspecto a tener en cuenta en
todo proceso de lixiviacion con microorganismos es la capacidad que presentan de

adsorber metales lo que traec como consecuencia la pérdida de los mismos en solucion
(2]
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Densidad de pulpa: la eficiencia de la lixiviacidon microbiana también se ve afectada

por la mayor o menor concentraciéon del mineral incorporado al sistema, lo que se
conoce como densidad de pulpa. Un incremento de ésta, provoca disminucion en la
recuperacion del metal. Esto se debe a que el incremento de la densidad de pulpa
genera una mayor cantidad de productos solubles disueltos, 1o que puede inhibir la
actividad microbiana y asi influir negativamente en la disolucion de los metales. La
susceptibilidad de los minerales a los agentes quelantes depende de diversos factores:
composicion quimica, extension de la sustitucion de los elementos en los diferentes
sitios del enrejado, estabilidad del enrejado, porosidad y tamafio del grano del
mineral, permeabilidad, existencia de grietas, hendiduras y de otras lineas de

debilidad ",

En los minerales contenedores de grandes cantidades de hierro como la
limonita, este metal al igual que el niquel y el magnesio estan estrechamente unidos al

. . . . o ., 35
enrejado cristalino del mineral, por lo que su movilizacion es muy escasa 7.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Mineral

El mineral es proveniente del area de Tinaquillo estado Cojedes. En esta zona se
observa un enriquecimiento de niquel en lateritas producidas a partir de rocas ultrabasicas.
El depdsito de Tinaquillo es una masa que aflora al este de la poblacion homénima y esta
compuesta principalmente de peridotita, serpentinita y metagabro en contacto con diques
acidos, cuarcitas metamorfizadas y bandas de piroxinita y anfibolita. Se aprecia en esta
area: material lateritico arrastrado, material lateritico in situ con drenaje pobre, material

lateritico in situ con buen drenaje, y serpentinitas ™.

3.1.1 Recoleccion de muestras

Se extrajeron muestras de mineral de diferentes sitios y alturas del depoésito para ser
analizadas y elaborar un mapa de la composicién del mismo. El yacimiento esta clasificado
en dos frentes: Damica y Arnesen. Las muestras fueron recolectadas del frente Damica, el
cual a su vez presenta tres niveles. Al nivel mas bajo, se le denomino cota 0, al nivel
intermedio cota 1, y esta ubicado a una distancia de 10 m por encima de la cota 0, y al nivel
mas alto se le dio el nombre de cota 2, el cual esta ubicado 25 m por encima de la cota 0. La
parte més alta del frente Damica se encuentra a una distancia promedio de 15 m por debajo

de la loma o parte mas alta del frente Arnesen.

Se recolectaron muestras de cada uno de los niveles del frente Damica ya que de alli
se puede obtener una muestra representativa del deposito, ademas de ser las zonas mas
grandes del depdsito, tienen un buen contenido de niquel. La toma de muestras se realizo
removiendo 10 cm. aproximadamente de la capa superficial del deposito, se extrajo mineral

suficiente para la realizacion de los ensayos.

La apariencia del deposito se puede apreciar en la figura 3.1 a continuacién:
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Figura 3.1 Vista de los tres niveles del frente Damica del depdsito. A la izquierda se puede

ver el nivel de mayor cota y a la derecha la laguna que marca el nivel de la cota 0.

3.1.2 Caracterizacion del mineral

Consistio en la caracterizacion de las lateritas a través de los siguientes aspectos:
visual, analisis quimico cuantitativo y andlisis por difraccion de rayos X, para determinar el
contenido de los metales de interés y de las fases presentes, esto permitid establecer la
factibilidad y las rutas o criterios posibles del proceso de extraccion. Este estudio fue

realizado detalladamente por Betancourt y Vivas ¢,

3.1.2.1 Homogenizacion

Se tomaron cantidades iguales de muestra de cada cota y se prepara una especie de
torta con cada una, la cual se mezcla con una herramienta adecuada, por ejemplo una pala.

Esta mezcla luego se pasa por una cuarteadora Jhonson, para garantizar su homogenizacion.

Posteriormente se procedié a mezclar todas las muestras de las distintas cotas para

obtener una muestra “todo en uno”, debido a que estas no poseen la misma composicion, y
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se homogenizo de la misma forma. Con este composito se realizaron los ensayos de

biolixiviacién, ya que el “todo en uno” es una muestra representativa del depdsito.

3.1.2.2 Caracterizacion visual

El mineral fue analizado visualmente, tomandose en cuenta las siguientes
caracteristicas: color general del mineral, particulas de otros colores presentes, forma y
tamafio de las particulas y terrones y la consistencia de los terrones. En el proceso de
observacion también se tomo en cuenta cualquier otra caracteristica en particular que haya

presentado el mineral.

3.1.2.3 Analisis quimico cuantitativo

El anélisis quimico cuantitativo permite conocer que elementos y en que proporcion
estan contenidos en el mineral. Para esto, existen dos rutas alternativas, una es la fusion y la
otra es la digestion con agua regia. Debido a los resultados obtenidos en estudios anteriores
[3¢] se decidi6 realizar el anélisis quimico cuantitativo mediante digestién con agua regia, ya
gue esta ruta es mas econdémica, sencilla y los resultados son similares a los obtenidos por

fusion.

La digestion se realizé de la siguiente manera: se tomd una muestra de 0,5 g. De
mineral previamente molido y homogenizado, la cual se colocé en un beaker de teflon
donde se le adicioné 20ml de una mezcla de acido clorhidrico y &cido nitrico en una

relacion de 3:1 (agua regia) y se calentd a 80° C aproximadamente por una hora.

Posteriormente se destaparon los beakers y fueron llevados a sequedad a una
temperatura de 130° C por 20 minutos. Luego se agregaron 30 ml de &cido nitrico al 1% y
se calento, sin dejar hervir, por 20 minutos. Las soluciones se dejaron enfriar y se filtraron,

y posteriormente fueron analizadas por espectrofotometria de absorcion atomica (Atomic
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Absorption Spectrophotometry AAS). Se uso el equipo Analyst 300 de la casa PEKIN
ELMER, y para el analisis de cada elemento se empleo la lampara de catodo hueco de

dicho elemento.

3.1.2.4 Difraccion de rayos X

La técnica de caracterizacion por difraccion de rayos X permite determinar las fases
en que se presentan los elementos de interés y la estructura general del mineral, esto nos
suministra una informacion muy importante a pesar de la limitacion que tiene esta técnica,
la cual no es capaz de captar fases de de bajas concentraciones sobre todo menor al 5% en
peso, ya que el espectro de las demas crea una interferencia que solapa a la especie de

menor concentracion.

La preparacion de las muestras para dichos ensayos consistio en una reduccion de
tamafio por molienda para llevarlos a una granulometria fina. El difractdémetro usado es
modelo D8 ADVANCE, de la casa SIEMENS bajo el nombre de la marca Broker AXS Las
condiciones del ensayo fueron las siguientes: para el catodo de cobre, con su respectiva
longitud de onda, en 40Kv y 30mA,; para el goniémetro, la velocidad de barrido de angulo

en 1,5°/min., realizando la medicion para cada 0,1°.

3.1.3 Preparacion fisica del mineral para ensayos

3.1.3.1 Reduccién de tamaifio

El mineral se caracteriza por ser deleznable y por presentar una gran cantidad de
particulas finas, sin embargo, por la presencia de terrones formados por la aglomeracion de
estos finos, fue necesario emplear un proceso de reduccion de tamafio en dos etapas:

trituracion y molienda.
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La trituracion se llevé a cabo con una trituradora de mandibula y una trituradora de
doble rodillo para reducir los terrones de mayor tamafio, y posteriormente se realizé una
molienda en seco, esta fue realizada con molino de barras y/o molino de bolas. Las cargas
de bolas empleada fue de 12 Kg. para moler 0,7 Kg. de mineral, y para el molino de barra
la carga fue de 6 Kg. para moler 0,4 Kg. de mineral y el tiempo de permanencia fue de 2
horas y 15 minutos (segtin Betancourt y Vivas 2®) para obtener 100% pasante malla 200.
Las curvas de molienda, asi como, la clasificacion granulométrica fueron realizadas por

Betancourt y Vivas 2.

Figura 3.2 Molino de barras y molino de bolas con sus respectivos cuerpos moledores.

3.1.3.2 Tamizaje

Para el tamizaje o clasificacion granulométrica del mineral molido, tal cual como
sale del proceso de molienda, se empleo el método de tamizaje en seco, el equipo empleado
fue una maquina vibratoria Ro-Tap y una serie de tamices ASTM.

El mineral empleado para los ensayos de biolixiviacion fue 100% pasante malla
200, ya que esta granulometria fue la empleada por Castillo y Villafafie 'y Rangel C. "]

en sus estudios de biolixiviacion y lixiviacion dinamica, respectivamente, con laterita del
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estado Cojedes, este tamafio de particula garantiza un mayor contacto entre las particulas de

mineral y la solucién lixiviante y un alto grado de liberacion.

3.2 Microorganismo

Para este trabajo se escogid el hongo Aspergillus niger, que se utiliza en la
produccion industrial de &cido citrico y para la biolixiviacion de niquel y otros metales

pesados como cobalto cobre y zinc 7 $839:4041]

Se utilizo el aislado ATCC 1015, incluido en el cepario del Laboratorio de Procesos
Fermentativos del Instituto de Biologia Experimental (IBE) de la Universidad Central de
Venezuela, inicialmente suministrado por “American Type Culture Colection” (ATCC),
que fue empleado por su capacidad en la produccion de acido citrico a partir de jugo de

nepe 122,

3.2.1 Medios de cultivo

3.2.1.1 Agar nutritivo dextrosa papa (ANDP)

Es un medio de cultivo para fines de mantenimiento de la cepa y obtencién de
esporas. Se escogi6 este medio, porque favorece la esporulacién de hongos filamentosos
como los del género Aspergillus y permite conservar aislados de microorganismos hasta

por 3 meses en refrigeracion (4° C).

Este medio se prepara a partir de una infusion de papa obtenida mediante ebullicion
durante 15 minutos de 200 g de papa por litro de agua destilada. Para la preparacion de un
litro de medio se toman 500 ml de la infusion y se suplementa con 20 g de D(+) glucosa y
23 g de agar nutritivo y se complementa con 500 ml de agua destilada y se calienta con
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agitacion constante hasta que las particulas de agar se disuelvan en la solucion. Se esteriliza
en una autoclave a 18 psi y 121° C por 15 min. y se deja enfriar. EI ANDP en estado
liquido se puede servir en capsulas de petri para obtener placas o en tubos de ensayos con
tapa roscada para obtener cufias inclinadas, todo esto se debe realizar bajo un ambiente de

esterilidad, para ello se utiliza una campana de flujo ascendente y un mechero.

(b)

Figura 3.3 (a) Placas de ANDP: a la izquierda observamos el aspecto de A. niger a los 7
dias de crecimiento y a la derecha una placa que no ha sido sembrada. (b) A. niger

cultivado en cufas inclinadas de ANDP.
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Para los inoculos fueron usadas matraces erlenmeyer de 500 ml de capacidad con

100 ml de ANDRP las cuales tomamos como matrices.

3.2.1.2 Cultivo sumergido para biolixiviacion: disefio y optimizacion.

Para optimizar la produccién de &cido citrico y demas metabolitos que intervienen
en el proceso de lixiviacion, los diferentes sustratos seleccionados para este estudio, y las
sales inorganicas se combinaron en un disefio multifactorial. En la figura 3.4 se pueden
observar los subproductos de la produccion industrial de aceite y almidon de maiz (figura

3.4 a, b, ¢) y la melaza utilizados como sustratos.

Figura 3.4 Subproductos agroindustriales empleados como sustratos fermentables:(a)
Concentrin 21, (b) Germen desgrasado de maiz, (¢) Agua de maceracion de maiz, (d)

Melaza de cafia de azucar.
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Las cantidades se variaron en un rango similar al observado en los componentes de

los distintos medios utilizados en la biolixiviacion de niquel con A. niger. La combinacion

de estos factores en el disefio multifactorial se muestra en la tabla 3.1

V V.V V V VY

Melaza: 15-30 g/L
AMM: 5-20 g/L de solidos presentes en suspension (45%)
GDM y CONCENTRIN 21: 20-40 g/L
KH,PO,: 1-0,25

MgS0O,.7H,0: 0,1-0,5
MnSQO,4.H,0: 0,05-0,2

Tabla 3.1. Disefio multifactorial fraccionado en 8 bloques con 7 factores a dos niveles (2).

Experimentos por bloque: 9. todas las concentraciones vienen dadas en g./L.

n° | Bloque | Factor 1 | Factor 2 | Factor 3 Factor 4 Factor 5 Factor 6 Factor 7
Melaza AMM GDM Concentrin2l | KH,PO, | MgSO47H,0 | MnSO4H,0

1 1 15 20 40 40 1 0,1 0,2
2 1 30 5 40 40 0,25 0,5 0,2
3 1 15 5 20 20 0,25 0,1 0,2
4 1 30 5 40 20 1 0,1 0,05
5 1 22,5 12,5 30 30 0,625 0,3 0,125
6 1 30 20 20 40 0,25 0,1 0,05
7 1 15 5 20 40 1 0,5 0,05
8 1 30 20 20 20 1 0,5 0,2
9 1 15 20 40 20 0,25 0,5 0,05
10 2 22,5 12,5 30 30 0,625 0,3 0,125
11 2 15 5 40 20 0,25 0,1 0,05
12 2 30 20 40 20 1 0,5 0,05
13 2 30 5 20 40 0,25 0,5 0,05
14 2 30 20 40 40 0,25 0,1 0,2
15 2 15 20 20 40 1 0,1 0,05
16 2 15 20 20 20 0,25 0,5 0,2
17 2 30 5 20 20 1 0,1 0,2
18 2 15 5 40 40 1 0,5 0,2
19 3 15 5 20 40 0,25 0,5 0,2
20 3 22,5 12,5 30 30 0,625 0,3 0,125
21 3 15 5 20 20 1 0,1 0,05
22 3 30 20 20 40 1 0,1 0,2
23 3 30 5 40 20 0,25 0,1 0,2
24 3 30 20 20 20 0,25 0,5 0,05
25 3 15 20 40 40 0,25 0,1 0,05
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26 3 15 20 40 20 1 0,5 0,2
27 3 30 5 40 40 1 0,5 0,05
28 4 30 5 20 20 0,25 0,1 0,05
29 4 15 20 20 40 0,25 0,1 0,2
30 4 22,5 12,5 30 30 0,625 0,3 0,125
31 4 30 20 40 20 0,25 0,5 0,2
32 4 30 20 40 40 1 0,1 0,05
33 4 30 5 20 40 1 0,5 0,2
34 4 15 5 40 40 0,25 0,5 0,05
35 4 15 5 40 20 1 0,1 0,2
36 4 15 20 20 20 1 0,5 0,05
37 5 30 20 20 20 1 0,1 0,05
38 5 22,5 12,5 30 30 0,625 0,3 0,125
39 5 15 5 20 20 0,25 0,5 0,05
40 5 30 5 40 40 0,25 0,1 0,05
41 5 15 20 40 20 0,25 0,1 0,2
42 5 30 5 40 20 1 0,5 0,2
43 5 30 20 20 40 0,25 0,5 0,2
44 5 15 20 40 40 1 0,5 0,05
45 5 15 5 20 40 1 0,1 0,2
46 6 30 20 40 20 1 0,1 0,2
47 6 15 5 40 40 1 0,1 0,05
48 6 15 20 20 40 1 0,5 0,2
49 6 22,5 12,5 30 30 0,625 0,3 0,125
50 6 15 5 40 20 0,25 0,5 0,2
51 6 30 20 40 40 0,25 0,5 0,05
52 6 30 5 20 20 1 0,5 0,05
53 6 15 20 20 20 0,25 0,1 0,05
54 6 30 5 20 40 0,25 0,1 0,2
55 7 30 20 20 20 0,25 0,1 0,2
56 7 15 20 40 40 0,25 0,5 0,2
57 7 15 5 20 20 1 0,5 0,2
58 7 22,5 12,5 30 30 0,625 0,3 0,125
59 7 30 5 40 20 0,25 0,5 0,05
60 7 30 20 20 40 1 0,5 0,05
61 7 15 5 20 40 0,25 0,1 0,05
62 7 30 5 40 40 1 0,1 0,2
63 7 15 20 40 20 1 0,1 0,05
64 8 30 20 40 20 0,25 0,1 0,05
65 8 15 5 40 20 1 0,5 0,05
66 8 30 5 20 20 0,25 0,5 0,2
67 8 15 20 20 40 0,25 0,5 0,05
68 8 22,5 12,5 30 30 0,625 0,3 0,125
69 8 30 5 20 40 1 0,1 0,05
70 8 15 20 20 20 1 0,1 0,2
71 8 15 5 40 40 0,25 0,1 0,2
72 8 30 20 40 40 1 0,5 0,2
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Los factores son las variables independientes y las variables dependientes son: la
acidez titulable y los porcentajes recuperacion de niquel, cobalto y hierro. Estos ultimos

valores se obtienen de la lixiviacion con la solucion sobrenadante obtenida de cada medio

La preparacion de los medios de cultivo segun el disefio multifactorial se llevo a
cabo en 8 bloques de 9 experimentos cada uno. Los experimentos en la primera etapa
consistian: en preparacion de los medios, ajuste de pH, esterilizacion, inoculacién e

incubacién.

Los medios se prepararon en matraces de 500 ml de capacidad con volumenes de
trabajo de 100 ml, el pH se ajustd a 5 con hidroxido de potasio concentrado (KOH conc.) y
se esterilizaron en un autoclave a 121° C y 18 psi por 15 minutos, posteriormente fueron
inoculados con 5x10° esporas por mililitro!??.

Las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente (26 = 1° C) en un agitador
orbital New Brunswick Scientific modelo G27 a 120 rpm por 7 dias, al final de este periodo
el contenido de los matraces fue filtrado y el sobrenadante obtenido de cada una fue
titulado, esterilizado y posteriormente, en la segunda parte del experimento, se utilizado
como agente lixiviante en un proceso dindmico a temperatura ambiente, las recuperaciones
de niquel, cobalto y hierro fueron determinadas por AAS para tiempos de lixiviacion de 6 y
18 horas, con estos datos junto con la acidez titulable se completo la matriz y se obtuvieron

los resultados del disefio.

3.2.2 Preparacion de los inéculos

Las suspensiones de esporas para los indculos fueron preparadas a partir de cultivos
esporulados de 7 dias cultivados en matrices de ANDP, la resuspension de las esporas se
hizo con Tween 80 al 0,5% estéril y agitacién magnética. La concentracion de esporas en la
suspension fue determinada mediante el uso de una camara de Neubauer observada a traves

de y un microscopio Optico a una magnificacion de 400X. Posteriormente se toma una
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alicuota de la suspension con una micropipeta y puntas estériles que contenga la cantidad
de 5x10° esporas/ml de medio requeridas para la inoculacion.

(©)

Figura 3.4 (a) Matriz de Aspergillus niger en ANPD, (b) suspensién de esporas para la

inoculacion, (c) inoculacion de los medios con la suspension de esporas.
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3.2.3 Estudio de la cinética de crecimiento de A. niger en el medio de cultivo
optimizado.

Experimentos con el medio optimizado mediante el disefio multifactorial fueron
Ilevados a cabo en matraces de 250 ml de capacidad y 50 ml de medio con la finalidad de
cuantificar el crecimiento micelial, la variacion de pH, acidez titulable y concentracion de
acido citrico y oxalico del medio a través del tiempo. Los experimentos se realizaron por

duplicado y un matraz fue procesado por dia.

3.2.3.1 Determinacion del crecimiento micelial: biomasa
Meétodo de Ride y Drysdale

Debido a la presencia de sélidos en suspension en el medio de cultivo, se hace
imposible la separacion de la biomasa del resto de la materia fermentada, se procedi6 a
estimar el crecimiento fungico en forma indirecta, en base a medidas de N-
acetilglucosamina, utilizando el método de Ride y Drysdale (1972). La acetilglucosamina
es un monosacarido constituyente de la quitina, la cual es uno de los componentes de la
pared celular de los hongos filamentosos. Esta representa alrededor del 2-3% de la biomasa
total obtenida.

Este método consta basicamente de dos etapas: hidrolisis de la muestra y
colorimetria. La hidrdlisis se basa en el tratamiento de la muestra con una solucion alcalina
concentrada a alta temperatura que causa una despolimerizacién parcial y deacetilacion

para rendir compuestos denominados quitosanos.

Luego, para la determinacion de la glucosamina se procede a la desaminacion de las
hexosaminas con &cido nitroso. Empleando 3-Methyl-2 Benzothiazolone Hidrazone
(MBTH) se forma un complejo coloreado con las anhidrohexosas (producto de la

desaminacion) en presencia de iones Fe*3, de tonalidad azul, que puede ser cuantificado
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espectrofotometricamente en el maximo de absorcion, en una longitud de onda de 650 nm
[42]

Metodologia de la medida de glucosamina.

> Hidrélisis de la muestra

Reactivos:

a) KOH conc. (120 gr + 100 ml de agua)

b) Etanol 75 % v/v

c) Etanol 40 % v/v

d) Suspensidn de Celite (1g + 20 ml de b), dejar 2 minutos y tomar el sobrenadante.
b), ¢) y d) deben estar a 4 °C

Técnica:

La muestra finamente molida y tamizada se pesa dentro de los tubos corex de 15 ml
de volumen, luego se trata con 3 ml de la solucion de KOH conc. a 130 °C durante 1 hora
con agitacion frecuente (cada 10-15 min.). Se enfria en bafio de agua-hielo, luego se agrega
5 ml de la solucion de etanol al 75% a 4 °C, se agita en vortex hasta lograr una fina
emulsion y se deja 15 minutos en bafio de agua-hielo. Posteriormente se agrega 1 ml de la
suspension de celite en la superficie y se centrifuga (6000 rpm, 10 minutos, 2°C), se
descarta el sobrenadante y el residuo se lava con 5 ml de etanol al 40% a 4 °C, y se
centrifuga nuevamente (6000 rpm, 10 minutos, 2°C). Se repite el lavado con agua helada

dos veces mas. Por Gltimo, el residuo se resuspende en 1,5 ml de agua.

»  Colorimetria

Reactivos:
a) NaNO; al 5 % p/v (2 g en 40 ml)
b) KHSO,4 al 5 % p/v (2 g en 40 ml)
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¢) NH;SO3NH; al 12,5%(1,88 g en 15 ml)
d) MBTH al 0,5 % (75 mg en 15 ml, preparar diariamente)
e) FeCl;.6H,0 al 0,83 % (124 mg en 15 ml)

Técnica:

Al residuo de la hidrolisis alcalina (1,5 ml) y los patrones de glucosamina (1,5 ml),
se le afiaden 1,5 ml de NaNO, al 5% méas 1,5 ml de KHSO, al 5 %. Agitar durante 15
minutos y centrifugar (6000 rpm, 10 minutos, 2°C). Luego se toman 1,5 ml de sobrenadante
y se agregan 0,5 ml de las soluciones de NH;SO3NH, al 12,5% y MBTH al 0,5 %, se hierve
la mezcla por 5 minutos, se deja enfriar, posteriormente se agrega 0,5 ml de FeCl3.6H,0 al
0,83%. Por ultimo se deja reposar 30 minutos y se mide la densidad 6ptica a 650 nm en un
espectrofotémetro de UV visible.

3.2.3.2 Determinacion del pH y la acidez titulable de los cultivos sumergidos

Al sobrenadante obtenido por filtracion al vacio con papel Whatman N°1 del
contenido de cada matraz se le determind el pH y la acidez titulable, con un pHmetro marca

Corning modelo 7, y un electrodo de vidrio.

La acidez titulable es mas util que el pH para determinar la cantidad de &cidos
citrico, ya que este Ultimo solo mide la concentracion de iones hidrogeno y los acidos

organicos no se ionizan completamente debido a que son acidos débiles 2.

Para tal efecto se utilizd6 NaOH 0,1 N para valorar una alicuota de 5 ml de
sobrenadante diluido en 20 ml de agua destilada, se tomé como punto de equivalencia el
valor de pH de 8,1 (tomado de Castillo y Villafafiel?)), debido a que la coloracién de la

solucion no permite observar el viraje de un indicador.
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Debido a que la especificidad con respecto al acido citrico es sumamente baja los
resultados obtenidos a partir de este método fueron reportadas como normalidad o acidez

titulable (n° equivalentes/L).

Figura 3.5 Equipo empleado para la determinacion de pH y acidez titulable.

3.2.3.3 Determinacion de la concentracién de acidos organicos

La determinacion de la concentracion de los acidos organicos (&cido citrico, acido
oxalico), producidos por A. niger fue realizada por el Centro de Quimica Analitica de la
Facultad de Ciencias de la U.C.V, mediante la técnica de cromatografia liquida de alta
eficiencia (High-Pressure Liquid Chromatography HPLC), bajo las siguientes condiciones:

» Equipo: Cromatdgrafo Liquido: Marca Heweltt Packard Modelo: Serie 1100
» Detector: UV-Visible, con arreglo de diodo.
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» Columna: Aminex HPX-87H (columna para acido organico de bajo peso
molecualar) 300x7.8mm.
» Longitud de onda: 213 nm.

3.3 Biolixiviacion

3.3.1 Biolixiviacion Indirecta

El método de biolixiviacion indirecta utiliza con agente lixiviante la solucion
sobrenadante obtenida del crecimiento celular del hongo en el medio optimizado luego de
completado el proceso de fermentacién o periodo de incubacion.

3.3.1.1 Obtencidn de solucion sobrenadante para lixiviar

Para la obtencion de solucion sobrenadante, el hongo fue cultivado semanalmente
en el medio de cultivo optimizado en matraces de 1000 ml de capacidad y 250 ml de medio
e inoculado con 5x10° esporas por ml, previamente esterilizados en autoclave (121° C,
18psi, 15 min.).

Luego del tiempo establecido de incubacién, que fue de 7 dias el contenido de los
matraces fue filtrado al vacio, al sobrenadante obtenido se le midi6 el pH y se titulo,
posteriormente fue esterilizado y conservado en botellas de vidrio de un litro, a una

temperatura de 0 °C hasta el momento de su utilizacion.
Una vez obtenida la suficiente cantidad de solucion sobrenadante para la realizacion
de los ensayos, el contenido de las botellas fue descongelado y homogenizado para su

utilizacion.
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(a) (b)

Figura 3.6 Aspecto de las soluciones sobrenadantes. (a) Conservados en botellas de 1000 y
500 ml, (b) En tubos de ensayo.

3.3.1.2 Estudio de la cinética de biolixiviacion indirecta a temperatura ambiente

La biolixiviacion indirecta fue realizada en matraces erlenmeyer de 250 ml de
capacidad y un volumen de trabajo de 30 ml a una densidad de pulpa de 5%, el mineral y la
solucién sobrenadante fueron esterilizados previamente por separado y luego mezclado
bajo ambiente de esterilidad. Los matraces se mantuvieron en agitacion constante en un
agitador orbital a 120 rpm. El contenido de un matraz fue procesado por semana, separando
el licor del mineral por filtracion al vacio y la recuperacion de metales fue determinada por
AAS.

3.3.1.3 Estudio de banco de prueba
Es un estudio de la recirculacion tanto del licor como de la pulpa densa como se

haria en un proceso industrial de lixiviacion, esto nos permite conocer como afecta esto en

la recuperacion de los metales y en la obtencidn de soluciones mas cargadas.
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Para la realizacion de este estudio se utilizo el disefio propuesto por Rangel ™ que
se muestra a continuacion en la figura 3.6 donde LO, L1, L2, L3 representa el licor y las
veces que ha sido utilizado para lixiviar y M0, M1, M2, M3 representa la pulpa y el nimero
de veces que han sido lixiviada. Las lixiviaciones se realizaron con un volumen de trabajo
de 200 ml y densidad de pulpa de 5 % p/v, el tiempo se lixiviacion fue de 2 horas con
agitaron magnética y la separacién de la pulpa densa del licor se llevo a cabo por

centrifugacion a 2000 rpm por 5 min.

Lo1 Mo,
Loo My ]1 — Mo,
Los My T Lo My ™ Lot Mo

M3, Ls>

M3,3 L3,3

Figura 3.6 Flujograma del banco de pruebas propuesto por Rangel 71,

3.3.1.4 Cinética de lixiviacion a altas temperaturas
Para estudiar la influencia de la temperatura en la lixiviacion indirecta se realizaron

ensayos de lixiviacion a 80° C y a 60° C y a temperatura ambiente segun lo encontrado en

el trabajo de Rangel "' de lixiviacién de niquel con 4cidos organicos.
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Las lixiviaciones se realizaron en matraces de 500 ml con un volumen de trabajo de
150 ml calentadas sobre una plancha calentadora con agitacion magnética, el tiempo de los
ensayos fue de 4 horas. Alicuotas de 25 ml fueron tomadas a intervalos de 60 minutos,

filtradas y analizadas por absorcion atomica.

3.3.2 Biolixiviacién Directa

Se realiz6 en matraces erlenmeyers de 500 ml con un volumen de trabajo de 100 ml
de medio. A los medios de cultivo se le agregd 5 gramos de mineral 100% pasante malla
200 y fueron inoculados con 5x10° esporas por mililitro, previa esterilizacién. Estos
cultivos fueron incubados en un agitador orbital a 120 rpm. Se estudio la cinética de
lixiviacion en funcién del tiempo, para lo cual, se filtr6 el contenido de un matraz
erlenmeyer por semana obteniendo un licor cargado con los metales de interés, al cual se le

determind el pH, la acidez titulable y el contenido de metales por absorcion atémica.

Figura 3.7 Biolixiviacion directa en matraces.
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3.3.3 Precipitacion

Para los ensayos de precipitacion de compuestos de niquel y cobalto se utilizo el
método estudiado por Rangel ", que consiste en la inyeccién de diéxido de carbono
gaseoso a los licores cargado de metales producto de la lixiviacién. Los experimentos se
realizaron a tres temperaturas: 60°, 25°, y 3° C, para determinar la influencia de la
temperatura en la cinética del proceso. El volumen de solucion empleado fue de 50 ml, en
vasos de precipitado de 100 ml de capacidad. El tiempo de duraciéon de los experimentos
fue de 2 horas.
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4. RESULTADOS EXPERIMENTALES Y ANALISIS

4.1 Mineral

4.1.1 Caracterizacion fisica del mineral

La morfologia y caracteristicas principales de los diferentes frentes de la mena se

describen en la Tabla 4.1:

Tabla 4.1. Caracterizacion fisica del mineral.

Muestra Color Morfologia Caracteristicas
Terrones:
= Sub-angular
] = Avristas pronunciadas » Tamafos Mixtos
Cota 0 marron _ )
= Menoresa7cm. = Relativamente homogéneo
Finos:
= Cantidad considerable
Terrones:
= Sub-angular = Tamafios Mixtos
Cota 1 ) ) ]
- = Aristas pronunciadas = Presencia de pocas zonas
y rojizo
= Menoresa 10 cm. blancas
Cota 2 _ )
Finos: » Relativamente homogéneo
= Cantidad considerable

La apariencia del mineral de la cota inferior (cota 0) en la mena, una vez removida

la capa superficial, se observa en la figura 4.1.

71



Figura 4.1. Apariencia del mineral de la cota 0 del frente Damica en el depdsito.

En la tabla anterior se aprecian las caracteristicas fisicas principales del mineral
proveniente de distintas zonas de la mena. Se puede observar que el mineral no presenta
considerables diferencias dependiendo de la cota o frente de extraccion en la mena, lo que

quiere decir que existe una moderada homogeneidad a lo largo de ésta.

La composicion del mineral en sitios puntuales se caracteriza por ser
moderadamente heterogénea. Esto se observa en la figura 4.1, en donde se distinguen

diferentes colores que dependen de la composicion.

Ademas, el mineral se caracteriza por ser inconsistente, presentado una resistencia
variable dependiendo del lugar de extraccion de los terrones. Ademas todas las muestras
presentan gran cantidad de finos que se aglomeran y forman terrones producto de la
humedad y el contenido de arcilla de la mena. Debido a la condicion de los terrones no se
pudo realizar una mineralogia formal ya que esta requiere que la muestra a analizar se una
roca que pueda llegar a cortarse para posteriormente ser pulida y observada en un

microscopio.
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A parte de encontrar finos y los terrones formados por estos, en las muestras se

encuentran fragmentos de rocas duras como épalo y cuarzo, en pequefias porciones.

4.1.2 Analisis quimico cuantitativo

Luego de caracterizar fisicamente el mineral, se procedio a establecer un perfil de

composicion quimica de la mena mediante un andlisis quimico cuantitativo por la técnica

disolucion por digestion en agua regia. Los valores obtenidos se representan en la tabla 4.2.

Tabla 4.2. Composicion porcentual de niquel, cobalto y hierro presente en las distintas

muestras de mineral B61,

Muestra % Ni % Co % Fe
Cota 0 1,3909 £ 0,0658 0,0632 + 0,0038 22,1323 + 00,1600
Cota 1 1,5745 £ 0.0219 0,1615 + 0,0022 43,4313 + 0,8060
Cota 2 1,0800 + 0,0523 0,0535 + 0,0011 21,1922 + 2,3175
Todo en uno 1,0920 + 0,1230 0,1010 + 0,0200 30,8000 + 1,5000

En la Tabla anterior se observa, que la composicién quimica del mineral, en los tres
frentes de extraccion, es similar u homogénea, presentandose la mayor variacion en el

porcentaje de hierro presente en la cota 1.

4.1.3 Caracterizacion por rayos X
A pesar de las limitaciones que tiene esta técnica en cuanto a deteccion de las fases

minoritarias, como se explicé anteriormente en el procedimiento experimental, los

difractogramas proporcionan informacion de suma importancia para la caracterizacion del
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mineral ya que permiten conocer las fases mineraldgicas en que se encuentran presentes los

metales de interés (ver apéndice A).
Las posibles fases presentes en el mineral determinadas a través de los
difractogramas realizados por Betancourt y Vivas ! mediante esta técnica, se muestran en

la tabla 4.3:

Tabla 4.3 Fases mineraldgicas del mineral todo en uno !,

Fases Formula quimica
Willemseita (Ni,Mg)3Sis010(0OH);
Garnierita (Ni,Mg)3Si>05(0OH),4
Trevorita NiFe;04
Montmorillonita NaMgAISiO,(OH)H,0
Kaolinita Al;,03.510,.2H,0
Ringwoodita, ferroan (Mg,Fe).2Si0,
Goetita Fe,03.H,0
Hematita Fe,03
Cuarzo SiO;

Estas fases aparecen en los difractogramas de las muestras de cada una de las cotas,
y como el mineral todo en uno es una mezcla de todas las cotas, ello indica que el método
reportd pocos errores en cuanto a la deteccion de fases minoritarias como es el caso del

niquel.

Entre las fases mayoritarias del mineral se tiene en primer lugar la hematita, lo cual
era de esperarse por el alto contenido de hierro, y la goetita que es muy parecida en su
composicion quimica a la hematita y estd directamente asociada a ésta y viceversa.

También se encontraron otros minerales asociados al hierro como la trevorita y la
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ringwoodita la cual posee una estructura basica de oxidosilicato. Entre las fases que
contienen niquel se tiene la garnierita y la willemseita que son muy similares en su
composicion gquimica y se puede decir que se encuentran asociadas como en el caso de la

hematita, también se encontr6 al niquel en la trevorita.

Estas fases son de dificil deteccidn debido al espectro de las fases mayoritaria como
el hierro. Las fases de cobalto no se aprecian por el bajo contenido del mismo, pero

sabemos que se encuentran presentes a través de los analisis quimicos.

También se tienen minerales arcillosos como la montmorillonita y la kaolinita en

gran cantidad, por lo que se puede clasificar el mineral como arcilloso.

4.2  Microorganismo

4.2.1 Resultados del diseiio multifactorial

En los medios de fermentacion para la produccion de acido citrico por A. niger el
crecimiento micelial y las actividades metabdlicas son facilmente afectadas por un cambio

en la composicién y las condiciones fisicas a las que se somete el cultivo !,

En vista de esto, se procedié a la optimizacion de las condiciones de la produccion
de &cido citrico, tomando en cuenta la recuperacion de niquel, cobalto y hierro, en base a la
variacion de ciertos pardmetros nutricionales en el medio, como lo son: la fuente de

carbono, la fuente de nitrégeno, y las sales inorganicas.

Los medios estandares utilizados para la produccion de acido citrico y en la
biolixiviacion de niquel se presentan en la tabla 4.4.
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Tabla 4.4. Composicion en g/L de distintos medios de cultivo de Aspergillus niger

utilizados para la produccion de &cido citrico y la biolixiviacion de niquel (tomado de

trabajos anteriores [#23741).

Medios Fuente de carbono Fuente de Principales sales inorganicas
Sacarosa | Glucosa nitréogeno KH2P0O4 | MgSO4.7H20 | MnSO4.H20
Tremarias 140 2,5 2,5 0,003
[22] 150 NH.NO; 2,5 1 0,25
. [37] 150 NaNO; 3 1 0,5
Tzeferis 150 18 0,25 12
Castro %1 | 50-150 (NH,),CO5 2,5 2,5 0,25
Valix 7! 91 NHH,PO, 1 | KCl0/4 04
[40] extracto
Coto 140 levadura 3 0,5 0,25 0,095
melaza 20
germen y conchas de
. maiz 20 c/u NaNO; 1,5y
Mulligan 35
[41? desechos de papa 40 extracto de 0,5
aserrin 40 levadura 1,6
hojas molidas 40
sacarosa 100

En este trabajo siguiendo lo propuesto por Mulligan ! de utilizar desechos como
posibles sustratos fermentables, se emplearon subproductos de la produccion de aceite,
almiddn de maiz y melaza de cafa de aztcar. Como fuente de carbono se tiene la melaza, el
germen desgrasado de maiz y el concentrin 21; como fuente de nitrégeno se utilizo el agua

de maceracion de maiz (Farias [*4).

Por otro lado, las sales inorganicas utilizadas fueron las empleadas en el medio de

cultivo optimizado por Coto ¥,

De cada uno de los medios realizados segun el disefio multifactorial, se obtuvieron
los siguientes resultados correspondientes a la acidez titulable (N) y a la recuperacion de
metales, tal como se presenta en las tablas 4.5 y 4.6 para 6 y 18 horas de lixiviacion,

respectivamente.
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Tabla 4.5. Resultados del disefio multifactorial con 6 horas de lixiviacion.

n°® | Bloque | Acidez (N) %Niquel %Cobalto | %Hierro
1 1 0,12322 6,951 9,511 0,392
2 1 0,085888 8,355 8,739 0,430
3 1 0,08282 2,425 3,592 0,581
4 1 0,13332 4,615 7,255 0,768
5 1 0,06262 6,306 6,003 0,160
6 1 0,0707 6,348 6,895 0,132
7 1 0,07474 6,198 9,437 0,418
8 1 0,07878 6,731 7,610 0,176
9 1 0,09696 4,679 7,487 0,316
10 2 0,07956 3,530 4,324 0,562
11 2 0,05916 3,760 4,356 0,536
12 2 0,10404 4,498 5,493 0,315
13 2 0,05508 4,532 4,580 0,463
14 2 0,09588 6,301 7,478 0,309
15 2 0,07344 5,870 4,729 0,264
16 2 0,07344 5,829 6,181 0,311
17 2 0,06732 3,744 4,663 0,571
18 2 0,10608 4,066 4,095 0,674
19 3 0,051 5,574 4,663 0,159
20 3 0,06732 5,541 5,755 0,174
21 3 0,05508 5,759 6,819 0,266
22 3 0,07344 5,294 3,651 0,062
23 3 0,0816 6,252 8,435 0,429
24 3 0,06936 5,370 5,123 0,097
25 3 0,08772 5,621 4,656 0,174
26 3 0,09792 4,602 3,871 0,137
27 3 0,08736 5,772 6,069 0,162

77




28 4 0,060984 6,282 7,194 0,279
29 4 0,067518 5,934 6,046 0,219
30 4 0,074052 5,747 5,867 0,140
31 4 0,080586 6,365 7,222 0,228
32 4 0,08712 6,447 7,991 0,224
33 4 0,078408 5,792 7,584 0,218
34 4 0,082764 6,859 8,472 0,222
35 4 0,069696 6,389 7,098 0,244
36 4 0,071874 5,515 6,658 0,299
37 5 0,072144 6,086 6,370 0,115
38 5 0,068136 6,599 6,607 0,177
39 5 0,042084 5,573 4,312 0,066
40 5 0,082164 6,557 7,467 0,165
41 5 0,074148 6,264 5,416 0,198
42 5 0,07014 6,937 7,209 0,224
43 5 0,07014 5,549 5,188 0,135
44 5 0,092184 6,598 7,160 0,240
45 5 0,06012 5,085 4,481 0,247
46 6 0,08272 6,713 5,778 0,069
47 6 0,070312 6,768 5,739 0,121
48 6 0,078584 6,516 4,608 0,075
49 6 0,066176 7,211 6,356 0,145
50 6 0,057904 6,228 4,221 0,358
51 6 0,08296 6,870 5,946 0,145
52 6 0,059972 7,307 7,822 0,246
53 6 0,064108 6,305 5,236 0,119
54 6 0,0517 6,631 5,990 0,088
55 7 0,055432 5,243 5,323 0,110
56 7 0,070356 3,689 2,881 0,171
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57 7 0,0533 0,848 1,636 0,310
58 7 0,070356 2,553 2,324 0,227
59 7 0,051168 1,212 1,500 0,220
60 7 0,0533 4,941 4,108 0,054
61 7 0,03198 1,339 1,107 0,107
62 7 0,059696 5,724 6,374 0,153
63 7 0,061828 4,727 4,375 0,117
64 8 0,081016 6,607 7,964 0,196
65 8 0,051168 5,343 5,210 0,165
66 8 0,03198 4,712 4,653 0,074
67 8 0,057564 4,535 4,318 0,112
68 8 0,057564 5,956 6,655 0,298
69 8 0,046904 6,522 5,855 0,103
70 8 0,04264 5,643 2,592 0,069
71 8 0,055432 3,454 2,941 0,161
72 8 0,087412 6,516 6,030 0,242

Tabla 4.6 Resultados del disefio multifactorial con 18 horas de lixiviacion.

n® | Bloque | Acidez (N) | %Niquel | %Cobalto %Hierro
1 1 0,12322 6,236 9,626 0,360
2 1 0,085888 8,881 6,332 0,504
3 1 0,08282 2,077 2,204 0,601
4 1 0,13332 6,832 14,313 0,908
5 1 0,06262 7,498 9,247 0,382
6 1 0,0707 7,793 9,762 0,149
7 1 0,07474 7,610 6,766 0,542
8 1 0,07878 3,699 11,628 0,066
9 1 0,09696 7,454 12,519 0,383
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10 2 0,07956 3,328 5,897 0,812
11 2 0,05916 4,154 5,535 0,749
12 2 0,10404 4,080 6,299 0,292
13 2 0,05508 4,831 5,719 0,196
14 2 0,09588 6,996 9,222 0,328
15 2 0,07344 6,277 6,307 0,266
16 2 0,07344 4,309 5,810 0,342
17 2 0,06732 5,858 9,053 0,715
18 2 0,10608 7,550 12,451 0,958
19 3 0,051 6,543 6,746 0,229
20 3 0,06732 6,635 7,927 0,205
21 3 0,05508 6,799 9,204 0,265
22 3 0,07344 5,869 5,205 0,111
23 3 0,0816 7,125 11,198 0,403
24 3 0,06936 6,639 7,573 0,112
25 3 0,08772 6,310 6,522 0,146
26 3 0,09792 5,297 5,251 0,104
27 3 0,08736 6,584 8,452 0,159
28 4 0,060984 6,950 9,087 0,279
29 4 0,067518 5,949 6,142 0,218
30 4 0,074052 5,954 7,404 0,140
31 4 0,080586 6,250 7,268 0,228
32 4 0,08712 6,781 7,570 0,223
33 4 0,078408 6,383 9,308 0,218
34 4 0,082764 6,635 8,068 0,222
35 4 0,069696 6,923 7,560 0,245
36 4 0,071874 6,177 7,250 0,299
37 5 0,072144 7,033 8,383 0,122
38 5 0,068136 7,426 9,475 0,196
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39 5 0,042084 6,713 6,396 0,068
40 5 0,082164 7,280 10,055 0,207
41 5 0,074148 7,106 7,910 0,226
42 5 0,07014 7,608 10,008 0,005
43 5 0,07014 6,639 7,541 0,006
44 5 0,092184 6,799 8,949 0,267
45 5 0,06012 7,234 9,366 0,278
46 6 0,08272 7,069 6,757 0,133
47 6 0,070312 7,215 6,986 0,110
48 6 0,078584 6,722 5,525 0,078
49 6 0,066176 7,184 7,280 0,152
50 6 0,057904 6,082 4,756 0,237
o1 6 0,08296 7,101 6,820 0,173
52 6 0,059972 8,217 9,694 0,231
53 6 0,064108 6,877 6,239 0,084
54 6 0,0517 6,923 7,095 0,063
55 7 0,055432 6,060 6,209 0,119
56 7 0,070356 4,788 4,309 0,187
57 7 0,0533 0,907 1,689 0,273
58 7 0,070356 5,125 6,825 0,217
59 7 0,051168 1,206 1,665 0,176
60 7 0,0533 5,380 4,459 0,059
61 7 0,03198 1,503 1,198 0,046
62 7 0,059696 6,473 7,818 0,154
63 7 0,061828 3,586 2,697 0,154
64 8 0,081016 6,049 8,115 0,238
65 8 0,051168 4,449 3,490 0,052
66 8 0,03198 4,408 4,637 0,065
67 8 0,057564 5,820 6,200 0,171
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68 8 0,057564 3,806 4,012 0,186
69 8 0,046904 6,484 7,550 0,089
70 8 0,04264 5,168 3,431 0,066
71 8 0,055432 1,465 2,331 0,094
72 8 0,087412 5,871 6,819 0,308

Como es de esperarse en casi todos los ensayos realizados se observé que la mayor
recuperacion de metales se tiene con un tiempo de lixiviacion de 18 horas. Sin embargo, en
las tablas 4.5 y 4.6, se aprecié que la diferencia entre los porcentajes de recuperacion de
metales en funcion a al tiempo de lixiviacion no fue altamente significativa para la mayoria
de los ensayos realizados, ello se debe a que la cinética de estos procesos es muy lenta para

apreciar un cambio considerable en los valores de recuperacion a tan corto tiempo

Se escogieron estos tiempos y no los descritos en otros trabajos de investigacion
38-42.45] de 20 a 30 dfas, debido a la cantidad de experimentos, la disponibilidad de tiempo
y espacio fisico. En base a estos resultados se determind la influencia de los distintos
factores empleados en la preparacion del medio (variables independientes) sobre los valores
de acidez y recuperaciéon de metales (variables dependientes), dando como resultado las
siguientes de ecuaciones. A traves de la aplicacion de un modelo estadistico de regresion
multiple y en base a los andlisis de varianza para cada variable dependiente (ver apéndice
B), se logrd determinar los factores que ejercen un efecto significativo en cada una de las
mismas, este analisis estadistico permitié establecer las ecuaciones para la acidez,

recuperacion de niquel, cobalto y hierro:
» Acidez: sOlo tres variables independientes influyen sobre este parametro, que en orden

de importancia son: germen desgrasado de maiz (GDM), agua de maceracién de maiz

(AMM) y KH,PO,. EI modelo que describe la acidez titulable es el siguiente:
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(Acidez titulable)? = 0.17840 + 0,00153823*AMM + 0,00182738*GDM +
0.020369*KH2PO4.

» Niquel: sobre esta variable influyeron los siguientes factores: las interacciones del
germen desgrasado de maiz con MnSO,.7H,0; agua de maceracion con KH,POj,.
También se observo que factores individuales como la melaza y el concentrin21 ejercen
un efecto importante en la recuperacion de niquel. EI modelo que describe esta variable

es el siguiente:

(Niquel)*2,12 = 27.13909 + 0.60360*Melaza + 1.31412*AMM - 0.76288*GDM +
0.45159*concentrin + 31.39249*KH,PO, - 250.11350*MnSO47H-0 -
2.19985* AMM*KH,PO, + 7.68330*GDM*MnS0,.H0.

» Cobalto: Sobre esta variable influyé la interaccion del agua de maceracion con la sal
KH,PQOy,, el factor melaza; la interaccion triple melaza, KH,PO, y MgSO, 7H,0, y por
ultimo la interaccion de la melaza con la sal MgSO,.7H,0.

Cobalto = -5.58039 + 0.44453*Melaza + 0.17793*AMM + 12.71678*KH,PO, +
24.38992*M@gS047H0 - 0.35689*Melaza*KH,PO, - 1.13509*Melaza*MgSO,, 7H,0 -
0.29274*AMM*KH,PO, - 26.77385*KH,P0,*MgS0O,4 7H,0 +
1.21473*Melaza*KH,PO4*MgSO4.7H,0.

» Hierro: Las variables independientes que afectan al hierro se pueden apreciar en la

siguiente relacién:

(Hierro)"? = + 0.69499 - 0,00520220*AMM + 0,003.98951*GDM -
0,0090054*concentrin - 0.84803*MgS0,.7H,0 + 0.025517*concentrin*MgS0,.7H,0.

Las concentraciones que maximizan las variables dependientes (acidez titulable,

porcentaje de recuperacion de niquel y porcentaje de recuperacion de cobalto) a excepcion
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del porcentaje de recuperacion de hierro que se minimizd, son las siguientes (las

concentraciones vienen dadas en g/L):

Tabla 47. Concentraciones del medio de cultivo propuesto por el modelo (g/L).

AMM*
19,65

GDM
40.00

KH;PO4
0,25

Concentrin 21

39,91

Melaza

29,78

MgSO4.7H20
0,10

MIISO4.H20
0,20

*referida a solidos por volumen de AMM (45% de solidos).

En base a estos resultados se determinaron los intervalos de confianza, asi como los
valores de acidez titulable, % Ni, %Co y %Fe, arrojados por el modelo utilizando las
ecuaciones determinadas para cada variable dependiente. En los andlisis de varianza al 95%
de confiabilidad para cada variable dependiente se evidencia el efecto significativo de los
factores y de las interacciones entre los factores, sobre la acidez titulable y la recuperacion

de metales.

Ademas en los analisis de varianza también se observé que los datos se ajustan al
modelo, el cual corresponde a un modelo lineal de primer orden. También en los Figuras de
residuales normales y residuales vs. predichos, para cada variable dependiente se aprecia la
normalidad y homogeneidad de la varianza (ver apéndice B). Por otro lado, para comprobar
la eficacia del modelo, se determinaron los valores predichos y los intervalos de confianza,

tal como se tiene en la tabla 4.8.

Tabla 4.8. Valores predichos por el modelo multifactorial e intervalos de confianza.

Variable dependiente Acidez titulable (N) % Ni %Co %Fe
Prediccion 0,0703216 6,19641 | 7,04767 | 0,20678

Valor minimo 0,052 4,06 3,73 0,044

Valor méaximo 0,092 7,72 10,37 0,49
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Con el sobrenadante obtenido, segun lo descrito en el procedimiento experimental,
se realizd un ensayo de lixiviacion, el tiempo de lixiviacion fue de 18 horas, ya que con 6
horas de lixiviacion no se observd una marcada diferencia entre los porcentajes de
recuperacion con respecto a los obtenidos en 18 horas de lixiviacion, para la mayoria de los
ensayos del modelo. Ademas el tiempo no fue considerado como factor dentro del modelo.
En la tabla 4.9 se muestran los resultados de la acidez titulable y de la recuperacion de
metales, para 18 horas de lixiviacion, utilizando el sobrenadante obtenido a través del

medio de cultivo propuesto por el disefio multifactorial.

Tabla 4.9. Resultados de acidez titulable y de recuperacién de metales, para 18 horas de

lixiviacion.
Medio Acidez titulable (N) % Ni % Co % Fe
Medio optimizado 0,0658 7,3187 8,1743 0,2645

Comparando la tabla 4.8 y la tabla 4.9 se aprecia que los valores logrados se
encuentran dentro de los limites establecidos por el modelo multifactorial, es decir, que los

resultados son confiables.

4.2.1 Cinética de crecimiento de Aspergillus niger

El estudio del microorganismo se basoé en la evaluacién y determinaciéon de la
cinética de crecimiento de A. niger en cultivos sumergidos, empleando para medio de

cultivo las concentraciones obtenidas a traves del disefio multifactorial.
Ademas se evalud la variacion de la acidez, el pH y la produccion de &cidos
orgénicos durante el periodo de crecimiento. Los valores de biomasa, pH y acidez

obtenidos en cultivos sumergidos en matraces erlenmeyer, se representan en las figuras 4.2
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y 4.3. Este ensayo fue realizado por duplicado segun lo establecido en el procedimiento
experimental y los valores reportados en el figura 4.2 corresponden al promedio de los

resultados obtenidos.
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Figura 4.2 Cinética de crecimiento de A. niger en el medio optimizado.

Al final del crecimiento, se obtuvo una biomasa de aproximadamente 50,5820 g/L,
mientras que el pH alcanz6 un valor de 3,7. Durante los primeros cinco dias se aprecio
claramente un descenso del pH, pero en los dias 5, 6 y 7 los valores de pH obtenidos fueron

aproximadamente similares, posterior al dia 7 se presenta un incremento en estos valores.

Sin embargo, la medicion de pH so6lo permite determinar la concentracion de iones
H*, y los &cidos orgénicos productos del proceso de fermentacion no se ionizan
completamente debido a que son &cidos débiles. Por esta razon la acidez titulable es mas
atil al momento de determinar la concentracion de los acidos organicos. En cuanto a la
acidez titulable se observé un incremento, reportandose un valor maximo entre los dias 5, 6

y 7, luego ocurrio un descenso en la concentracion de los acidos. Esto puede deberse a que
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los acidos obtenidos reaccionan con otros productos metabélicos, o con los compuestos
provenientes de los sustratos empleados en la preparacion del medio para el crecimiento del
hongo y por ende, disminuye la concentracion de los acidos producidos por el

microorganismo.

En el figura 4.2 se observaron varias fases del ciclo de crecimiento microbiano.
Durante el primer dia de crecimiento se produce un pequefio aumento en la concentracion
de biomasa, sin embargo, no es significativo ya que este es el tiempo requerido por las
esporas para la germinacion, esto corresponde a la fase de latencia.

A partir del dia 2 se observa la fase de crecimiento exponencial, ya que se
caracteriza por un rapido desarrollo de biomasa vegetativa que se extiende hasta los 6 dias
de cultivo, debido a que existe una concentracion adecuada de todos los nutrientes

necesarios para el crecimiento del hongo.

La fase de crecimiento exponencial culmina con la fase de atenuacion en la que se
tiene una disminucién en la velocidad de crecimiento, hasta el punto que la concentracion
de biomasa comienza a estabilizarse. En esta etapa estacionaria, se produce un crecimiento
equilibrado, es decir, que el crecimiento se iguala a la lisis celular. Ello se debe a factores
intrinsecos como acumulacién de metabolitos inhibidores o simplemente al agotamiento de

nutrientes.

Aplicando la funcion logaritmo natural a los valores de biomasa obtenidos durante
las primeras etapas de desarrollo exponencial y graficandolas contra el tiempo, fue posible
determinar la velocidad especifica de crecimiento maximo, cuyo valor esta representado

por la pendiente de la recta obtenida en el figura 4.3.
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Figura 4.3. Regresion lineal del logaritmo natural de la concentracion de biomasa sobre el

tiempo durante la fase exponencial de crecimiento.

Segun la ecuacion (11) se logré estimar el tiempo de generacion. Estos valores son
aproximadamente:
pm = 0,5388 dias™
Xo = 2,4968 g/L
ty = 1,2865 dias

Comparando el tiempo de generacion reportado en el trabajo realizado por Castillo.
y Villafafie ¥ t; = 1,115 dias, utilizando como medio de cultivo un medio de sales
optimizado por Coto Y, con el tiempo de generacion obtenido utilizando el medio de
cultivo propuesto por el modelo multifactorial ty = 1,2865 dias, se puede decir, que el
primero es menor. Al obtener un tiempo de generacion menor disminuye el tiempo de
produccion de biomasa, ya que este tiempo representa el periodo promedio de un ciclo
completo de division celular. Basicamente, lo que significa es que para tiempos iguales el
medio utilizado por Castillo y Villafafie ¥ genera mayor produccion de biomasa que el
medio empleado en este estudio. El valor reportado de biomasa al final de crecimiento por
Castillo y Villafafie ™ fue de 90,3395 g/L, mientras que el valor obtenido a través de este

estudio fue de 50,5820 g/L, lo cual comprueba lo mencionado anteriormente.
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221 los hongos filamentosos como el A. niger, a medida que

Segun Tremarias
crecen generan una capa gruesa de micelio la cual ocasiona dificultades para la aireacion y
agitacion, conduciendo a una menor disponibilidad de oxigeno. El oxigeno es un factor
critico en el proceso de fermentacion por crecimiento sumergido, por lo que una aireacion
deficiente permite el desarrollo de una capa gruesa de micelio, conduciendo a que los
azlcares provenientes del medio sean utilizados en la sintesis de polisacaridos

constituyentes de la pared celular y no en la sintesis de &cido citrico.

En base a lo establecido por Tremarias #?, tomando en cuenta que se obtuvo gran
cantidad de biomasa y se observé un micelio bastante grueso en los medios de cultivo

(figura 4.4), se puede pensar en una produccion baja de &cido citrico por parte del hongo.

Esporas

“.\

N

Micelio < \
= Micelio\‘
67‘.} | -

(@) (b)

Figura. 4.4 Cultivo sumergido en matraces erlenmeyers: (a) micelio aéreo y (b) vista del

micelio aéreo, donde la zona de color blanca es el micelio que se encuentra esporulado.

4.2.2.1 Concentracion de los acidos organicos

Suponiendo una relacion directamente proporcional de la acidez titulable con la
concentracion de acido citrico, y una relacion inversamente proporcional del pH con la
produccion del acido, se determind la concentracion de &cido citrico en las muestras

correspondientes a los dias de mayor acidez y menor pH (tabla 4.10), con el fin de
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establecer el dia de mayor produccion de &cido citrico. Las muestras empleadas fueron las

de 5, 6 y 7 dias de fermentacion.

Tabla 4.10 Concentracion de los acidos organicos producidos por A. niger en los dias de
menor pH y mayor acidez titulable.

Tiempo (dias) Acido citrico (mM)

5 2,648
6 4,136
7 6,455

En la tabla anterior se tiene que el dia de mayor produccion de &cido citrico fue el
séptimo dia de fermentacidn, en consecuencia todos los sobrenadantes utilizados en los
experimentos de biolixiviacion indirecta fueron tomados a los 7 de incubacion, con el fin de

garantizar la maxima produccion de acido citrico.

Es importante sefialar, que ademéas del &cido citrico existen otros metabolitos
producto de la fermentacion fangica, tal como es sefialado en la literatura y diversos
trabajos realizados anteriormente [ 1 13 7. 18. 20, 22,26, 38 = 40] " qeterminar especificamente

cada uno de ellos es muy dificil.

Sin embargo, en los espectros obtenidos en el analisis de HPLC correspondientes a
la determinacion de acidos organicos se detectaron otros componentes a parte del acido
citrico en distintas proporciones y se puede pensar que las sustancias observadas son otros
acidos organicos de bajo peso molecular ya que fueron detectados con el uso de una
columna para la determinacién &cidos con esas caracteristicas (columna Aminex HPX-87H
300x7.8mm) como lo es el &cido citrico (ver apendice C).
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Adicionalmente se realizé la determinacion de la concentracion de acido oxalico en
la muestra que presento la mayor concentracion de acido citrico. La concentracion de acido
oxalico fue de 20,45 mM. Ello significa que el A. niger es capaz de producir acido citrico y
acido oxalico, utilizando como medio fermentable el medio de cultivo propuesto por el

disefio multifactorial.

4.3 Biolixiviacion

4.3.1 Biolixiviacion indirecta.

Para la biolixiviacién indirecta se utiliz6 como agente lixiviante metabolitos acidos
producidos biol6gicamente durante el crecimiento fungico después de la separacién de la
biomasa (biosolucién). Estos productos metabolicos estan presentes en la solucion

sobrenadante obtenida segun lo descrito en el procedimiento experimental.

4.3.1.1 Obtencion de sobrenadante

Los resultados de los experimentos para la obtencion de biosoluciones para lixiviar

se presentan en la figura 4.5.

En el figura 4.5 se observa que hay una reproducibilidad en los valores de acidez y
pH, es decir, que la variacion que existe entre cada experimento es pequefia, en el caso del
pH los valores obtenidos estan entre 3,6 y 4,4 y en el caso de la acidez entre 0,66 y 0,92;
también se observo que hay una correlacion entre el pH y la acidez titulable, que a menor
pH la acidez es mayor y viceversa, pero la acidez titulable sigue siendo un mejor indicativo
de la concentracion de &cido citrico aunque no es del todo especifica, por lo tanto los

resultados se reportan en normalidad de &cido (n° equivalentes/L).
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Figura 4.5 Acidez titulable y pH de los sobrenadantes obtenidos a los 7 dias de incubacion.

Luego de la homogenizacion de todos los sobrenadantes, el resultado de pH y
acidez titulable se muestra en la tabla 4.11. El valor de acidez titulable se encuentra dentro

de los predichos por el modelo estadistico.

Tabla 4.11. pH y acidez del sobrenadante utilizado en la biolixiviacion indirecta.

pH Acidez titulable (N)

Sobrenadante
) 4 0,083
homogenizado

4.3.1.1 Cinética de lixiviacion a temperatura ambiente

Los resultados de la recuperacion de niquel, cobalto, hierro y el pH durante la

biolixiviacién indirecta a temperatura ambiente se muestran en las figuras 4.6 y 4.7.
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Figura 4.6. Recuperacion de niquel, cobalto y hierro mediante lixiviacion indirecta a

temperatura ambiente y densidad de pulpa: 5%.
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Figura 4.7. pH final de los licores de lixiviacion.

La mayor recuperacion se presenta en el caso del cobalto el cual presenta un
porcentaje maximo de recuperacion 32,48% el dia 49, con respecto al niquel se obtuvo un
porcentaje maximo de recuperacién de 16,25% en el mismo dia, sin embargo, es importante

sefialar que existe un periodo donde el porcentaje se mantiene aproximadamente constante.
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Este periodo de estabilizacion de la curva ocurre entre los dias 28 y 49 para el cobalto y el
porcentaje de recuperacion se mantiene entre 32,28 y 32,48%, lo cual es una variacion
insignificante que se podria atribuir a la sensibilidad y apreciacion de los equipos de
medicién. Para el niquel la estabilizacion comienza el dia 21 hasta el dia 56
aproximadamente, y el porcentaje de recuperacion se encuentra entre 14,49 y 16,25%, en
este caso hay una leve variacion pero sigue siendo intrascendente, ya que el aumento
logrado es menor a 2%, en mas del doble del tiempo. Por tal motivo se podria decir, que el
tiempo que tarda el sistema en alcanzar el equilibrio es entre 21 y 28 dias, esto ocurre
cuando el agente lixiviante agota su capacidad de extraccion, en este caso en particular,
seria principalmente el &cido citrico. En un proceso a escala industrial lo que se busca es
una relacion adecuada entre tiempo y recuperacion, en tal caso, se tomaria como tiempo
Optimo del proceso 28 dias, donde alcanza un porcentaje de recuperacion de niquel 14,6% y
cobalto 32,3%.

En cuanto a los mecanismos que operan en la disolucién de niquel y cobalto,
Tzeferis y et al.™® en su estudio de la lixiviacion de niquel y hierro de minerales
niqueliferos no sulfurados por &cidos organicos, expresa que los acidos organicos operan a
través de dos mecanismos durante la disolucion: en primer lugar, los iones H* pueden
desplazar los cationes de metal de la matriz del mineral, y en segundo lugar, los acidos
organicos pueden formar complejos solubles con el metal (quelatos) segin la reaccién de
equilibrio sobre la formacion de quelatos por el &cido citrico:

M* + H,Cit — MH,.Cit> + iH* [+
Donde:

i=2,3
H,Cit = cido citrico
M = especie de metal (Ni*?, Co*?, Fe*?)

MH,.;Cit,.; = quelato

También se observo que a partir de cierto tiempo hay una reduccién del nivel de los
metales solubilizados, es decir, el porcentaje de recuperacion de niquel y cobalto decrece
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después de un numero de dias determinados, en el caso del niquel esto se observa a partir
del dia 56 y en el cobalto a partir del dia 49, debido a la heterogeneidad del sistema y a la
gran cantidad de metabolitos que se encuentran interactuando, no se puede determinar con
precision lo que esta ocurriendo, pero se puede pensar que luego de tanto tiempo ciertos
compuestos organicos presentes en la biosolucién se estén degradando o degenerando,lo
que puede dar paso a un cambio en el equilibrio del sistema. Ssegun lo estudiado por
Castro®®®| la pérdida de los metales en soluciones bioldgicas puede deberse a la formacién
de oxalatos de niquel y cobalto, debido la cantidad de &cido oxalico presente en la
biosolucion, los cuales son parcialmente solubles a bajas concentracion de acido citrico y
valores de pH alrededor de 4, en este caso todo el &cido citrico se ha consumido en la
formacion de citratos de niquel y cobalto, es por eso que la concentraron es muy baja y el

pH es 4,3; el cual se mantiene constante.

Este descenso de los porcentajes de recuperacion también se presenta en el trabajo
de Rangel " sobre Ia lixiviacion quimica con 4cido citrico de laterita, esto hace pensar que
es una caracteristica inherente a la laterita, la cual puede estar ocasionando estas pérdidas
de metales en el proceso de lixiviacion cuando estd presente el &cido citrico como agente
lixiviante, ya sea en soluciones comerciales o biosoluciones. Valix ®!. en su estudio sobre
las propiedades de electrosorcion de niquel en la ganga lateritica en la lixiviacién quimica
con &cido citrico y en la biolixiviacion con A. niger, explica que las pérdidas de niquel se
deben a la adsorcion de los iones niquel cargados positivamente en las particulas cargadas
negativamente de los minerales arcillosos que forman la ganga de la laterita, esto tiene que
ver con la magnitud del potencial Z de las particulas, cuando el potencial Z es positivo la
carga neta de la particula alrededor de la capa difusa es generalmente considerada positiva
y un potencial Z negativo es indicativo de una particula cargada negativamente. El
potencial Z varia con el pH y se hace cero a un determinado valor, a este punto se le llama
punto isoelectrico (pHpie) por debajo de este punto, el potencial Z es negativo y por encima
positivo, si el sistema tiene un pH por encima del pH del punto isoeléctrico de los minerales
de la ganga, la carga neta en la superficie de las particulas deberia ser negativa y conducir

la adsorcion del niquel. Las pérdidas reportadas por Valix “®! debido a la electrosorcion se
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explican por los cambios en el pH del sistema, este fendbmeno no se observo en el estudio

realizado en este trabajo, ya que el pH del sistema se mantiene constante.

Por otra parte, otra caracteristica inherente al mineral que puede estar jugando un
papel importante en cuando a las pérdidas de los metales, es la propiedad de intercambio
cationico de las arcillas presentes en la laterita. La capacidad de intercambio catidnico
(CIC) se puede describir como la transferencia o intercambio reversible de baja energia de
cationes, y en menor grado aniones, fijados en la superficie exterior de los cristales en los
espacios interlaminares, 0 en otros espacios interiores de la estructura del mineral de arcilla
y la solucion que la rodea. La CIC es equivalente a la medida del total de cargas negativas del
mineral. Estas cargas negativas pueden ser generadas de varias formas, pero la principal que
corresponde al 80 % de la carga neta de la particula, es conocida como carga permanente y
tiene su origen en las sustituciones isomorficas dentro de la estructura; ademas es independiente

de las condiciones de pH y actividad iénica del medio “7.

La CIC se expresa en
miliequivalentes por unidad de masa de arcilla, en el caso de los minerales de arcilla
presentes en la laterita la CIC en meg/ 100 g es: caolinita: 3-15 y montmorillonita: 80-200,
esto es una cantidad considerable cuando se habla de soluciones de baja concentracion

como los licores de lixiviacion donde la concentracion de niquel no supera los 90 mg/L.

En otro contexto, también es posible observar que la disolucion de cobalto es mayor
a la de niquel, siendo esta aproximadamente la mitad del porcentaje cobalto recuperado,
este comportamiento también se presentd en diversos trabajos de biolixiviacion de niquel y

r [2:37.491 y en el trabajo de Rangel ™) de lixiviacién quimica con 4cido

cobalto con A. nige
citrico comercial a varias temperaturas, alli se explica que esta conducta se debe, a quelatos
de metal formados por la unién de los iones citrato y los iones metélicos en solucién, que a
su vez, forman estructuras moleculares Ilamadas ligandos polidentados que se asocian con
el niquel en una estructura plana cuadrada y con el cobalto en una geometria octaédrica de
acuerdo al grado de covalencia y afinidad electrénica con el i6n citrato por la teoria del

campo cristalino y la regla del conteo de los 18 electrones de la quimica organometalica.
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El tipo de estructura que forma el cobalto tendria mayor afinidad que la del niquel y
explicaria la mayor asociacion del acido citrico con el cobalto, aunque ambos tengan el
mismo grado de afinidad. Hay que recalcar que ademas de &cido citrico existen otras
sustancias producto del metabolismo flangico que facilitan la disolucion de los metales en la
biolixiviacién indirecta ™

En cuanto a la solubilizacion del hierro se puede decir que el proceso es selectivo,
debido a que la solubilizacion de hierro es minima con respecto a los demas metales, la
razén de ello es que el acido citrico no es capaz de reducir el hierro presente en la hematita
(Fe,03) en forma de Fe™ a Fe*™ (FeO) que es mas soluble, lo que disminuye la afinidad de

este elemento con el citrato 131,

Cabe destacar, que la solucion sobrenadante también contiene cierta cantidad de
acido oxalico el cual tiene una gran selectividad hacia el hierro con respecto a los otros
metales, al contrario que el citrico, como se demostré en los estudios realizados!® 3" 3 40
31 donde se demuestra que el 4cido oxalico tiene poca capacidad de solubilizar el niquel y
el cobalto, lo cual podria explicarse por la formacién de oxalatos de niquel y cobalto, los

cuales son poco solubles en condiciones de bajo pH (2,5-6).

La selectividad del acido oxalico en la disolucién del hierro se atribuye al proceso

de reduccion por parte del 4cido oxalico y la subsiguiente solubilizacién de Fe**:

Fe,03 + C,H,0, — 2FeO + 2CO, + H,0 3

Segtn lo descrito por Castro P8 y por Tzeferis 1 la baja disolucién de niquel y
cobalto con acido oxalico, puede explicarse por la formacion de oxalatos de estos metales,
los cuales, bajo condiciones de bajo pH (6-2,5) y bajas concentraciones de acido, son

parcialmente solubles.
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En el trabajo realizado por Castillo y Villafafie 2! también se estudio la lixiviacion
quimica con acido citrico comercial a 0,5 M y 5% de densidad de pulpa y se obtuvo

recuperaciones de cobalto y niquel de 35 y 20% respectivamente.

En el caso de las biosoluciones obtenidas a traves del modelo multifactorial se logré
una recuperacion de niquel que corresponde aproximadamente al 80% de la recuperacion
con acido comercial, y de cobalto un 93 % a pesar de que la concentracién de acido citrico
en el sobrenadante fue de 6 mM aproximadamente, es decir, una concentraciéon de acido

citrico 100 veces menor que la empleada en lixiviacion quimica.

En tal sentido, se evidencia que ademas del acido citrico otros productos
metabolicos producidos por A. niger intervienen en la solubilizacién del niquel y el cobalto.
Este comportamiento se evidencia ain mas en los ensayos de biolixiviacion indirecta
realizado por Castillo y Villafafie ¥ donde se obtienen mayores rendimientos en la

biolixiviacién directa e indirecta, que en la lixiviacion quimica.

En el trabajo de Castro ®® también ocurre lo mismo, la lixiviacién quimica con
acido citrico es menos efectiva en la extraccion de niquel que la biolixiviacion directa e
indirecta con A. niger. El caso contrario también se puede presentar, como en los trabajos
de Sukla 4 de biolixiviacién indirecta de laterita niquelifera, y Coto [*!! de biolixiviacién
directa de serpentinita niquelifera, que revelan mejores rendimientos para la lixiviacion
quimica. Esto tendria una explicacion en la mineralogia, ya que distintos tipos de mineral, y
los metales que este contenga, tienen distinta susceptibilidad a la solubilizacion por

biolixiviacion (segun Valix % *! y Castro [*#).

4.3.1.2 Estudio de banco de pruebas

Con el fin de estudiar una forma de aumentar la concentracion de los metales de
interés en los licores de lixiviacion, se realizaron experimentos de recirculacion tanto del

licor como de la pulpa densa, cdmo se haria en un proceso a escala industrial, lo que se
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busca es optimizar el proceso de recuperacion de metales con biosoluciones a menores
tiempos de lixiviacion. Los resultados se resumen en la tabla 4.12. Comparando los valores
de la tabla 4.12 con la tabla 4.13, se tiene que en la tercera pasada con pulpa fresca (L3,1)

se supera la concentracion de niquel obtenida en la biolixiviacién indirecta en un 42%.

Tabla 4.12. Concentracion de Ni, Co y Fe en los licores de lixiviacion provenientes del

banco de prueba segun el disefio descrito en el procedimiento experimental.

Muestra de Pulpa Licor Concentracion (mg/L)
licor densa n° pasadas Ni Co Fe
L1,1 1 43,38 3,17 39,33

Pulpa fresca
L2,1 2 66,65 4,56 44,05
(MO)
L3,1 3 125,8 5,65 45,8
L1,2 Pulpa 1 11,9 2,71 33,5
L2,2 lixiviada 1 2 24,7 4,63 56,5
L3,2 vez (M1) 3 37,7 4,68 70,85
L1,3 Pulpa 1 6,90 2,35 28,6
L2,3 lixiviada 2 2 12,83 3,80 43,85
L3,3 veces (M2) 3 19,04 5,13 70,75

Tabla 4.13. Concentracion maxima de Ni, Co y Fe alcanzada por biolixiviacion indirecta.

Metales | % Recuperacion | Concentracion (mg/L)

Ni 16,25 88,70
Co 32,48 16,40
Fe 0,60 92,25
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Figura 4.8 Concentracion de Ni en el licor en funcion del numero de pasadas a distintas
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Figura 4.9 Concentracion de Co en el licor en funcién del numero de pasadas a distintas

condiciones de la pulpa.
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Figura 4.10 Concentracion de Fe en el licor en funcion del numero de pasadas a distintas

condiciones de la pulpa.

En todos los casos la concentracion de los metales tiende a aumentar con el nimero
de pasadas que se le hace a la pulpa, bien sea fresca, o recirculada. En el caso del niquel es
donde se observé el mayor aumento de concentracion en la tercera pasada con pulpa fresca,
con respecto a la segunda pasada cuyo incremento es mas del doble, esto quiere decir que el
agente lixiviante todavia esta presente todavia tiene gran capacidad de disolucion en la

tercera pasada.

Por otro lado, a medida que la pulpa es recirculada la concentracion de metales
disminuye y la pendiente de la recta, que corresponde a el incremento de la concentracion,

también.

En el caso del cobalto no se alcanzan las recuperaciones de la biolixiviacién
indirecta, esto se debe a que la cinética de disolucion del niquel es mas rapida que la del
cobalto, en el mejor de los caso (L3,1) s6lo se obtiene un 34,5% de lo recuperado en

biolixiviacion indirecta. El hierro también es menos solubilizado, lo cual es beneficioso
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para el proceso ya que aumenta la selectividad. EI comportamiento de cada uno de los
metales en cuanto a la solubilizacién con la recirculacion del licor y la pulpa densa se

esquematizan a continuacion en los figura del 4.8 al 4.10:

En el caso del cobalto observamos un comportamiento casi lineal a excepcion del
caso de la pulpa lixiviada una vez donde en la tercera pasada la concentracion permanece
igual a la del segundo pase, donde si se obtuvo una aumento de casi el doble con respecto a
la primera pasada, eso quiere decir que en la tercera pasada no se solubilizé gran cantidad
de cobalto, esto puede deberse al por agotamiento del agente lixiviante.

Con respecto al hierro se muestra que el incremento en la concentracion respecto al
numero de pasadas (pendiente de la recta) es muy pequefio cuando se utiliza pulpa fresca,
luego que la pulpa es recirculada la solubilizacién del hierro va aumentando aunque en la
primera pasada la concentracion de es menor, en las subsiguientes pasadas el incremento en
los valores de la concentracion es mucho mas severo, se pude decir, que a medida que la

pulpa es recircula es hierro se solubiliza mas facilmente.

Con el fin de observar como es el comportamiento de la extraccion niquel y cobalto
y hierro de la pulpa densa para saber hasta cuando es beneficioso recircular la pulpa se
graficaron tomaron solo los valores correspondientes a las recirculaciones con biosolucién

fresca en cada pasada, lo podemos ver en el figura 4.11.
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Figura 4.11 Concentracion de Ni, Co, y Fe de la recirculacion de la pulpa densa con

biosolucidn fresca en cada pasada, correspondientes a las muestras L1,1; L1,2; L1,3.

Se puede observar que la recuperacion de los metales disminuye con el numero de
lixiviaciones, como es de esperarse, debido al agotamiento de estos en el mineral, y no al
agotamiento del agente lixiviante en la solucién como en los casos anteriores. Con relacion
al niquel se observa que la mayoria se solubiliza en la primera lixiviacion, por eso en la
segunda y la tercera lixiviacion las recuperaciones son muy bajas, y la diferencia entre ellas
es muy pequefia, es por eso que una tercera lixiviacion deja de ser beneficiosa en cuanto a
la rentabilidad del proceso. En el caso del cobalto se observa que la recuperacion es similar
en todos los casos esto, se debe a que la solubilizacion es mas lenta que la del niquel y el
hierro, en menor grado, no se observa un descenso pronunciado de la curva como en el
niquel, lo que nos parece indicar que todavia se puede extraer mas cobalto con otras

lixiviaciones. La concentracion del hierro también disminuye.
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4.3.1.3 Lixiviacion a altas temperaturas

Los resultados recuperacion para los metales de interés Ni y Co, se muestran en las
figuras 4.12 y 4.13.
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Figura 4.12. Cinética de recuperacién de niquel a 80, 60 y 25°C.
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Figura 4.13. Cinética de recuperacion de cobalto a 80, 60 y 25°C.
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Figura 4.14 Cinética de lixiviacion a las temperaturas estudiadas.
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En ambos metales se observa el mismo comportamiento con respecto a la
temperatura, a medida que ésta aumenta, la recuperacion obtenida es mayor, gracias a que
la temperatura incrementa la cinética del proceso, lo mismo ocurre en el caso del hierro
como es de esperarse, los mayores rendimientos se obtienen a la temperatura de lixiviacion
de 80°C, ademas, se puede ver que la pendiente es mayor, esto quiere decir que a medida
que transcurre el tiempo la recuperacion es mayor, este efecto es mas notorio en el caso del
cobalto. A 60°C el incremento en la recuperacion es menor en ambos metales, en el niquel
casi no hay variacion y en el cobalto hay un aumento del doble entre la primera medicion y
la Gltima, esta cinética sigue siendo lenta para un proceso a escala industrial. A 25°C la
recuperacion de niquel es muy baja y se mantiene casi constante y el cobalto también es
bajo pero la recuperacion se duplica al cabo de las 4 horas con respecto a la obtenida a los

30 minutos

En la figura 4.14 se puede comparar la cinética de lixiviacion a cada una de las
temperaturas estudiadas, y como se ve afectada la solubilizacién de los metales por la
temperatura. Lo mas resaltante es, que a temperatura ambiente el rendimiento del niquel es
mayor que el cobalto a lo largo de casi todo el proceso, y al cabo de 4 horas los porcentajes
de recuperacion se igualan, el rendimiento a 60°C comienza siendo mayor para el niquel y
se igualan a los 90 minutos, de ahi en adelante el rendimiento se invierte, siendo mayor

para el cobalto.

En el proceso realizado a 80°C ocurre lo contrario al caso de temperatura ambiente,
los rendimientos de niquel y cobalto son aproximadamente iguales al inicio del proceso y
luego el cobalto aumenta considerablemente, el niquel también aumenta pero muy poco en
relacion con el porcentaje inicial a los 30 minutos. Como ya se dijo anteriormente el
cobalto es mas susceptible a la solubilizacion por que tiene mayor afinidad electronica que
el niquel con los iones citratos, pero su cinética es mas lenta que la del niquel, por eso para
periodos de lixiviacion cortos a temperatura ambiente, obtenemos mayores rendimientos de

niquel que de cobalto como se observa en las figuras 4.6, 4.8, 4.11y 4.14.

106



Lo que ocurre al aumentar la temperatura es que se acelera la cinética del proceso,
entonces, la solubilizacion del cobalto es més rapida que la del niquel, por lo que ya se dijo
acerca de la afinidad, en consecuencia los rendimientos de cobalto superan los de niquel

como lo vemos en la figura 4.14.

Los valores maximos de recuperacion se obtuvieron a 80°C y 4 horas de lixiviacion
y corresponden a 16,3% de niquel 30% de cobalto y 0,35% de hierro, estos valores
practicamente se igualan a los obtenidos por biolixiviacion indirecta en 28 dias
aproximadamente de lixiviacion (16,25% de niquel, 32,48% de cobalto y 0,35% de hierro).
Esto es algo muy interesante ya que al reducir el tiempo de dias a horas se pueden lograr
muchos beneficios en cuanto a costos y tiempos de operacion, y se evita la necesidad de
trabajar en condiciones de esterilidad. Ello es estrictamente necesario cuando se trabaja con
soluciones de origen bioldgico en largos periodos de tiempo, para evitar la contaminacién y

la reproduccién de microorganismos que ocasionan la alteracion del proceso.

4.3.2 Biolixiviacion directa

El método de biolixiviacion directa consiste en lixiviar el mineral en presencia del
microorganismo, es decir, introducir en el mismo sistema mineral, nutrientes o sustratos y
el microorganismo. A través de este método se ha reportado que se logra una gran
recuperacion de metales ¥~ *1 #4l sin embargo, el tiempo en que se alcanza la mayor

recuperacion en algunos casos sobrepasa los 20 dias.

En el disefio multifactorial elaborado en este trabajo para determinar un medio
optimizado para la biolixiviacion, se tomo en cuenta la influencia de los sustratos
empleados en la preparacion de dicho medio. En ese caso se estudié la influencia de
algunos subproductos agroindustriales tales como, melaza, agua de maceracion de maiz,
germen desgrasado de maiz, concentrin, y las sales inorganicas KH,PO,;, MgSQO,4.7H,0, y
MnSQO,.H,0, en la acidez titulable y la recuperacion de niquel, cobalto y hierro con

soluciones sobrenadantes (biolixiviacion indirecta).
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La razon por la que el método de biolixiviacion directa no fue incluido en el modelo
para la recuperacion de metales, fue debido a limitaciones de espacio fisico y tiempo. El
modelo propone 72 experimentos debido a la cantidad de factores a estudiar, estos fueron
divididos en bloques de 9 ensayos cada uno, sin contar que al introducir el mineral en el
sistema se esta agregando una variable mas, en consecuencia se incrementaria el nimero de
ensayos arrojados por el modelo. El principal problema que se presenta es el tiempo de
realizacién del ensayo, ya que se requiere un minimo de 20 dias para alcanzar el equilibrio
del sistema, debido a que son cinéticas muy lentas, si se tiene un total de 8 bloques, ello
equivaldria a un tiempo minimo de 160 dias (quizas hasta mas tiempo), y se requiere una

disposicion de espacio para la incubacion que a escala de laboratorio no esta disponible

Sin embargo, para efectos de este estudio se realizd un ensayo exploratorio de
biolixiviacién directa, utilizando como medio de cultivo el obtenido por el modelo
multifactorial. La finalidad de realizar este ensayo fue observar si se alcanzaban los valores
de recuperacion maxima logrados con la biolixiviacion indirecta. Los resultados obtenidos

se presentan en las figuras 4.15y 4.16

En la figura 4.15 se distingue la selectividad del proceso de biolixiviacion directa en
cuanto a la recuperacion de niquel y cobalto respecto al hierro. A los 9 dias se obtuvo una
recuperacion de 13,75% de niquel, 34,53% de cobalto y 0,58% de hierro, el rendimiento de
cobalto es ligeramente mayor al maximo obtenido por el método de lixiviacion indirecta
después de los 28 dias (32, 48 %), en el caso del niquel es levemente menor al obtenido por
biolixiviacién indirecta (16,25%), y para el hierro es equivalente (0,59%). Con los valores
arrojados por la biolixiviacion directa se observo el mismo comportamiento reportado por
Castillo y Villafafie 'y Tzeferis 7], en el que la biolixiviacién directa proporciona mayor

de recuperacién en menor tiempo al logrado mediante la biolixiviacion indirecta.
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Figura 4.15. Biolixiviacion directa con A. niger, utilizando el medio propuesto por el

disefio multifactorial.
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Figura 4.16. Variacion de pH y acidez en la biolixiviacion directa.
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Adicionalmente se tomo una muestra a los 37 dias para observar la influencia de un
incremento considerable en el tiempo sobre la recuperacion. Se obtuvo una disminucion
muy significativa en los valores de recuperacion (50% y 75% de pérdida del niquel y el
cobalto respectivamente), por lo que se recomienda un estudio mas profundo de la cinética
de biolixiviacion directa utilizando como medio de cultivo el propuesto en este trabajo, con
el fin de determinar cuando el sistema alcanza su estabilizacion y la maxima recuperacion,
asi como los factores que causan la disminucion en los niveles de metales disueltos después

de cierto tiempo.

Se tiene que el valor de pH en el dia 37 fue de 5,1, con respecto al dia 9 que fue 4,1
(figura 4.16). También se tiene la presencia de acido oxalico en la solucion ya que es
producido por el hongo, tal como se indic6 en la determinacion de la concentracion de
acidos organicos, las concentraciones de acido citrico reportadas son muy bajas. En vista de
que el pH del sistema se mantuvo entre 4,1 y 5,1, en presencia de acido oxalico y con una
baja concentracion de acido citrico, el descenso en la disolucion metales puede ser atribuido
a la formacion de oxalatos de niquel y cobalto, que son parcialmente solubles.(Castro %)
También hay que mencionar las caracteristicas inherentes a la laterita como lo son la
propiedad de electrosorcion y la capacidad de intercambio cationico que se explicaron
cuidadosamente en el estudio cinético de lixiviacion indirecta, las cuales también pueden

estar asociadas a las pérdidas.
4.3.3 Coeficientes de selectividad

Para el andlisis cuantitativo de la selectividad en la biolixiviacion indirecta y directa,
se determinaron los indices de selectividad de niquel y cobalto respecto al hierro, los

resultados se presentan en la tabla 4.14.

El célculo de los indices de selectividad se realizé en funcién a las siguientes

ecuaciones, donde [Ni], [Co] y [Fe] equivalen a los porcentajes de recuperacion maxima.
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Snirre = [Ni]/ ([Ni]+ [Fe]),
Score = [CO]/ ([Ni]+ [Fe])

Tabla 4.14. Coeficientes de selectividad de procesos de biolixiviacién estudiados.

Método de | Temperatura % Recuperacion maxima

. SniFe | Scorre

biolixiviacion °O) Ni Co Fe
Indirecta 80 0,98 0,99 16,30 30,00 0,35
Indirecta 60 0,98 0,98 12,58 15,35 0,27
Indirecta 25 0,96 0,98 16,25 32,48 0,59
Directa 25 0,90 0,96 13,76 34,54 1,52

En la tabla anterior se tiene que la biolixiviacion con A. niger e un proceso
selectivo, ello es una de las razones principales de la utilizacién de este método. Sin
embargo, la selectividad del proceso varia segun el método empleado. Como se observa en
la Tabla el método de biolixiviacion indirecta es mas selectivo que el método de
biolixiviacién directa. Sin embargo, dentro de la biolixiviacion indirecta, se tiene que la
temperatura ejerce un efecto importante en la selectividad, ya que a medida que se
incrementa la temperatura aumenta la selectividad. A 80 °C se obtuvo una recuperacion
del6,3% niquel y 30% cobalto, en 4 horas y la mayor selectividad. Por su parte, a
temperatura ambiente comparando los resultados obtenidos de la biolixiviacion indirecta
con los valores de la biolixiviacion directa se tiene que la mayores rendimientos en
recuperacion de metales en cuanto al tiempo, a pesar de presentar menor selectividad que

con por el método indirecto.

De igual forma comparando los resultados de la biolixiviacion indirecta con el
resultado presentado por Castillo y Villafafie %, se obtiene que el maximo porcentaje de
recuperacion logrado fue de 20,02% Ni, 75,69% Co, en 30 dias, este resultado es mayor
que la recuperacion alcanzada en la biolixiviacion indirecta utilizando como medio de

cultivo el propuesto a través del modelo multifactorial (16,25% Ni y 32,48% Co, en 42
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dias), a pesar de que este ultimo es un proceso mas selectivo (Snire = 0,96 Yy Score = 0,98),
que lo ilustrado por Castillo y Villafafie (Snire = 0,90 Y Score = 0,97). De esta manera se
reitera que una alta selectividad no necesariamente implica una alta recuperacién. Por ende,
para mejorar la eficiencia del método de lixiviacion biolixiviacion indirecta es necesario

optimizar las condiciones de de trabajo.

El resultado mas significativo fue el de la biolixiviacion indirecta a 80°C, donde se
aprecié un porcentaje de recuperacion bastante significativo (16,30% de niquel y 30 % de
cobalto, en 4 horas) en tan corto tiempo de trabajo y altamente selectivo (Snire = 0,98 y
Score = 0,99). En base a esa acotacion, es importante sefialar que la biolixiviacion indirecta
a 80 °C es un método que merece ser estudiado a mayor profundidad, ya que proporciona
resultados importantes reduciendo al minimo los tiempos del proceso y aumentando la
selectividad. Esto es una alternativa de mucho potencial, porque una de las desventajas de
los procesos de biolixiviacion es que la cinética de lixiviacion es muy lenta sobre todo a

temperatura ambiente, ya que tarda méas de 20 dias en alcanzar el equilibrio.

4.3.4 Precipitacion

Para la precipitacion de niquel y cobalto de los licores de lixiviacion se utilizé el
método uno de las vias recomendadas por Rangel *"). Esta via consiste en la adicion de
CO;, con el fin de promover la precipitacion, la razén por la que se escogié este método de
precipitacion fue porque en el estudio realizado por Rangel ™) resulto ser el més efectivo.
Ademas sugiere que la temperatura puede favorecer la precipitacion. Por esta razon se
escogieron 3 temperaturas 3, 25 y 60 °C. El tiempo durante el cual se inyecto CO; en las
muestras fue de 2 horas y 30 min. para cada muestra. La determinacion de la cantidad de
niquel y cobalto precipitado fue por AAS, para ello se midié la concentracion antes y

después de inyectar CO; a las muestras.

Después de transcurrido el tiempo del ensayo no se observo la formacion de

precipitado en ninguna de las muestras. Los resultados obtenidos por AAS confirmaron que
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en todas las muestras la variacion entre los ppm iniciales y los ppm finales de niquel y
cobalto fue insignificante, dicha variacion puede ser tomada como error del instrumento,
por lo que se puede afirmar que con las condiciones estudiadas no se logré la precipitacion
de niquel y cobalto de los licores provenientes de la biolixiviacion, bajo estas condiciones
de trabajo. Sin embargo, se recomienda ajustar otros parametros como el pH durante la
precipitacion, utilizar una mezcla de gases y un incremento en la temperatura (por ejemplo,
80°C) para tratar de favorecer la precipitacion de estos metales en dichos licores. Lo
anterior indica que el método de precipitacion propuesto por Rangel ! no es eficiente en el
caso de licores obtenidos por biolixiviacion bajo las condiciones estudiadas.

4.3.5 Balance técnico-econémico

Los costos generados durante los procesos de lixiviacion o biolixiviacion ejercen
una gran influencia al momento de de estudiar alternativas en la recuperacion de metales.
Los costos involucrados en el proceso estudiado en este trabajo se refieren en forma general

al consumo de sustratos para el crecimiento del microorganismo:

» Costo de la melaza: 329,66 Bs./Kg.

» Costo del germen desgrasado de maiz: 358,5 Bs./Kg.
» Costo del concentrin 21: 415,8 Bs./Kg.

» Costo del agua de maceracion de maiz: 487,5 Bs./L
» Costo del KH,PO4: 97.152 Bs./Kg.

» Costo del MgS0O,.7H,0: 85.100 Bs./Kg.

» Costo del MnSO,.H,0: 197.800 Bs./Kg.

» Valor del niquel: 28.000 Bs./Kg.

» Valor del cobalto: 112.500 Bs./Kg.

» Valor del &cido citrico: 56.350 Bs./Kg.
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Tabla 4.15. Costos de los medios de cultivo.

Costo del medio de cultivo Costo (Bs./L)
Medio optimizado 122,69
Medio de sales optimizado por Coto " 26745,64

En la tabla 4.15 se aprecia claramente la considerable disminucion del costo del
medio de cultivo utilizado en este trabajo en comparacién al medio empleado en el trabajo
de Castillo y Villafafie ¥, que es el medio de sales optimizado por Coto ™. A pesar de que
no se obtuvo una recuperacién tan alta como la reportada por Castillo y Villafafie [, es
evidente la importancia de considerar el método de la recuperacion de metales utilizando A.
niger en medios de cultivos de subproductos agroindustriales. Por otro lado en la tabla 4.16
se aprecia la relacion de costos para los métodos de biolixiviacién directa e indirecta,

realizados a temperatura ambiente, sin temperatura ni recirculacion del licor y la pulpa.

Tabla 4.16. Costos para el método de biolixiviacion directa e indirecta (para 100ml de

sobrenadante).

Concepto Método indirecto. | Método directo.
g totales del medio 11,309 11,309
g. de Ni obtenidos 8,87x10° 9,39x10°
g. de Co obtenidos 21,64x10° 2,18x107
g. de medio necesarios para
) 1464,37 1383,28
obtener 1g de Ni
g. de medio necesarios para
7920,12 5958,25
obtener 1g de Co
Costo del medio (Bs./qg) 381,64 381,64
Costo para 1g. de Ni (Bs.) 558.904,15 527.953,14
Costo para 1g. de Co (Bs.) 3.022.068,05 2.274.082,08
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Como se puede observar la inversion necesaria para obtener un gramo de niquel y
cobalto, tanto para el método directo como para el indirecto es bastante alta. Sin embargo;
esta inversién disminuye un poco si se realiza por el método directo. La razén principal por
la que estos costos son altos, es el empleo de sales inorganicas comerciales en la
preparacion del medio de cultivo. Estas sales son las mismas empleadas por Castillo y
Villafafie @' y por Coto !, la diferencia entre el medio utilizado en los trabajos de Castillo
y Villafafie es que se sustituye la fuente de carbdn y nitrogeno (sacarosa y extracto de
levadura, los cuales son costosos) por subproductos agroindustriales, en consecuencia el

costo al preparar el medio de cultivo disminuye aproximadamente en un 65%.

A pesar que la recuperacion de metales lograda con el medio de cultivo propuesto
por el disefio multifactorial que la obtenida en el trabajo de Castillo y Villafafie, es factible
utilizar el medio de cultivo propuesto en el estudio realizado en este trabajo. La razén es
que se logra una recuperacion aproximadamente 4% Ni y 50% Co menor a la lograda por
Castillo y Villafafie, generando menos de la mitad del costo. Sin embargo es imprescindible
mejorar y optimizar los pardmetros y las condiciones estudiadas durante la realizacion de
este trabajo, tales como la temperatura de lixiviacion, concentracion de los sustratos para el
medio de cultivo, tiempo de fermentacion y tiempo de lixiviacion, entre otros, para obtener

mejores beneficios.

Para ello es necesario realizar un estudio en el que utilicen como sustratos
fermentables Unicamente subproductos agroindustriales, ya por ejemplo, la melaza y el
agua de maceracion de maiz poseen gran cantidad de sales inorganicas, de esta forma el
costo del medio se convierte en 1,25 Bs./g. (200% menos que el valor del medio propuesto
por el disefio multifactorial), ahora suponiendo que se obtiene el mismo grado de
recuperacion mencionado en la Tabla 4.16, los costos generados para la obtencion de 1g. de
Niy 1g. de Co serian 1729,23 Bs. Y 7448,39 Bs., respectivamente.

Sin embargo, esta suposicion no es del todo viable, ya que cualquier cambio que se
realice durante la preparacion del medio de cultivo afecta los resultados predichos por el

modelo, por ende los porcentajes de recuperacion obtenidos varian considerablemente.
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4.3.5 Ruta biotecnoldgica recomendada

En base a los resultados obtenidos durante la realizacién de este trabajo la ruta
biotecnoldgica recomendada para un proceso a escala industrial es el método de
biolixiviacién indirecta, a altas temperaturas a presion atmosférica, ya que se comprobé que
con a una temperatura de 80 °C se aumenta la cinética considerablemente y se alcanzan
altas recuperaciones en cortos tiempo. El uso de la temperatura incrementa los costos del
proceso pero reduce el tiempo de dias (como ocurre a temperatura ambiente) a horas lo que
evitaria el paso previo de esterilizacion, el cual requiere una temperatura de 121°C y 18 psi

de presion, esto a escala industrial es una complicacion enorme.

En cuanto a la obtencion de los sobrenadantes utilizando las concentraciones del
medio de cultivo propuesto por el disefio multifactorial es importante un pH inicial igual a
5y un tiempo de fermentacion de 7 dias, con el fin de obtener la maxima concentracion de
acidos organicos. El tiempo de lixiviacion utilizado podria ser de 4 horas, sin embargo, es
recomendable realizar una cinética de lixiviacion para determinar en que tiempo se alcanza
la maxima recuperacion bajo estas condiciones. Otra ventaja de este método es que no es

necesaria la manipulacion del microorganismo durante largos periodos de tiempo.

Adicional a la alta recuperacion obtenida a través de este método en tan corto
tiempo, se tiene una gran selectividad durante este proceso, por lo que se logran dos

objetivos importantes durante el proceso de biolixiviacion.

También es recomendable estudiar la factibilidad de aplicar el método de
biolixiviacién directa in situ ya que no requiere gran inversion en equipamiento tecnoldgico
y se ha determinado que se obtienen altos rendimientos de niquel y cobalto selectivamente

de hierro.

116



5. CONCLUSIONES

El uso de subproductos agroindustriales como sustratos fermentables por
Aspergillus niger es una alternativa factible en el proceso de biolixiviacién de niquel

y cobalto de laterita ferruginosa del estado Cojedes.

La biolixiviacién de laterita con Aspergillus niger, por los métodos directo e
indirecto, es un proceso altamente selectivo en la recuperacién de niquel y cobalto
respecto al hierro. Siendo el método indirecto mas selectivo que el método directo.

El maximo de recuperacién obtenido por el método indirecto fue de 16,25% Ni y
32,48% Co en 49 dias, y en el método directo fue de 13,76% Ni y 34,54 Co en 9

dias. Por lo que se puede decir, que el método directo es mas eficiente.

El cobalto presente en el mineral lateritico es mas susceptible a la biolixiviacion con
acido citrico y demés productos metabolicos de la fermentacion fungica con A niger

que el niquel.

El tiempo 6ptimo del proceso de biolixiviacion indirecta es de 28 dias, después del

cual los incrementos en la recuperacion de niquel y cobalto fueron insignificantes.

La temperatura aumenta la cinética de lixiviacion del niquel y el cobalto,
obteniéndose altos rendimientos en tiempos menores, la selectividad también se

incrementa.

El &cido citrico es el principal responsable en la disolucién de metales en el mineral
lateritico durante la biolixiviacion con Aspergillus niger, pero también se comprobd

que otros metabolitos intervienen en el proceso de solubilizacion.
La cinética del proceso de disolucion del niquel es mayor que la del cobalto en los

primeros dias del proceso de biolixiviacion indirecta a temperatura ambiente, lo

mismo ocurre a altas temperaturas en las primeras horas.
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La recirculacion del licor con mineral nuevo incrementa considerablemente la
concentracion de niquel en solucién, alcanzandose mayores concentraciones del

metal que las obtenidas por biolixiviacién indirecta (70 % mas)

El medio de cultivo optimizado, compuesto de subproductos agroindustriales resulta
mucho mas econdémico que los medios estandares utilizados para biolixiviacion con

Aspergillus niger.

La utilizacion de sales inorgéanicas comerciales en la preparacion del medio de
cultivo para el crecimiento de Aspergillus niger incrementa los gastos de extraccion

de metales.
El Aspergillus niger requiere un minimo de siete dias de incubacion en el medio de
cultivo descrito en este trabajo, para alcanzar la mayor acidez y concentracion de

acido citrico.

El método de precipitacion utilizando solo CO, no es efectivo en licores

provenientes de biolixiviacion a las temperaturas estudiadas.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar una caracterizacion de la materia prima utilizada en la
preparacion del medio de cultivo, con el fin de conocer la influencia de todos los
elementos presentes, en el crecimiento de A. niger y la produccion de &cidos organicos.

Es necesario realizar un estudio de biolixiviacion, en donde los sustratos empleados en
la preparacion del medio, sean Unicamente subproductos agroindustriales, con la
finalidad de reducir los costos para determinar la aplicabilidad de este método a gran

escala.

Para optimizar la biolixiviacion indirecta se recomienda una variacion en la
temperatura, de esta forma se podra obtener una mayor extraccion de metales y

disminuir el tiempo de lixiviacion.

Se recomienda un estudio mas profundo de la biolixiviacién directa a fin de optimizar y
controlar todos los parametros del proceso, ya que este método presenta altas

recuperaciones y grandes ventajas para su aplicacion a nivel industrial.

Es recomendable caracterizar todos los productos metabolicos del proceso de
fermentacion fungica con A. niger, con el fin de establecer la influencia de los mismos

en la disolucion de metales.

En cuanto a la precipitacion de niquel y el cobalto, se requiere buscar otras vias de
precipitacion, las mismas pueden incluir la variacion de pH, mezclas de gases y

variacion de temperatura, con la finalidad de encontrar un método mas eficiente.

Por Gltimo se recomienda realizar un estudio de las propiedades de intercambio
cationico y electrosorcion de metales en la ganga lateritica lixiviada con &cidos
organicos quelantes, a fin de determinar el mecanismo responsable de las perdidas

reportadas en el proceso.
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APENDICE A

Muestra todo en uno
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Figura A.1 Difractograma del mineral todo en uno para las fases de cuarzo, caolinita y

goetita.

Muestra todo en uno - fases de Ni

Lin {Counts}
i i i E (1 £ i # i

[ ) ‘| I ﬂﬂl " ‘ I/ | JH ‘ {h! M
i'k\ }’J I|ii |l || |'.'..,Jt "U"“ W Mr' ]\"‘n r“l'hr*'n"f'li’!fIle ﬁi ! 5{| | |
i ‘iw.d;.h.‘t.ﬂr"-ﬁw'*‘fufx L L wld | A B N

2-Thets - Scale
ww - Type: ITHTh locked - Steg 0,100 * - Step time: 3.0's - Temp - 25.0 °C (Roomy - Time Started: 0's - Theta: 1000 "« - Ph: 0000° < « - - - - - Dinplay plana: 1 -WLT: 154060 . WLZ: 1 5443

(L vitterraaite - (NLMGIISHEOOM)Z - ¥: 6898 % - dx by 1.000 - V- 1 54060 - 220711 {1
Fa2O4 - Y. 54.45 % - 8 by 1,000 WL 154060 - 10-0325 ()
L Garniesite - (MM ISR0S0HE - 72 5000 % - d x by: 1.000 - WL: 1.54000 - £2-0080 (T

Figura A.2 Difractograma del mineral todo en uno para las fases de niquel: willemseita,

trevorita y garnierita.



Muestra todo en uno
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Figura A.3 Difractograma del mineral todo en uno para las fases ringwoodita ferroan y

montmorillonita.



APENDICE B

Variable dependiente: (Acidez)"?

Tabla B.1 Analisis de varianza de Acidez titulable

Fue_ntg ,de Suma de Gl Cuadr_ado = Prob>E
variacion | cuadrados medio
Block 0.028 7 3.949E-003
Model 0.034 3 0.011 32.16 < 0.0001 significativo
B 8.518E-003 | 1 8.518E-003 24 .44 < 0.0001
C 0.021 1 0.021 61.32 < 0.0001
E 3.734E-003 | 1 3.734E-003 10.71 0.0018
Curvatura | 1.294E-004 | 1 1.294E-004 0.37 0.5447 ) _NO )
significativo
Residual 0.021 60 | 3.485E-004
Total 0.082 71
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Tabla B.2 Valores para acidez titulable

Factor Ejes | Valor obtenido | Menor | Mayor
Melaza X 15.00 | 30.00
Agua Macerada | Y 5.00 | 20.00
Germen 40.00 20.00 | 40.00
Concentrin21 39.91 20.00 | 40.00
KH2PO4 0.25 0.25 1.00
MgS047H20 0.10 0.10 0.50
MnSO4H20 0.20 0.05 0.20

Grafico de un solo factor
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Variable Dependiente: (Niquel)®*2

Tabla B.3 Analisis de la varianza para (Niquel)>*?

veriacion | cuadrados | ©'| medio | F | PrObF

Bloque 14575.80 7 2082.26

Modelo 7729.90 8 966.24 4.92 | 0.0001 | Significativo

A 1311.61 1 1311.61 6.67 | 0.0125

B 13.31 1 13.31 0.068 | 0.7957

C 249.72 1 249.72 1.27 | 0.2645

D 1305.16 1 1305.16 6.64 | 0.0127

E 136.49 1 136.49 0.69 | 0.4082

G 138.50 1 138.50 0.70 | 0.4048

BE 2449.93 1 2449.93 12.47 | 0.0008

CG 2125.19 1 2125.19 10.81 | 0.0018

Curvatura 22.67 1 22.67 0.12 | 0.7354 No
significativo

Residual 10808.88 55 196.53

Total 33137.25 71

Valores de "Prob > F" menores a 0.0500 indican que los términos del modelo son

significativos
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R-GED=PIHN

Tabla B.4 Valores para el niquel

Factor Ejes | Valor obtenido | Menor | Mayor
Melaza 29.78 15.00 | 30.00
Agua Macerada | X 5.00 | 20.00
Germen 40.00 20.00 | 40.00
Concentrin21 39.91 20.00 | 40.00
KH2PO4 Y 0.25 1.00
MgS047H20 0.10 0.10 0.50
MnSO4H20 0.20 0.05 0.20
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Variable dependiente Cobalto

Tabla B.5 Analisis de la varianza para Cobalto

variasion | cuadrados || medo | F | Prob>F
Bloque 181.89 7 25.98
Modelo 150.88 9 16.76 6.20 | <0.0001 | significativa
A 42.55 1 42.55 15.73 | 0.0002
B 0.091 1 0.091 0.034 | 0.8551
E 12.85 1 12.85 4.75 | 0.0337
F 1.64 1 1.64 0.61 | 0.4391
AE 0.029 1 0.029 0.011 | 0.9183
AF 20.35 1 20.35 7.52 | 0.0083
BE 43.38 1 43.38 16.04 | 0.0002
EF 0.11 1 0.11 0.041 | 0.8396
AEF 29.88 1 29.88 11.05 | 0.0016
no
Curvatura 0.32 1 0.32 0.12 | 0.7340
significativa
Residual 146.06 54 2.70
Total 479.15 71

Valores de "Prob > F" menores a 0.0500 indican que los términos del modelo son

significativos
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Grafico de interacciones
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Variable dependiente (Hierro)?

Tabla B.7 Analisis de la varianza para (Fe)?

Fue_nte_ ,de Suma de Gl Cuadr_ado = Prob>E
variacion cuadrados medio
Block 1.09 7 0.16
Model 0.40 5 0.079 5.37 | 0.0004 | Significativo
B 0.097 1 0.097 6.62 | 0.0127
C 0.10 1 0.10 6.92 | 0.0109
D 0.012 1 0.012 0.79 | 0.3769
F 0.017 1 0.017 1.18 | 0.2809
DF 0.17 1 0.17 11.32 | 0.0014
Curvatura 0.021 1 0.021 1.44 | 0.2347 _ _'\_‘0 _
significativo
Residual 0.85 58 0.015
Total 2.36 71

Valores de "Prob > F" menores a 0.0500 indican que los términos del modelo son

significativos

Gréfico de residuales Normales
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Residuales vs. Predicho
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Tabla B.8 Valores para el hierro

Factor Ejes Valor obtenido Menor Mayor
Melaza 29.78 15.00 30.00
Agua Macerada 19.65 5.00 20.00
Germen 40.00 20.00 40.00
Concentrin21 X 20.00 40.00
KH2PO4 0.25 0.25 1.00
MgSO47H20 Y 0.10 0.50
MnSO4H20 0.20 0.05 0.20

Gréfico de un solo factor
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B: Agua Macerada




Gréfico de un solo factor
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Grafico de interacciones
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Figura C.1 Patrén de acido citrico 400ppm.
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Figura C.2 Patrén de acido oxalico 400ppm.
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Figura C.4 Muestra del dia 6.
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Figura C.5 Muestra del dia 7.




