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Resumen

En flotacion de minerales de cobre y molibdeno se utiliza cal para aumentar el pH al de
operacion (pH entre 10 y 12). Dada la escasez hidrica, el uso de agua de mar ha ido en
aumento en mineria, sin embargo, esto conlleva un aumento dréstico en el consumo de cal
(depresante) para alcanzar el pH de operacion y una disminucién en la recuperacion de
molibdeno. Un depresante alternativo a la cal que se ha utilizado en algunos estudios es la
bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans. Se han realizado estudios de biodepresion de pirita
en agua dulce y agua de mar y se conoce que la adherencia de la bacteria al mineral esta

directamente relacionada con la depresion, pero se desconoce el mecanismo de adherencia.

En este trabajo se estudio la hidrofobicidad como mecanismo de adherencia en distintos
medios: agua de mar y agua dulce (destilada), mediante el mecanismo de particion liquido-
liquido. Los liquidos polares y apolar que se usaron fueron agua de mar/agua destilada e
hidrocarbonos, respectivamente. Se analiz6 la influencia del pH y de la concentracion de
Acidithiobacillus ferrooxidans. Finalmente, se realizaron experimentos de adherencia luego
de la particion liquido-liquido, para estudiar la relacién entre la hidrofobicidad y la

adherencia.

Los resultados obtenidos muestran que 4. ferrooxidans es mas hidrofobica en agua de
mar que en agua dulce y la hidrofobicidad tiene un aumento a medida que aumenta el pH. El
caso con mayor hidrofobicidad corresponde en agua de mar a pH 8 (63% de bacterias
transferidas a la fase organica). Por otro lado, la adherencia de la bacteria aumenta con el
tiempo y con el pH, teniendo a pH 8 una adherencia mayor para las distintas concentraciones.
Se realizaron isotermas de adherencia y los resultados se ajustaron a los modelos de
Langmuir y Freundlich. Uno de los pardmetros mas relevantes corresponde a la méxima
adherencia (Xm), €l cual toma un valor maximo de 7,60x10° a pH 8 y en ambos medios. Los
datos se ajustaron mejor al modelo de Freundlich. Finalmente, es posible decir que la
adherencia de A. ferrooxidans a pirita es mediante fuerzas hidrofobicas y que la union se

favorece en agua de mar a pH 8.



Introduccion

En Chile existe una gran cantidad de yacimientos mineros, desde los cuales se produjeron
5,6 millones de toneladas métricas de cobre fino en 2022, siendo obtenidas mediante el
proceso de concentracion un total de 4,2 millones (COCHILCO, 2022). Este proceso
representa el mayor consumo de agua, utilizando el 64% del total del caudal de agua
(Cantallopts et al., 2020). Chile lidera la crisis hidrica en Latinoamérica, con 53% de
comunas declaradas en sequia hidrica (Fragkou et al., 2022). La escasez hidrica se puede ver
evidenciada en el informe hidrico presentado por la direccion general de aguas (DGA, 2022).
Por este motivo, el uso del agua de mar en la mineria ha ido incrementandose en los Gltimos
afios y se espera que al afio 2030 el 50% del agua utilizada en mineria provenga del mar

(Cochilco, 2020).

Sin embargo, uso del agua de mar en el proceso de flotacion produce un aumento en el
consumo de cal (depresor de pirita) al pH de operacion (=11) desde 1 g/kg de mineral hasta
10 g/kg de mineral y una disminucion de la recuperacion de molibdeno desde
aproximadamente 80 a 25 % a pH 11 (Castro, 2012). El uso de microorganismos
(Acidithiobacillus ferrooxidans) en flotacion de sulfuros de cobre ha sido ampliamente
estudiado (Chandraprabha et al., 2004; MISRA et al., 1996; Ohmura et al., 1993; San Martin
et al., 2018), tanto en agua dulce como en agua de mar. Se determin6 que A. ferrooxidans es
capaz de deprimir la pirita en agua dulce, sin afectar en gran medida la flotabilidad de la
calcopirita., indicando que Acidithiobacillus ferrooxidans es selectiva con la pirita en
flotacion en agua dulce (Chandraprabha et al., 2004). En 2018 se obtuvo que al pH natural
del agua de mar (7,8-8,2) es posible disminuir la recuperacion de la pirita acondicionada con
colector xantato. También se analiz6 la selectividad de la bacteria, observando que la
recuperacion de molibdenita y calcopirita no es afectada en gran medida (San Martin et al.,

2018)

Posteriormente, se indagd en los mecanismos de biodepresion de pirita. Se analizo la
adhesion bacteriana, el potencial de flujo en funcion del pH y el d&ngulo de contacto con y sin
acondicionamiento con bacterias. Se determiné que a pH 8 la adherencia bacteriana y la
depresion de pirita es mayor. El angulo de contacto no presento relacion con la recuperacion,

es decir, cuando se acondiciond con bacterias, la recuperacion de pirita disminuy6 de 97% a



64% y el angulo de contacto varié desde 54° a 59° (San Martin et al., 2020). Por otro lado,
San Martin y Aguilar (2019) descartaron las fuerzas electrostaticas como fuerza impulsora
de la adherencia entre pirita y A. ferrooxidans en agua fresca y agua salina, ya que ambas
tenian la misma carga cuando mas se adheria. Ademas, San Martin et al. (2020) descartaron
también que la union entre 4. ferrooxidans era producto de las fuerzas electrostaticas en agua
dulce y agua de mar, ya que el potencial de flujo era negativo para ambas al pH que mas se

unian (pH 8).

En el presente trabajo se evaluara si la adhesion de la bacteria a la pirita es mediante
fuerzas hidrofobicas. Para ello, la metodologia utilizada se basé en la propuesta por
Rosenberg et al. (1980), que consiste en poner en contacto una solucioén de hidrocarburos y
bacterias en solucion polar, pero realizando cambios en el analisis de adherencia de las
bacterias a los hidrocarbonos. En esta investigacion, se estudi6 la hidrofobicidad de 4.
ferrooxidans mediante la técnica de particion liquido-liquido, la cual consiste en analizar la
afinidad de las células bacterianas a una solucion apolar (hidrocarburos) y a una solucién
polar, mediante conteo directo en microscopio con camara Neubauer. Finalmente, se
realizaron experimentos de adherencia para estudiar la relacion entre la hidrofobicidad y la

adherencia.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar si la adherencia de Acidithiobacillus ferrooxidans a la pirita es mediante
hidrofobicidad, para comprender el mecanismo de biodepresion.
Objetivos especificos

-Determinar mediante experimentos de particion liquido-liquido la condicién de
hidrofobicidad de las bacterias en agua dulce y agua de mar bajo distintas condiciones de pH

y concentracion de A. ferrooxidans.

-Evaluar la cinética de adherencia de A. ferrooxidans a pirita en distintos medios acuosos

a distintos pH y concentracion de bacterias.

-Confeccionar isotermas de adsorcion para cada una de las condiciones de medios

acuosos, pH y concentracion de bacterias establecidas.

-Establecer relacion entre los resultados obtenidos para cinética de adherencia/isotermas

de adsorcion e hidrofobicidad para las distintas condiciones definidas.
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1. Estado del arte

1.1 Procesamiento de minerales

El proceso de flotacion de minerales corresponde a un proceso fisicoquimico de tension
superficial que tiene como finalidad conseguir la separacién de minerales sulfurados valiosos
de otros minerales y especies que componen la roca (Codelco Chile, 2019). Utiliza el 64%
del agua suministrada, lo que convierte a este proceso al que mayor consumo de agua tiene
(Cantallopts y Ramirez, 2020). Se lleva a cabo en celdas de flotacion, donde coexisten 3 fases
(s6lido, liquido y gas), convirtiéndolo en un sistema multifasico y heterogéneo producto de

la diferencia de tamafio, forma y composicion del mineral y la burbuja.

La flotacion se basa en la adherencia de las particulas del mineral a la burbuja de aire,
para que el agregado mineral-burbuja ascienda hasta el rebalse. Esto depende de las
propiedades del mineral y de la espuma, las cuales pueden ser mejoradas o disminuidas por

medio de reactivos si se requiere (Yianatos, 2008).

Para llevar a cabo el proceso, se agrega energia al sistema mediante agitacion, lo cual
mantiene en suspension los solidos y también permite la colision y la adhesion de las
particulas minerales a las burbujas de aire. Para que la particula de mineral se pueda unir a la
burbuja de aire, debe tener propiedades hidrofobicas. En la Figura 1.1 se ilustra el proceso
de flotacion, donde se puede ver que las particulas blancas se unen al mineral dada su

hidrofobicidad, lo cual le permite llegar al concentrado.

Concentrate

Froth

Launder

Hydrophobic minerals
. ® Hydrophilic minerals

Impeller
(Rotor/Stator)

%% o == — Tailings

Figura 1.1: Representacion del proceso de flotacion (Wills and Finch, 2016).
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Las fuerzas de tension superficial de particula-liquido y gas-liquido forman un angulo
entre la superficie del mineral y la burbuja que se denomina angulo de contacto. La Figura
1.2 permite entender mejor la definicién de angulo de contacto y como se relaciona con la
hidrofobicidad o hidrofilicidad. Por lo tanto, al aumentar el dngulo de contacto, aumenta
también la hidrofobicidad. Se dice que los minerales con un angulo de contacto alto son

aerofilicos, es decir, tienen mayor afinidad por el aire que por el agua (Wills and Finch, 2016).

Liquido
Gas

YaL
Yy %{'
G ¢ » Vsi

Solido

Figura 1.2: Representacion angulo de contacto. Y. es la tension superficial entre el sélido y el gas, y;, es la

tension superficial entre el gas y el liquido y ys; es la tension superficial entre el solido y el liquido.

1.1.1 Reactivos de flotacion

Para lograr el proceso de flotacion se deben tener las condiciones necesarias para que sea
eficiente. En general, el mineral que ingresa al proceso de flotacion no es hidrofébico, por lo
tanto, es necesario cambiar las propiedades superficiales para que se pueda adherir a la
burbuja y llegar al concentrado. Por otro lado, el tamafio de burbuja también es importante,

junto con la cantidad que se generen.

Existen distintos tipos de reactivos que se utilizan en la flotacion, los cuales tienen

funciones especificas, que son descritos en esta seccion.

e Colectores

Los colectores son compuestos organicos que otorgan hidrofobicidad a los minerales para
que floten y son agregados a la pulpa durante un periodo de tiempo (acondicionamiento).
Contienen un anion o cation en la parte polar y cadena de hidrocarburos en la parte no polar.
La Figura 1.3 corresponde al colector xantato isopropilico de sodio, donde se pueden ver la

parte polar y apolar.

13



S

/
R—O—C
S Na“®
\—Y—/ \—Y—}

Parte apolar Parte polar

Figura 1.3: Xantato isopropilico de sodio.

La parte polar se adhiere al mineral y la cadena de hidrocarburos (parte apolar) queda
orientada hacia el liquido, otorgando la hidrofobicidad. Una cadena mas larga de
hidrocarburos haréd que el mineral sea mas hidrofobico, por lo tanto, tendra un mayor angulo

de contacto (Yianatos, 2008).

e Activadores

Existen minerales cuya flotacion no es posible solo anadiendo colector, debido a que el
colector no tiene la capacidad de adherirse a la superficie del mineral. La flotacion de
esfalerita con xantato no es posible, ya que es soluble en comparacion con otros xantatos de
metales base, y no proporciona sitios hidrofobicos estables. Ademads, la esfalerita es un
semiconductor deficiente, entonces no soporta facilmente las reacciones de transferencia de
electrones. Se puede utilizar sulfato de cobre como activador de esfalerita, lo que hace que
el colector xantato reaccione con el mineral, formando xantato de cobre mas estable

(Yianatos, 2008).

e Espumantes

El mineral puede subir a la superficie gracias a la adherencia de las particulas a las
burbujas. Sin embargo, no basta con introducir aire a la celda, ya que la coalescencia entre
las burbujas disminuye la cinética de flotacion y la recuperacion del mineral. Es importante
afiadir reactivos que favorezcan la formacion y conservacion de las burbujas con un tamafio

adecuado, que corresponden a los espumantes.
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Los espumantes son compuestos organicos y heteropolares, formados por un grupo polar

(comunmente grupos hidroxilicos OH-) y un grupo apolar (cadena de hidrocarburos). La

estructura de las moléculas de espumante favorece la adsorcion en la interfase aire-agua. Los

espumantes orientan los grupos no polares hacia el aire y los grupos polares al agua. La

Figura 1.4 muestra una estructura de un espumante MIBC junto con la adhesion del

espumante a la burbuja de aire.

Parte
polatlr Q Q
¢ O\\\
OH CH2 C?&Burbuja
K
CH; CH CH, CH CH3 \ Parte

O apolar

Figura 1.4: Espumante MIBC y adhesion a burbuja de aire.

Las principales funciones de los espumantes son: generar espuma estable, reducir la

coalescencia de las burbujas, proporcionar burbujas de 1 a 2 milimetros (Wills and Finch,

2016; Yianatos, 2008).

e Depresantes

Existen minerales no valiosos que reaccionan con el colector, como por ejemplo la pirita.

Esto produce una disminucién en la ley de cobre en el concentrado, siendo necesaria la

adicion de un reactivo capaz de deprimir el mineral no valioso (Wills and Finch, 2016).

Los depresantes son utilizados para aumentar la selectividad en el proceso de flotacion,

que es logrado mediante la depresion de los componentes no valiosos mientras que el mineral

de interés flota sin problema. Existen casos en los que la flotacion es inversa, es decir, el

mineral valioso se deprime y la ganga flota. Pueden ser organicos, inorganicos, acidos, sales,

etc.
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e Modificadores de pH

El pH de operacion generalmente es alto en el proceso de flotacion, lo cual es ventajoso
porque los colectores son estables en condiciones alcalinas y, ademds, se minimiza el
desgaste corrosivo de las celdas. Es importante mantener estas condiciones, ya que los
colectores pueden perder su efectividad en un medio acido. La cal, hidroxido de sodio,

carbonato de sodio o amoniaco son algunos controladores de la alcalinidad.

En la flotacion de sulfuros de cobre se utiliza cal como modificador de pH para alcanzar
un pH alcalino (entre 10 y 12). Relacionado con esto, también se utiliza la cal para deprimir

la pirita en este proceso.

1.2 Agua en Chile

Chile lidera la crisis hidrica. El informe publicado por Fragkou et al. (2022) indica que
Chile se posiciona en el primer lugar en América latina en condicion de “Estrés hidrico alto™.
Por otro lado, se informa que el 53% de las comunas de Chile fueron declaradas en sequia

hidrica en 2022, la mayoria de estas ubicadas en el norte del pais.

La DGA monitorea un total de 25 embalses en 9 regiones del pais. Hasta el 4 de julio del
2022 habia 4.235 millones de m® de agua, 563 millones de m® mas que €1 2021. Sin embargo,
el promedio historico es de 5.908 millones de m?. Por otro lado, solo 15 de las 81 estaciones
de la direccion general de aguas consideradas para el monitoreo de precipitaciones se

encuentran con un superavit en relacion con el promedio historico (DGA, 2022).

Desde la region del Maule al norte, la totalidad de las aguas superficiales y subterraneas
estan asignadas por derechos de agua existentes. Por esta razon, junto a los datos recopilados
por la DGA, se ha considerado como opcion aceptable el uso de agua de mar en mineria. Al
2018 existian 8 plantas desalinizadoras que abastecian a ciudades como Antofagasta y otros
poblados pequeios. En 2021, en la mineria unos 4 metros cubicos por segundo provenian del

mar, con o sin desalacion (Banco Mundial, 2021).
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1.2.1 Agua de mar en mineria

Dentro de los recursos mas importantes en la mineria se encuentra el agua. El consumo
de agua por sector econdémico en Chile muestra que la mineria consume un 4% del recurso.
Por otro lado, un 30% del agua utilizada en las extracciones de la gran mineria tiene como

fuente de suministro el mar (Consejo minero, 2021).

Existe una fuerte tendencia al aumento de la demanda de agua de mar, considerando el
desfavorable escenario de las aguas continentales, especialmente en la zona norte del pais.
En la Figura 1.5 se presenta una proyeccion de la demanda de agua en la mineria del cobre
en el periodo 2020-2031, donde se puede ver que al afo 2031, cerca del 50% del agua

corresponderd a agua de mar (Cochilco, 2020).

Proyeccion demanda de agua en la mineria del cobre
2020-2031

200 g2 0 4022 g0 02° G20 QYT (@ (020 00 3

B AGUA CONTINENTAL  mAGUA DE MAR

Figura 1.5: Proyeccion del consumo de agua de mar en la mineria del cobre 2020-2031 (Cochilco, 2020).

e Problemas del agua de mar en flotacion

El uso de agua de mar en la flotacién de minerales sulfurados tiene asociados 2 grandes
problemas. El primer problema corresponde al consumo de cal (modificador de pH utilizado
en la industria minera del cobre), el cual aumenta aproximadamente 10 veces para alcanzar
el pH de operacion (aproximadamente 11) cuando se utiliza agua de mar. El segundo
problema corresponde a la disminucién en la recuperacion del molibdeno, la cual se ve

altamente afectada al pH de operacion (Castro, 2012).
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Los gréficos realizados por Castro (2012) se muestran en la Figura 1.6, donde se puede
ver claramente que a pH 11 (pH de operacién) el consumo de cal es 10 veces mayor en agua
de mar que en agua dulce. Adicionalmente, al mismo pH, cae rapidamente la recuperacion

de molibdeno.

12| | —@— seawater %
—H&~ Fresh water

Lime consumption, g /Kg
Mo recovery, %
oa

7 8 9 10 1" 12 7.0 75 8.0 85 9.0 95 10.0 105 110 115 120

pH pH

Figura 1.6: Efecto del agua de mar en la flotacion de minerales (Castro, 2012).

El agua de mar esta compuesta por una variedad de especies idnicas, como sodio, potasio,
calcio, magnesio, cloro, entre otras, las cuales participan en 2 fendémenos que causan efecto
en la flotacion: efecto amortiguador y efectos secundarios de los iones. El primer efecto esta
relacionado con el aumento del consumo de cal, ya que el contenido idnico mostrado en la
Tabla 1.1 del agua de mar le otorga propiedades amortiguadoras, provocando que el cambio
del pH sea mucho mas dificil. Por otro lado, el efecto secundario de los iones esta relacionado
con la adsorcion de los iones sobre las superficies minerales hidrofobicas, produciendo la
depresion de estos, por lo tanto, disminuye la flotabilidad, por ejemplo, de la molibdenita
(Jeldres et al., 2016).

Tabla 1.1: Contenido idnico del agua de mar (Jeldres et al., 2016).

Componente | Concentracion g/kg | Componente | Concentracion g/kg
H>O 964,83 HCO* 0,104
Na* 10,78 Br 0,0672
Mg? 1,28 COs* 0,0143
Ca®" 0,41 B(OH)+ 0,00795
K* 0,39 F 0,0013
Sr?t 0,0079 OH" 0,00014
CIl 19,35 B(OH);3 0,01944
SO4* 2,71 COz 0,00042

18



1.3 Bacterias en mineria

Para solucionar los problemas mencionados en la seccion anterior, se ha estudiado el uso
de bacterias como reactivos de flotacion. Los microorganismos oxidantes de sulfuro metalico
han sido utilizados en biolixiviacion en pilas. Estos son bacterias acidofilas (se desarrollan
preferentemente en un medio acido), aerdbicas (necesitan oxigeno) y quimiolitoautotrofos,
que quiere decir que obtienen su energia de la oxidaciéon de compuestos inorgédnicos y el
carbono para generar masa celular a partir del CO» del aire (ciclo de Calvin-Benson) (Donati

and Sand, 2007).

Los tres organismos mas utilizados y estudiados en mineria son: Acidithiobacillus
ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans y Leptospirillum ferrooxidans. Estos organismos
pertenecen a la clasificacion de bacterias meso6filas (temperatura dptima de crecimiento hasta
40°C) y moderadamente termofilas (temperatura optima de crecimiento entre 40 y 50 °C)

(Donati and Sand, 2007).

En la siguiente seccion se presentan algunos estudios relacionados con la bioflotacion de

minerales utilizando microorganismos quimiolitoautdtrofos.

1.3.1 Bioflotacion

La bioflotacion corresponde a la flotacion con microorganismos como reactivos. Al igual
que lo hacen los colectores, activadores, depresantes, las bacterias deben ser capaces de
modificar las propiedades superficiales de las particulas minerales, para favorecer la flotacion
y separacion. La ventaja frente a los reactivos convencionales es que los microorganismos

son biodegradables, por lo que no afectan al medioambiente.

El problema de separacion selectiva de pirita de sulfuros ferrosos a pH acido y neutro es
complejo y ha sido desafiante. El uso de los microorganismos utilizados en la biolixiviacién
para la bioflotacion ha sido estudiado por varios autores, los cuales son presentados en las

siguientes secciones.
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e Bioflotacion en agua dulce

La separacion selectiva de pirita y calcopirita por biomodulacion en agua dulce fue
estudiada por Chandraprabha et al. (2004), donde se utilizd una cepa de A. ferrooxidans
aislada de una muestra de Hutti Gold Mines. Los estudios de microflotacion fueron llevados
a cabo en un tubo Hallimond modificado, pasando gas nitrégeno con una tasa de 40 ml/min

por 3 minutos.

La flotacion de pirita y calcopirita se realizé a diferentes concentraciones de colector
PIPX en el acondicionamiento, cuyos resultados obtenidos por el autor se muestran en la
Figura 1.7 (a y b). Se puede ver que, para ambos casos, la recuperaciéon aumenta con el
aumento de la concentracion de colector. Por otro lado, para la pirita, la recuperacion es alta
para pH é4cido y disminuye a medida que el pH aumenta. La recuperacion de la calcopirita se

mantiene casi constante en todo el pH.

Se estudidé también la recuperacion de pirita y calcopirita, luego de la interaccion con 4.
ferrooxidans mas un acondicionamiento posterior con colector “PIPX”, cuyos resultados se
muestran en la Figura 1.7 (c y d). Al comparar los graficos de la Figura 1.7, se puede ver que
el acondicionamiento con bacterias provoca una disminucién en la recuperacion, en
promedio, de 50 % y 20 % para pirita y calcopirita, respectivamente. Esto indica una
disminucion de flotabilidad en pirita mayor a la provocada para calcopirita. Por lo tanto,

Acidithiobacillus ferrooxidans es selectiva con la pirita.
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Figura 1.7: Recuperacion de flotacion (a):pirita + PIPX (b):calcopirita + PIPX (c):pirita + células + PIPX
(d):calcopirita + células + PIPX (Chandraprabha et al., 2004)

e Bioflotacion en agua de mar

San Martin et al. (2018) estudiaron la biodepresion de la pirita usando Acidithiobacillus
ferrooxidans en distintos medios: agua dulce, agua salina y agua de mar. Las bacterias
utilizadas correspondian a la cepa ATCC19859, las cuales se cultivaron a 30°C en un medio
basal estéril. Todos los experimentos fueron realizados con células frescas, cosechadas al
tercer dia de incubacion. Los estudios de flotacion se llevaron a cabo en una celda de flotacion
Hallimond de 100 ml. Se utilizaron distintos pH de agua dulce (agua destilada), agua salina
(preparada con agua destilada y NaCl con una concentraciéon de 35 g/l) y agua de mar

(extraida de la costa central de Chile).

La Figura 1.8 presenta los graficos obtenidos por San Martin et al. (2018) de recuperacion
en funcion del pH para los distintos medios utilizados. De esta se puede ver que es posible

deprimir pirita usando Acidithiobacillus ferrooxidans en agua dulce, agua salina y agua de
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mar. La importancia de este estudio radica en la posibilidad de deprimir la pirita en agua de
mar al pH natural de esta, el cual corresponde a 8 aproximadamente. En base a los problemas
que fueron presentados en la seccién de Problemas del agua de mar en flotacion, esto podria

solucionarse, debido a que no se vera afectado el consumo de cal ni la recuperacion de

molibdeno.

Se realizaron bioflotaciones en agua de mar al pH natural 8. La concentracion de A.
ferrooxidans y colector xantato en el acondicionamiento fue de 3x10® bacterias/mly 4,74x10
> M, respectivamente. Se obtuvo una recuperacion de 97% para la pirita, calcopirita y
molibdenita cuando solo se acondicionaron con colector. La recuperacion de pirita disminuy6
a 36% desde 97% cuando se acondiciond con bacterias y colector, sin embargo, la
recuperacion de molibdenita y calcopirita casi no se ve afectada. Por otro lado, cuando se

invirtio el orden, es decir, agregar primero colector y luego bacteria, la recuperacion obtenida
fue de 64%.
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Figura 1.8: Efecto de A. ferrooxidans en la recuperacion de pirita en (a) agua dulce (b) agua salina (c) agua de

mar (San Martin et al., 2018).

22



San Martin et al. (2021) también estudiaron la biodepresion de pirita activada con cobre.
Se utiliz6 el microorganismo Acidithiobacillus ferrooxidans y se realizaron microflotaciones
en agua dulce y agua de mar. Los resultados en agua dulce (Figura /.9) muestran que la
presencia de la bacteria disminuye la flotabilidad de la pirita en todo el rango de pH,
alcanzédndose una mayor depresion del mineral a pH 4 y 6. Por otro lado, los resultados en
agua de mar (Figura /./0) muestran que la presencia del microorganismo, cuando la

concentracion de sulfato de cobre es 0, disminuye la flotabilidad del mineral desde pH 8.
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Figura 1.9: Efecto de 4. ferrooxidans en la flotabilidad de pirita en agua dulce
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Figura 1.10: Efecto de 4. ferrooxidans en la flotabilidad de pirita en agua de mar.
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1.3.2 Mecanismo de adherencia

Aumentar el nivel de depresion de la pirita en bioflotacion podria ser posible luego de
entender los mecanismos de adherencia y biodepresion. San Martin et al. (2020) realizaron
una campafia experimental exploratoria para comprender mejor los mecanismos

involucrados en la biodepresion de pirita con A. ferrooxidans.

Estudiaron el cambio en la hidrofobicidad de la pirita mediante la medicion del angulo
de contacto. Se llevaron a cabo experimentos de cinética de adherencia, para evaluar si la
depresion de la pirita es producto de la adherencia de las bacterias. Por ultimo, se realizaron
mediciones de potencial de flujo de las bacterias y el mineral para evaluar la influencia de

las fuerzas electrostaticas.

En todos los casos el bioacondicionamiento se realizé con agua de mar a pH 8 por 15
minutos. Los resultados de las mediciones de d&ngulo de contacto son presentados en la Tabla
1.2 y se comparan con las recuperaciones obtenidas en los distintos casos por San Martin et
al. (2018). Se puede ver que el angulo de contacto de la pirita sin acondicionamiento tiene
un valor de 91°, cuyo valor disminuye a 16° cuando estd en agua de mar con una recuperacion
de 18%. Al acondicionar con colector, el angulo aumenta a 54° y la recuperacion a 97%. Al
acondicionar con colector y bacteria, el &ngulo aumenta 5°, pero la recuperacion disminuye
a 64%. Al acondicionar solo con bacterias, el angulo de contacto obtenido fue de 42°, cuyo
valor también permanece casi invariante cuando se agrega el colector (44°), pero la
recuperacion de pirita obtenida fue de 36%. Debido a que la hidrofobicidad no disminuye al
aplicar bacterias solas (ya que el &ngulo de contacto aumenta de 16° a 42°), se puede concluir
que las bacterias previenen el efecto del colector. Cuando se agregan bacterias y luego
colector, el angulo es de 44°, mientras que si se agrega colector solo es de 54°. Lo anterior
indica que la disminucion en la recuperacion no es producto de un cambio en la

hidrofobicidad de la superficie de la pirita.
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Tabla 1.2: Angulo de contacto de la pirita en agua de mar a pH 8 y recuperacion (San Martin et al., 2020)

cuando se acondiciona de distintas formas.

Condicion

Angulo de contacto (°)

Sin acondicionamiento

Agua de mar

Colector

Colector y bacterias

Bacterias

Bacterias y colector

91+6,5
16 + 6,8
54+35
50+ 1.4
42+54
44+58

Los resultados de los experimentos de cinética de adhesion y potencial de flujo se

muestran en la Figura 1.11.a. Se puede ver que, a un pH mayor, existe una mayor adherencia

de las bacterias. Si se comparan estos resultados con la Figura 1.8.c es posible decir que la

adherencia de las bacterias a la pirita es parte del mecanismo de depresion de esta, ya que

mientras mas se adhieren, més se deprime. Por otro lado, de la Figura 1.11.b se puede ver

que a pH 8 en agua de mar, la pirita y 4. ferrooxidans estan cargadas negativamente, mientras

que a pH 4, estaban con carga opuesta. De manera simultdnea, a pH 8 se obtuvo una mayor

adherencia de las bacterias a la pirita, por lo tanto, se descarta que las fuerzas electrostaticas

participen en la union de 4. ferrooxidans a pirita, ya que a pH 8 la fuerza electrostatica es

repulsiva.
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Figura 1.11: Resultados de (a) cinética de adhesion de las bacterias a la pirita y (b) potencial de flujo en agua

de mar (San Martin et al., 2020).
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Fuerzas electrostaticas

Las fuerzas electrostaticas corresponden a interacciones que se dan entre cuerpos que
poseen carga eléctrica. La fuerza puede ser de atraccion (cuerpos con igual carga) o de
repulsién (cuerpos con distinta carga). El estudio de las fuerzas electrostaticas como
mecanismo de adherencia de 4. ferrooxidans a pirita fue realizado por San Martin y Aguilar

(2019) y por San Martin et al. (2020).
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Figura 1.12: Cinética de adherencia de A. ferrooxidans a pirita en agua fresca y agua salina (35 g/l NaCl) a pH
4. Los controles son experimentos sin minerales (solo bacterias y agua) (San Martin y Aguilar., 2019).
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Figura 1.13: Potencial de flujo de 4. ferrooxidans y pirita en (a) agua fresca, (b) agua salina.
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En el estudio realizado por San Martin y Aguilar (2019) se realizaron experimentos de
adherencia a pH 4 en agua dulce y agua salina (35 g/l NaCl). En la Figura 1.12 se puede que
la adherencia es mayor en agua fresca que en agua salina. Por otro lado, en la Figura 1.13 se
puede ver que a pH 4 la carga de pirita y bacteria son iguales, negativas en agua dulce y
positivas en agua salina. Por lo tanto, de este estudio se concluye que la mayor adherencia
resultante en agua fresca no es producto de las fuerzas electrostaticas cuando se trabaja en

agua fresca y salina.

Por otro lado, San Martin et al. (2020) realizaron experimentos de adherencia a pH 4y 8
en agua de mar. En la Figura 1.11 se puede ver que en agua de mar, existe una mayor
adherencia a pH 8 que a pH 4 y que a pH 8, la pirita y 4. ferrooxidans estan cargadas
negativamente, existiendo una fuerza repulsiva entre estas. Por lo tanto, se descartan las

fuerzas electrostaticas como mecanismo de adherencia entre pirita y A. ferrooxidans.

Fuerzas hidrofobicas

En primer lugar, las fuerzas hidrofobicas corresponden a interacciones que mantienen la
cohesion entre compuestos apolares inmersos en una solucion o solvente polar. La causa
fisica de las fuerzas hidrofébicas se basa en la incapacidad de las sustancias apolares de
formar enlaces de hidrogeno con las moléculas de agua en una solucion. Al entrar en contacto
con el agua, las moléculas apolares o hidrofobicas tienden a agregarse espontdneamente,
intentando conseguir la mayor estabilidad al disminuir el 4rea de superficie de contacto con

el agua.

Dado que no se descartaron las fuerzas hidrofobicas, es importante realizar correctas
mediciones y estudios de esta propiedad superficial. Para ello, se presentan distintos métodos,
utilizados por algunos autores, para medir la hidrofobicidad en relacién con el dngulo de

contacto y al método de particion liquido-liquido.

e Angulo de contacto

Hanning y Rutter (1989) utilizaron 3 métodos para medir el angulo de contacto: unioén
burbuja-particula, gota sésil y succion capilar. Se realizaron experimentos de flotacion en una

celda de flotacidon miniatura que fue especialmente construida.
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Union burbuja-particula:

Se basa en determinar la particula mas grande que puede ser elevada, contra gravedad,
por una burbuja de aire en condiciones estandar. Se agregd un gramo de una fraccion de
tamano estrecho de particulas de carbon a 20 ml de agua en un matraz conico y se mezcld a
mano por 5 minutos para humectar la mezcla. Se introdujo una burbuja de aproximadamente
1,5 mm de diametro, por medio de un tubo capilar. Cuando la burbuja entra en contacto con
la particula, se eleva el tubo capilar. Se determina que la fijacion tiene lugar si la observacion
mediante un microscopio mostraba que la burbuja habia levantado la particula. El radio
maximo de particula (Rmax) se tomé como el tamafio més grande en la fraccion mas gruesa

donde se logré la unién de particulas. El angulo de contacto fue encontrado mediante la

3vLy
2Apg

Ecuacion 1.1R,, 4, = sin (g), que indica el limite superior de flotabilidad de una

esfera sumergida, en ausencia de fuerzas cortantes.

YLy 0 .,
= inl— Ecuacién 1.1
Riax 20pg sin ( )

Donde:

Rnax s el radio maximo de particula que se une

Yy s la tension superficial del liquido

Ap es la diferencia de densidad entre el sélido y el liquido sumergidos
g es la aceleracion de gravedad

6 es el angulo de contacto

Gota sésil

Se llama gota sésil a una gota apoyada sobre la superficie de un sélido. Las muestras de
carbon seleccionadas para los experimentos de este método se prepararon moliendo una
superficie plana (molienda manual Metaserve), seguido de pulido de polvo de alumina.
Luego se lavo la superficie con agua destilada, dejandola libre de polvo de alimina. Se
midieron los angulos de contacto utilizando un gonidémetro de angulo de contacto “Kriiss”.

Se dispuso una gota de liquido sobre la superficie de carbon que fue pulida y el angulo se
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midi6 a través de la fase liquida como la tangente en el punto de contacto en la superficie de

carbon.

Este método también fue utilizado por MISRA et al. (1996). Las mediciones de dngulo
de contacto en este estudio se realizaron utilizando un goniémetro de angulo de contacto
Rame-Hart (Modelo N° 100). El pH de las mezclas de A. ferrooxidans se ajustd con acido
sulfurico diluido (pH=2,4) y se acondicionaron junto a una muestra de pirita en un agitador

rotativo a 25°C por 30 minutos.

e Método “Magnobead”

Straver y Kijne (1996) estudiaron la hidrofobicidad mediante la adhesion de células de
levadura a perlas de latex paramagnéticas recubiertas de poliestireno, donde mientras mas
células se adhieran a las perlas, mas hidrofobicas seran. Se cosecharon las células de levadura
en la fase de crecimiento estacionario temprano y se lavaron dos veces con agua desionizada.
Luego, las células se suspendieron en acetato de sodio buffer de 50 mM a pH 4,5. Se
transfirieron 985 pl de la suspension a un tubo de vidrio y se agregaron 15 pl de perlas de
latex, cuya mezcla se incub6d por 20 minutos a temperatura ambiente y bajo continua
agitacion, con una densidad dptica a 660 nm de A660. Posteriormente, se dispuso un iman
de Sm-Co junto al tubo de vidrio por 2 minutos y se determiné la densidad optica a la

suspension celular restante. El porcentaje de adherencia se obtiene mediante la Ecuacion 1.2:

A% = Agtare — Afinal < 1009 Ecuacion 1.2
0 — 0

Astart

En la Figura 1.14 se presenta un esquema donde se puede entender de mejor manera el

procedimiento del método de “Magnobead”.
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Figura 1.14: Representacion esquematica de método “Magnobead”(Straver and Kijne, 1996).

e Particion liquido-liquido

Zita'y Hermansson (1997) llevaron a cabo experiemntos de cromatografia por interaccion
hidrofobica. La solucion bacteriana (107 células/ml) se dispusieron en una columna con un
gel hidrofobico. Se eluyeron las muestras (lavaron con solvente) con 12 ml de PBS (solucion
salina de fosfato amortiguada). La cantidad de células eluidas se obtuvo mediante
microscopia de epifluorescencia de muestras tefiidas de naranja de acridina que fueron
filtradas en filtros de nucleoporos pretefiidos de 0,2 um. La hidrofobicidad se obtuvo como
100x%(a-b)/a , donde a es la cantidad de células anadidas a la columna y b es la cantidad de
células en el eluido. Esta metodologia es util para comparar la hidrofobicidad entre dos

células, siendo la mas hidrofobica aquella que tiene un porcentaje mayor de células adheridas.

El experimento se realizo con 4 ml de suspension bacteriana (5x107 células/ml)
mezclados con 1 ml de n-hexadecano por 2 minutos. Se dejé que la fase acuosa y organica
se separaran durante 15 minutos y se tomaron muestras de 0,1 ml de la fase acuosa y se tomd
una muestra también de la cantidad de células determinada por microscopia de

epifluorescencia. La hidrofobicidad se determiné de la misma forma.

Rosenberg et al. (1980) también estudi6 la adherencia de bacterias a hidrocarbonos para
medir la hidrofobicidad de la superficie celular. Se utilizaron distintas bacterias las cuales se
cultivaron a 30°C con agitacién en solucién con nutrientes. Se cosecharon en la etapa de
crecimiento temprano logaritmico, se lavaron dos veces y se resuspendieron en una solucion

buffer. Se contenian 1,2 ml de células lavadas en tubos de ensayo y se anadieron varios
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voliimenes de hidrocarbonos de prueba (n-hexadecano, n-octano o p-xileno). Luego de 10
minutos de pre-incubacion a 30°C, se agitd la mezcla uniformemente por 2 minutos. Se
permiti6 la separacion de la fase acuosa y de hidrocarburos, para luego eliminar la fase acuosa
y transferirla a una cubeta de 1 ml con una pipeta. Finalmente, se midio la absorbancia de luz

a 400 nm utilizando un espectrofotdmetro.

1.3.3 Adherencia bacteriana e hidrofobicidad

La relacion entre adherencia e hidrofobicidad de 4. ferrooxidans ha sido escasamente
estudiado. Sin embargo, existen estudios que permiten extraer informacion util para este
estudio. En el estudio realizado por Gehrke et al. (2001) utilizaron células bacterianas que
contenian sustancias poliméricas extracelulares (EPS), entre las cuales se encontraba 4.

ferrooxidans, para analizar la composicion de las EPS.

Se estudio6 la union de bacterias a distintos sustratos (naturales y artificiales) mediante
cromatografia en columna con un intercambiador de iones fuertemente acido o fuertemente
basico, o una resina adsorbente hidrofoba. Se afiadieron muestras de 0,5 ml que contenian
103 células. Después del enjuague, los EPS adheridos se eluyeron con HCl 0,5 M
(intercambiador de cationes), NaCl 0,5 M (intercambiador de aniones) o metanol puro
(adsorbente). El numero de células se determindé mediante recuento. La unidn a sustratos
naturales (pirita, azufre) se determind mediante la reduccion del numero de células

planctonicas o la disminucion de EPS suspendidos.

Los resultados mas relevantes son, en primer lugar, que el rendimiento de EPS de A.
ferrooxidans dependia del sustrato utilizado en el cultivo. Las células cultivadas con sulfato
de hierro (II) produjeron poco EPS, mientras que las cultivadas con sustratos sélidos como
la pirita produjeron la mayor cantidad. Por otro lado, los resultados de adherencia de la
bacteria a distintos sustratos muestran que, cuando la bacteria es cultivada con sulfato de

hierro (I) como sustrato, A. ferrooxidans no se adhiere a la resina hidrofoba a un pH 2.

Por otro lado, Solari et al. (1992) realizé estudios sobre fendémenos interfaciales que
afectan la adhesion de A. ferrooxidans a superficies de minerales sulfurados. Se realizaron
estudios de movilidad electroforética, experimentos de particion liquido-liquido para evaluar

la hidrofobicidad y estudios de cinética de adherencia.
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Los resultados mas importantes obtenidos fueron que la adhesion de las bacterias al
hexadecano aumenta a medida que el pH se vuelve mas &cido, por lo tanto, pareceria que un
aumento en la acidez aumenta la hidrofobicidad de la pared celular bacteriana. El aumento
de la hidrofobicidad celular al disminuir el pH puede estar relacionado con la neutralizacion
de los grupos carboxilicos ionizados en los componentes de acidos grasos de la pared celular

externa a esta fuerza ionica tan alta.

32



2. Metodologia
En esta seccion se presenta la metodologia utilizada en los experimentos realizados.
2.1 Microorganismos

La bacteria utilizada en los experimentos correspondi6 a Acidithiobacillus ferrooxidans
Cepa ATCC19859. Esta bacteria es acidofila y termofila, por lo tanto, las condiciones 6ptimas

de crecimiento de esta bacteria fueron: pH 1,6 y temperatura 30 °C.

2.1.1 Cultivo de Acidithiobacillus ferrooxidans

Para el cultivo de A. ferrooxidans se realizo el medio de cultivo con sulfato de amonio
((NH4)2S04), sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4x 7H>0) y hidrogenofosfato de di-
potasio trihidratado (KoHPO4 x 3H;0). Las concentraciones utilizadas se muestran en la
Tabla 2.1, en gramos por litro de agua destilada. Dado que la bacteria es acidofila, se modifico
el pH hasta llegar a 1,6 con acido sulftrico concentrado, agregando gota a gota, mientras se

agitaba la mezcla en agitador magnético y se media el pH con medidor de pH.

Tabla 2.1: Concentracion de reactivos para medio de cultivo de bacterias

Reactivo dosis g/l de sol
Sulfato de amonio 0,4
Sulfato de magnesio heptahidratado 0,4
Hidrogeno fosfato de di-potasio trihidratado 0,056

Dado que se trabajoé con bacterias, fue importante mantener la esterilidad, para no
contaminar las bacterias con otros microorganismos del ambiente. El medio de cultivo se
esterilizo junto a los demas materiales necesarios para el cultivo, como filtro con membrana
de 0,22 pum, matraz Erlenmeyer, matraz Kitasato, puntas y probeta en Autoclave de

sobremesa de 18 litros FSF-18LDJ por 20 minutos.

Luego se prepard la solucion de sustrato, que correspondia a sulfato de hierro. En un vaso
precipitado se agreg6 el sustrato en estado so6lido y se disolvié con medio de cultivo en

agitador magnético. La solucion homogénea obtenida se afor6é en matraz de aforo, donde se
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alcanzo una concentracion de 33% (p/v). Para esterilizar la solucioén de sulfato de hierro se

filtré con filtro y membrana de 0,22 um en matraz Kitasato que se conect6 a bomba de vacio.

Finalmente, en matraz Erlenmeyer se preparo6 la mezcla para el cultivo. Se agregé el 40%
del total del volumen. Con probeta estéril se agregd el medio de cultivo, correspondiente a
90,5% del volumen agregado. Con micropipeta se agreg6 solucion de sustrato (sulfato de
hierro al 33% p/v) e in6culo de bacterias, correspondiente a 5% y 4,5% del volumen
agregado, respectivamente. Finalmente, se llevd el matraz Erlenmeyer al Shaker a 30°C y
100 rpm. En la Figura 2.1 se puede observar en el matraz del lado izquierdo el cultivo de
bacterias recién realizado y en el lado derecho el matraz con varios dias de cultivo

almacenado en Shaker.

Figura 2.1: Cultivo de bacterias: a) Recién preparado y b) Con dias de incubacion.
2.1.2 Concentracion de Acidithiobacillus ferrooxidans

Se estudio el efecto de la concentracion de A4. ferrooxidans. Para ello, se retird el matraz
Erlenmeyer del Shaker luego de minimo dos dias y se filtrd la solucion en filtro Whatman,
para eliminar posibles precipitados de hierro. Luego, la solucion resultante se filtr6 en filtro
con membrana de 0,22 um, para retener las bacterias. Las bacterias retenidas en la membrana
se re-suspendieron con solucién al pH correspondiente a cada experimento en un vaso

precipitado.
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2.1.3 Conteo de Acidithiobacillus ferrooxidans

Para obtener el valor de la concentracion, se debio realizar el conteo de la bacteria. Para
ello, se utilizd microscopio OLYMPUS CX26 y camara Neubauer. Con micropipeta se
pusieron cuidadosamente 20 pl en camara Neubauer y se observd directamente en
microscopio con objetivo 40x. Se consider6 el volumen de cada compartimiento de la cdmara
para estimar el valor de la concentracion. Para mejorar la compresion del conteo, en la Figura
2.2 se presenta una imagen tomada desde el microscopio de la camara Neubauer. Se debid
contar el nimero de bacterias en 3 cuadrados, se promedi6 y se dividi6 en el volumen de cada
cuadrado.

Cuadriculado
— ——fé
W«

a) L

b)

Figura 2.2: a) Esquema de camara Neubauer, b) Visualizacion de cuadros de cdmara Neubauer en
microscopio.

2.2 Medios acuosos

Se analiz6 el comportamiento en distintos medios, agua dulce y agua de mar. En esta
seccion se detalla cada uno de estos. Se modificé el pH de ambas soluciones a 2, 4, 6, 8, 10.
Se utilizé pipeta Pasteur para introducir gotas de acido sulfurico (H2SO4) o hidroxido de

sodio (NaOH), para disminuir o aumentar el pH, respectivamente.
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2.2.1 Agua dulce

El agua dulce utilizada correspondi6 a agua destilada de laboratorio.

2.2.2 Agua de mar

El agua de mar utilizada correspondié a agua de mar artificial. Se prepard segun la

metodologia propuesta por Kester et al. (1967). Se pesaron las sales gravimétricas y sales

volumétricas segun las concentraciones de la Tabla 2.2. Se mezclaron y se diluyeron con agua

destilada, conservando las concentraciones. Se mezclaron con agitador a 900 rpm. Esto

permiti6 ingresar aire a la solucion y aumentar el pH de la solucion, hasta llegar a pH entre

7,8 y 8,2, pH natural del agua de mar.

Tabla 2.2: Concentracion de sales para produccion de agua de mar artificial (Kester et al., 1967).

Sales gravimetricas g/mol g/l de sol
NaCl 58,44 23,926
NaxSO4 142,04 4,008
KCl1 74,56 0,677
NaHCO3 84,01 0,196
KBr 119,00 0,098
H3BOs 61,83 0,026
NaF 41,98 0,003
Sales volumétricas g/mol moles/l sol
MgCl, 6H0 203,31 0,05327
CaCl, 2H20 147,01 0,01033
SrCl, 6H20 266,62 0,00009

2.2.3 Solucion apolar

La solucién apolar correspondié a hexadecano. Los volimenes utilizados siguieron una

proporcion de 50/50 de solucion polar y apolar.
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2.3 Particion liquido-liquido

La metodologia que fue utilizada para determinar la hidrofobicidad de Acidithiobacillus
ferrooxidans corresponde al método de particion liquido-liquido. Los experimentos de

particion se realizaron siguiendo la metodologia propuesta por Rosenberg et al. (1980).

En tubos de centrifugado se agregaron 5 ml de bacterias resuspendidas a distintas
concentraciones (orden 10® bacterias/ml) y a distintos; pH 2, 4, 6, 8 y 10 y 5 ml de liquido
apolar (hexadecano). La solucion se mezcld en agitador vortex por 2 minutos y se dejo en

Shaker a 30°C.
2.4 Conteo directo

El conteo directo de bacterias es la herramienta que fue Util para analizar la afinidad de
la bacteria con ciertos medios. Esta herramienta se emple6 para obtener la hidrofobicidad de

A. ferrooxidans y se basé en medir la concentracion de bacterias en el liquido polar.

Luego de 60 y 120 minutos, se eliminé el liquido apolar del tubo centrifugo y se realiz6
el conteo de bacterias en la fase acuosa con ayuda del microscopio para cada caso. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado
2.5 Cinética de adherencia

Previo a realizar los experimentos de adherencia, el mineral debe ser preparado. Para ello,
se reduce el tamafio del mineral (pirita), pasando por un proceso de chancado, molienda y
tamizado. El rango de tamafio corresponde a -70# + 400#. Posterior a la reduccion de tamafio,
se realiza una limpieza para eliminar el 6xido del mineral. La limpieza se realiza con HCl a
una concentracion de 6N. El mineral se enjuaga con agua destilada y posteriormente se seca

en horno.

Se mezclaron 20 ml de solucion polar a distintos pH (2, 4, 6, 8 y 10) con bacterias con 1
g de pirita en un matraz Erlenmeyer de 50 ml. Se dejo el matraz en Shaker a 30°C y a 100
rpm. Las muestras se tomaron a los 5, 10, 20, 30, 60 y 120 minutos y se realizo6 el conteo de

bacterias con cdmara Neubauer en microscopio.
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2.6 Diagrama del procedimiento

Cultivo de bacterias )

( Concentrac1on de
L bacterias

[Partici(’)n liquido—liquido) [ Cinética de adherencia J
Bacterias suspendidas Bacterias suspendidas
+ en agua de mar o + en agua de mar o
agua dulce (-70# +400%#) agua dulce
(pH 2, 4, 6,8y 10) (pH 2, 4, 6,8y 10)
Conteo de bacterias en solucion Conteo de bacterias en solucion
(60 'y 120 min) (5, 10, 20, 30, 60 y 120 min)

Figura 2.3: “Diagrama de procedimiento”

La Figura 2.3 muestra graficamente la metodologia realizada. Es importante entender que
los experimentos de particion liquido-liquido se realizaron sin mineral ya que se requiere
conocer la condicion de hidrofobicidad intrinseca del microorganismo en las distintas
condiciones establecidas para luego relacionarlo con el comportamiento de la bacteria

adherida al mineral.
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3. Resultados y Discusion

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos para cada una de las metodologias

propuestas, junto con el analisis y discusion correspondiente.
3.1 Particion liquido-liquido

3.1.1 Agua dulce

La Tabla 3.1 muestra los resultados obtenidos en las pruebas de particion liquido-liquido

realizadas a distintos pH en agua dulce (agua destilada).

Se puede ver que al tiempo de 60 minutos, el porcentaje de bacterias transferidas a la fase
orgénica alcanza un valor méximo de 39 % a pH 6 y un valor minimo de 17 % para pH 8 .
Para 120 minutos se observa la misma tendencia, alcanzando un valor maximo de 44 % a pH
6 y minimo de 22% a pH 2. Estos resultados indican que Acidithiobacillus ferrooxidans es

mas hidrofobica a pH acido, teniendo mayores valores a pH 6.

En la Tabla 3.1 se puede ver una variacion entre los porcentajes de bacterias en la fase
organica (hexadecano) menor a 10% entre los 60 y 120 min. Esto podria indicar que a los 60

min ya se esta alcanzando el equilibrio de transferencia de bacterias.

Tabla 3.1: Resultados experimentos particion liquido-liquido para 60 y 120 minutos en agua dulce.

% de Bacterias en
hexadecano
pH 60 min 120 min
26% 22%
27% 40%
39% 44%
17% 26%
10 22% 29%
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Los resultados obtenidos para 120 minutos de contacto entre las bacterias y ambos
liquidos, indican que Acidithiobacillus ferrooxidans es mas hidrofobica a pH 6 y 4 y tiene un
menor valor a pH 2. Este resultado est4 en linea con uno de los resultados obtenidos por
Gehrke et al. (2001), donde a un pH 2, Acidithiobacillus ferrooxidans cultivada con sulfato
de hierro como sustrato no se adhiere a resina hidrofobica, indicando que a un pH mas 4cido,

la bacteria es mas hidrofilica.

Por otro lado, segun los resultados obtenidos por Solari et al. (1992), la hidrofobicidad
de A. ferrooxidans aumenta con la acidez. Es importante analizar la composicion de los EPS
de la bacteria en funcion del pH, ya que, como se menciona en dicho estudio, la neutralizacion
de los grupos carboxilicos ionizados en los componentes de acidos grasos de la pared celular

podria afectar en la variacion de la hidrofobicidad.

3.1.2 Agua de mar

La Tabla 3.2 muestra los resultados obtenidos en los experimentos de particion liquido-

liquido realizados a distintos pH en agua de mar artificial.

Se observa que al tiempo de 60 minutos, los mayores porcentajes de hidrofobicidad
fueron para pH 8 y pH 10, cuyos valores corresponden a 54 y 37 %, respectivamente, frente
a un promedio de 19% para los pH écidos (2, 4 y 6). Para 120 minutos, los resultados
muestran una tendencia similar que para 60 min. El porcentaje de bacterias en la solucion
apolar es mayor para pH bésicos (63% para pH 8 y 47% para pH 10). Para pH &cido, en
promedio se tiene un 15% de bacterias en hexadecano. Estos resultados indican que
Acidithiobacillus ferrooxidans es mas hidrofobica a pH basico y que existe una relacion entre

el pH y la hidrofobicidad cuando las bacterias estan en agua de mar.

En la Tabla 3.2 se puede ver un aumento menor a 10 % en promedio entre los porcentajes
de bacterias en la fase organica (hexadecano) a 60 y 120 min para todos los pH. Esto podria
indicar que a los 60 min ya se esta alcanzando el equilibrio. Por lo tanto, entre 60 y 120 min,
la cantidad de bacterias transferidas desde la fase acuosa (agua dulce en este caso) al

hexadecano es menor.

40



Por otro lado, nuevamente el resultado obtenido es comparable y esta acorde con uno de

los resultados obtenidos por Gehrke et al. (2001), donde a un pH 2, Acidithiobacillus

ferrooxidans cultivada con sulfato de hierro como sustrato no se adhiere a resina hidrofobica,

indicando que a un pH mas 4cido, la bacteria es mas hidrofilica.

Es posible relacionar estos resultados con los obtenidos por San Martin et al. (2020a),

donde se concluyd que A. ferrooxidans se adhiere a la pirita y aumenta la depresion del

mineral en agua de mar. Los resultados de la Tabla 3.2 muestran que la bacteria tiene una

condicion de mayor hidrofobicidad al pH donde la adherencia es mayor (pH 8) y por lo tanto,

podria estar produciéndose la adherencia por fuerzas hidrofobicas, ya que 4. ferrooxidans no

podré establecer enlaces con el agua y buscara adherirse a la superficie solida de la pirita.

Finalmente, la presencia de distintas sales podrian producir variacion en la composicion

de los EPS, causando que el porcentaje de bacterias transferidas al hexadecano sea mayor a

pH bésico, a diferencia de los resultados obtenidos por Solari et al. (1992), donde se obtuvo

que la hidrofobicidad de A. ferrooxidans aumentaba con la acidez.

Tabla 3.2: Resultados experimentos particion liquido-liquido para 60 y 120 minutos en agua de mar.

% de Bacterias en
hexadecano
pH 60 min 120 min
2 17% 27%
24% 9%
15% 8%
54% 63%
10 37% 47%
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3.2 Cinética de adherencia

Los resultados obtenidos para la cinética de adherencia de 4. ferrooxidans a pirita se

muestran en los siguientes items.

3.2.1 Agua dulce

La cinética de adherencia de Acidithiobacillus ferrooxidans a la pirita en agua dulce para
concentraciones baja, media y alta se presenta en la Figura 3.1, Figura 3.2 y Figura 3.3,
respectivamente. Para los experimentos realizados con concentracion baja (Figura 3.1), se
pueden ver valores de concentracion negativos. Por ello, es importante mencionar que el
conteo de bacterias se realiza mediante conteo directo desde cdmara Neubauer en
microscopio, por lo que existe un error intrinseco al método que produce valores negativos

en la concentracion de bacterias adheridas a la pirita.

1,20,E+08

8,00,E+07

4,00,E+07

0,00,E+00

Bacterias adheridas (bacterias/g)

-4,00,E+07

Tiempo (min)

—e—pH2 —e—pH4 pH6 pH8 —@—pHI10

Figura 3.1: Cinética de adherencia en agua dulce a distintos pH y concentracion de bacterias baja (10°
bact/ml).
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Figura 3.2: Cinética de adherencia en agua dulce a distintos pH y concentracion de bacterias media (10%

bact/ml).
2,50,E+10
o8
2
‘= 2,00,E+10 o
8
(>3
«
e ‘ —
~ 1,50,E+10
o
-
5
2 1,00,E+10
=]
«
4
£ 5,00,E+09
8
<
]
& 0,00,E+00
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min)

—8—pH2 —8®—pH4 —8—pH6 pH8 —@—pHI10

Figura 3.3: Cinética de adherencia en agua dulce a distintos pH y concentracion de bacterias alta (10°
bact/ml).

En primer lugar, de la curvas de cinética de adherencia se puede ver que la concentracion
de bacterias adheridas a la pirita aumenta con el tiempo para todos los casos, lo cual tiene
sentido debido a que la bacteria estd en constante contacto con el mineral, llegando a una
densidad de bacterias adheridas (bacterias/g) méaxima, debido a que la bacteria podria

adherirse como una monocapa a la superficie solida.
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En la Figura 3.1 se puede ver que existe una gran variabilidad de los resultados obtenidos,
lo cual tiene relacion con el método de conteo utilizado y el bajo numero de bacterias en la
solucidn, ya que al ser una concentracion baja, el nimero de bacterias visibles en la camara
variaba entre 1 y 20, produciendo una gran variacion en los valores de concentracion. Sin
embargo, la tendencia es clara en la Figura 3.2 y Figura 3.3 y estdn acordes con los resultados

previos.

La influencia de la concentracion de A. ferrooxidans no es apreciable en este estudio, ya
que los resultados para concentracion baja podrian no ser representativos por los errores
intrinsecos asociados, y las concentraciones media y alta siguen la misma tendencia. Por lo

tanto, la cinética de adherencia no se ve afectada por una variacion en la concentracion.

En la Figura 3.2 y Figura 3.3 se puede ver que, para ambos ordenes de concentracion, se
obtiene una menor adherencia a pH 2 y 4 y una adherencia mayor a pH 6. Se puede ver que
para pH 10 existe un comportamiento variable, donde a una concentracion de orden 8 la
adherencia es mayor que para los demas pH y para una concentracion de orden 9 la
adherencia es menor que para los demas pH. Una posible explicacion de este comportamiento
es el error intrinseco que tiene el método de conteo de bacterias, ya que al ser una
concentracion alta es necesario realizar una dilucion de la solucion. Sin embargo, en base a
los estudios realizados con anterioridad, la concentracion optima que ha dado buenos
resultados corresponde al orden de 10® bacteria/ml. Dicho lo anterior, se puede ver que los
resultados obtenidos para concentracion media (Figura 3.2) muestran que a pH 2 y 4 la

adherencia es menor que a los deméas pH, siendo mayor a pH 6 y 10.

Por otro lado, al observar la Figura 3.1, Figura 3.2 y Figura 3.3, se puede ver que luego
de los 60 minutos de experimento, la tendencia de la mayoria de las curvas es horizontal, lo
que indica que al transcurrir del tiempo, no hubo una gran variacion entre las bacterias
adheridas a 60 minutos y 120 minutos. Por lo tanto, es posible mencionar que el equilibrio

de cinética de adherencia se alcanza luego de los 60 minutos.
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3.2.2 Agua de mar

La cinética de adherencia de Acidithiobacillus ferrooxidans a la pirita en agua de mar
para distintas concentraciones (baja, media y alta) se presenta en la Figura 3.4, Figura 3.5 y
Figura 3.6, respectivamente. El conteo de bacterias también se realiz6 directamente desde
camara Neubauer en microscopio, por lo que existe un error intrinseco al método que produce

valores negativos en la concentracion de bacterias adheridas a la pirita.
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Figura 3.4: Cinética de adherencia en agua de mar a distintos pH y concentracion de bacterias baja (10°

bact/ml).
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Figura 3.5: Cinética de adherencia en agua de mar a distintos pH y concentracion de bacterias media (10%
bact/ml).
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Figura 3.6: Cinética de adherencia en agua de mar a distintos pH y concentracion de bacterias alta (10°
bact/ml).

En primer lugar, se puede ver que para todas las concentraciones, a pH acido (2,4 y 6) la
adherencia es menor que para pH basico. Especificamente, a pH 8 se alcanza una adherencia
mayor a los demés pH para todos los casos de concentracion. Al comparar estos resultados
con los resultados de cinética de adherencia obtenidos en el estudio realizado por San Martin
et al. (2020a), se puede ver el mismo comportamiento, donde a pH 4 (curva naranja) la

adherencia es menor que a pH 8 (curva amarilla).

Por otro lado, al observar la Figura 3.4, Figura 3.5 y Figura 3.6, se puede ver que luego
de 20-30 minutos de experimento, la tendencia de la mayoria de las curvas es horizontal, lo
que indica que al transcurrir del tiempo, no hubo una gran variacion entre las bacterias
adheridas a 30 minutos y 120 minutos. Por lo tanto, es posible mencionar que el equilibrio
de cinética de adherencia se alcanza luego de los 30 minutos. Esto podria indicar que las
bacterias tienen una menor afinidad con agua de mar, en comparacion al agua dulce, logrando
que el equilibrio se alcance en menor tiempo. Estos resultados pueden relacionarse con los
resultados obtenidos por San Martin et al. (2018), donde el uso de bacterias en flotacion de
pirita en agua de mar produce una disminucion en la recuperacion del mineral a pH 8 de 100
a 36 % (Figura 1.8), 15% mas que en agua dulce. Por lo tanto, la menor afinidad que puede
tener Acidithiobacillus ferrooxidans al agua de mar podria estar produciendo mejores

resultados y favoreciendo la adherencia a la pirita en este medio.
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3.3 Hidrofobicidad y Maxima adherencia

Finalmente, la Figura 3.7 y Figura 3.8 muestran la variacion del porcentaje de bacterias
en el hexadecano y las bacterias adheridas por gramo de mineral en funcién del pH, en agua
dulce y agua de mar, respectivamente. Los valores utilizados para ambos graficos
corresponden a los resultados obtenidos para un tiempo de 60 minutos, ya que a este tiempo
se alcanza el equilibrio para ambos experimentos. La concentracion inicial para los
experimentos de particion liquido-liquido corresponde a 7x10% bacterias/ml y 5x108
bacterias/ml para los experimentos de cinética de adherencia. Se puede ver que, tanto para
agua destilada como para agua de mar, la cantidad de bacterias adheridas al mineral tiene una
tendencia de aumento con el pH, alcanzando un valor méximo a pH 6 y 10 para agua dulce

y a pH 8 en agua de mar.

Por otro lado, para el valor que hace referencia a la hidrofobicidad tiene un
comportamiento distinto para ambos medios. Primeramente, para agua dulce se puede ver
una tendencia al aumento hasta pH 6, alcanzando un maximo de 39%, y luego disminuye
para pH 8 y 10. Para el caso del agua de mar, se puede ver que ambos parametros tienen la
misma tendencia, donde se ve un aumento en funcién del pH, alcanzando un valor maximo
de hidrofobicidad de 54% para pH 8 y un maximo de bacterias adheridas de

aproximadamente 9x10° bacterias/g a pH 8.
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Figura 3.7 : Variacion del porcentaje de hidrofobicidad y valor de adherencia en funcion del pH en agua dulce
a 60 minutos.
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Figura 3.9: Variacion del porcentaje de depresion de pirita y valor de adherencia a 60 minutos en funcion del

pH en agua dulce.
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Figura 3.10: Variacion del porcentaje de depresion de pirita y valor de adherencia a 60 minutos en funcion del
pH en agua de mar.

Los resultados de depresion obtenidos por San Martin et al. (2021) presentan una
variacion respecto a la depresion de pirita en agua dulce, obteniéndose una depresion mayor
apH 4y 6 (ver Figura 1.9). La depresion del mineral en agua de mar es mayor a pH 8 y 10
(ver Figura 1.10). En la Figura 3.9 y Figura 3.10 se incluyen los resultados de adherencia
obtenidos en el presente estudio junto con los resultados de depresion obtenidos por San
Martin et al. (2021). Se puede ver que existe una relacion entre la depresion y la adherencia
para ambos medios, siendo mayor a pH é4cido para agua dulce y a pH bésico en agua de mar.
La misma tendencia puede observarse para los resultados de hidrofobicidad, donde la bacteria

es mas hidrofobica a pH 4 y 6 en agua dulce y a pH 8 y 10 en agua de mar.

Por lo tanto, la adherencia de la bacteria a la pirita podria explicarse en base a la propiedad
fisicoquimica de hidrofobicidad. Dado el conocimiento previo obtenido por San Martin et al.
(2020a), una mayor adherencia de A4. ferrooxidans a pirita conlleva a una menor recuperacion
de pirita y, por lo tanto, considerando los resultados obtenidos, la adherencia de la bacteria a
la pirita, tanto en agua dulce como en agua de mar, podria estar llevdndose a cabo mediante

fuerzas hidrof6bicas.

La variacion del comportamiento entre ambos medios puede explicarse por la presencia

de las distintas sales en el agua de mar. Segun el estudio realizado por Jaramillo (2001),
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existen componentes especificos que proveen la caracteristica de hidrofobicidad en distintas
superficies, dentro de los cuales estan los grupos carboxilicos. Solari et al. (1992) describen
que el aumento de hidrofobicidad con la acidez puede ser producto de la neutralizacion de
dichos grupos. Los resultados obtenidos muestran que, en agua de mar, la hidrofobicidad es
mayor a pH bésico. Esto puede tener relacion con la formacion de componentes en la pared
celular externa de la bacteria que hacen que sea mas hidrofébica. Por lo tanto, es importante
analizar la variacion en la composicion de los EPS en funcion del pH para los diferentes
medios, para evaluar la influencia de la composicion en la hidrofobicidad e identificar

aquellos componentes que estan otorgando la condicion hidrofobica.
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3.4 Isoterma de adherencia

Tomando en consideracion el tiempo en que se alcanza el equilibrio para los experimentos
de cinética de adherencia en agua dulce y agua de mar, se utilizaron los resultados obtenidos
a los 60 minutos para realizar las isotermas de adherencia, ya que el ajuste de los modelos de
adsorcion de Langmuir y de Freundlich que se obtuvo es mejor para dicho tiempo que para

120 minutos.

La isoterma de Langmuir es uno de los modelos de adsorcion que ha permitido determinar
la unidn de Acidithiobacillus ferrooxidans a azufre, cuarzo, calcopirita, bornita y pirita (Xia
et al., 2013). Este modelo tiene distintas suposiciones, dentro de las cuales estan que: (i) las
bacterias forman una monocapa sobre el mineral, (ii) todos los sitios en la superficie son
equivalentes en términos energéticos, (iii) las bacterias adheridas no interactian entre si 'y
(iv) las bacterias no se mueven en la superficie. El modelo de Langmuir viene dado por la

Ecuacién 3.1.

_ XmKLCe

X =" -"¢ Ecuacion 3.1
¢ 1+K.C,

Donde: X, corresponden a las bacterias adheridas por gramo de mineral (bacterias/g), C,
corresponde a la concentracion de bacterias en solucion en el equilibrio (bacterias/ml), K; es
la constante de absorcion de Langmuir y X,,, es la maxima capacidad de absorcion por unidad
de masa de absorbente (bacteria/g). Los pardmetros X,,, y K; se obtienen del ajuste del modelo

realizado con la herramienta Solver de Excel.
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La isoterma de Freundlich es un modelo experimental, no esta basado en supuestos y solo
puede utilizarse para predecir resultados experimentales. El modelo viene dado por la

siguiente ecuacion:

n Ecuacion 3.2

Donde: X, corresponden a las bacterias adheridas en el equilibrio por gramo de mineral
(bacterias/g), C, corresponde a la concentracion de bacterias en solucion en el equilibrio
(bacterias/ml), Ky es la constante de absorcion de Freundlich y n es un indicador de adsorcion
efectiva y representa las propiedades inherentes del adsorbente (adimensional). Los
pardmetros n 'y Ky se obtienen del ajuste del modelo realizado con la herramienta Solver de

Excel.

Dado que la concentracion inicial de bacterias utilizada para los experimentos de cinética
de adherencia esta entre 10° y 10° bacteria/ml es necesario realizar una normalizacion de los
pardmetros X, y C, para el ajuste del modelo de Langmuir, con la finalidad de tener un mejor
ajuste de los datos. Se dividieron los pardmetros por un factor 10® y posteriormente los
pardmetros X,, y K se multiplicaron por el mismo factor para mantener las unidades del

modelo.

En el Anexo A se encuentran los valores de las distintas concentraciones de bacteria
utilizados para realizar el ajuste de las isotermas de adherencia, para cada uno de los pH
estudiados. Con la herramienta Solver de Excel es posible realizar el ajuste de los modelos y
obtener los parametros X, y K; de Langmuir y n y K de Freundlich. En la Figura 3.11 y
Figura 3.12 se presentan las isotermas de adherencia experimentales y modeladas para cada

pH en agua dulce y agua de mar.
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Figura 3.11: Ajuste de modelos Langmuir y Freundlich a datos experimentales en agua dulce.
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Figura 3.12: Ajuste de modelos Langmuir y Freundlich a datos experimentales en agua de mar.

A partir de los resultados mostrados en la Figura 3.11 y Figura 3.12, se puede ver que
ambos modelos tiene un comportamiento similar a los resultados experimentales. Para
evaluar el ajuste de los modelos a los datos experimentales se utiliz6 la métrica de raiz del
error cuadratico medio (RMSE), la cual permite comparar los valores reales con los obtenidos

mediante los modelos. Esta métrica se obtiene como:
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\[ 57 (V= Yerp)

RMSE = Y
n

Donde y,,, corresponde al valor de y obtenido mediante el modelo, ¥, corresponde al
valor de y experimental y n corresponde al total de datos. El mejor ajuste se obtiene cuando

la métrica es menor.

En la Tabla 3.3 se muestran los pardmetros obtenidos para los modelos de Langmuir y
Freundlich para agua dulce y agua de mar, junto con la métrica RMSE. En primer lugar, al
comparar los valores de RMSE, se puede ver que, en promedio, se tiene un mejor ajuste en
agua de mar para ambos modelos a todos los pH, excepto pH 6 y 8. A diferencia de los
resultados obtenidos por San Martin et al. (2020b), donde se realizaron experimentos en agua
dulce y agua salina, se obtuvo un mejor ajuste y mayor adherencia en agua dulce. La
presencia de otras sales podria afectar en la diferencia de los resultados obtenidos, producto

de la formacién de otros compuestos en los EPS de la bacteria.

En segundo lugar, se puede ver que para agua dulce el valor de X, toma un valor maximo
a pH 6 de 5,53x10'° bacterias/g, indicando que la bacteria tiene una mayor capacidad de
adsorcion a la pirita a pH 6 en agua dulce. Para agua de mar, el valor de X, toma un valor
maximo a pH 8 de 1,15x10'? bacterias/g, indicando que la bacteria tiene una mayor capacidad

de adsorcion a la pirita a pH 8 en agua de mar.

Por otro lado, Dada et al. (2012) y Medina et al. (2014) indican que un valor de n igual a
1, significa que la particion entre las dos fases es independiente de la concentracion. Si el
valor de 1/n es inferior a uno, indica una adsorcion normal o favorable. Finalmente, si 1/n es
mayor a uno indica adsorcion cooperativa. De los valores obtenidos, se puede ver que para
la mayoria de los casos el valor de 1/n esta entre 0 y 1, indicando una adsorcion normal. Sin
embargo, para pH 2 el valor de 1/n es mayor a 1, al igual que para pH 8 en agua de mar,
indicando una adsorcidn cooperativa entre la bacteria y la pirita. Esto podria estar relacionado
con la condiciéon de mayor hidrofobicidad, favoreciendo la unién entre A. ferrooxidans y

pirita mediante fuerzas hidrofobicas.
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Tabla 3.3: Parametros de modelos de Langmuir y Freundlich para agua dulce y agua de mar.

Modelo | Parametro pH Agua dulce Agnl::rde
2 3.21x1010 | 1,77x1010

4 3,95x1010 | 1,45x10'0

Xum 6 5,53x10'0 | 9,45x10°

8 3,57x100 | 1,15x102

10 1L11x10'0 | 8,49x10°

R 2 1,00x107 | 1,00x107
E 4 1,26x107 | 6,26x106
T KL 6 3,54x107 | 1,32x108
g 8 4,57x107 2,84x10°
— 10 6,40x108 | 7,32x108
2 41,07 19,12

4 18,39 2,00

RMSE 6 2.20 2924

8 21,96 31,03

10 45,83 21,35

2 1,60 1,13

4 0,79 0,76

1/n 6 0,84 0,60

8 0,71 1,22

10 0,26 0,36

S 2 0.00 0.85
% 4 2211,13 864,06
= Kr 6 255796 | 5444960

= 8 23106,18 6,81
= 10 64901010,91 | 7748464,92
2 30,39 15,94

4 19,97 2,13

RMSE 6 3,36 2945

8 23 44 29,80

10 52,11 18,88
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4. Conclusiones

En el presente trabajo de investigacion se estudio la relacion entre la hidrofobicidad y la
adherencia de Acidithiobacillus ferrooxidans a pirita bajo distintas condiciones con la
finalidad de proponer la hidrofobicidad como mecanismo de adherencia. A continuacion, se

describen y detallan las principales conclusiones y hallazgos:

e Los resultados de hidrofobicidad obtenidos en agua dulce tienen una variacion
menor al 10% entre 60 y 120 minutos. Luego de 120 minutos, 4. ferrooxidans es
mas hidrofébica a pH 4 y 6, teniendo un valor minimo de 22% de bacterias
transferidas a la fase organica a pH 2 y méximo de 44% a pH 6. Por lo tanto, en

agua dulce la bacteria es mas hidrofobica a pH 6.

e En agua de mar, la variacion de hidrofobicidad entre los resultados obtenidos a
60 y 120 minutos fue menor al 10%. Luego de 120 minutos, A. ferrooxidans es
mas hidrofobica a pH basico, teniendo un valor minimo de 8% a pH 6 y méximo
de 63% a pH 8. Por lo tanto, en agua de mar la bacteria es mas hidrofébica a pH

basico, siendo mayor a pH 8.

e La composicion del agua de mar podria afectar en la composicion de los EPS de
la bacteria, provocando que para agua dulce sea mas hidrofébica a pH acido y en

agua de mar a pH basico.

e La densidad de adherencia de 4. ferrooxidans aumenta con el tiempo para todas
las condiciones. En agua dulce, la bacteria se adhiere mas a pH basico cuando se
tiene una concentracion media de 108. Para el agua de mar, la bacteria se adhiere
en mayor cantidad a medida que aumenta el pH, alcanzando un valor minimo a

pH 4 y méximo a pH 8 para la mayoria de los casos.

e El equilibrio de adherencia se alcanza entre 60 y 120 minutos para agua dulce y
entre 30 y 60 minutos para agua de mar. Esto indica que la bacteria tiene mayor
afinidad con el agua dulce, logrando el equilibrio en el agua de mar en un menor

tiempo.
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Al comparar la adherencia en el equilibrio para una concentracion alta, se tiene
una concentracion maxima de aproximadamente 6,0x10° bacterias/g a pH 6 en
agua dulce y 7,3x10° bacterias/g a pH 8 en agua de mar. Por lo tanto, se tiene una

mayor adherencia a pH 8 y en agua de mar.

Al relacionar los resultados obtenidos por San Martin et al. (2021) con los
obtenidos en la cinética de adherencia, se confirma que, tanto en agua dulce como
en agua de mar, la adherencia es parte del mecanismo de depresion, ya que en
agua dulce se tiene una mayor adherencia y una alta biodepresion a pH 6 (5,8x10°
bacterias/g y 83%) y en agua de mar se tiene una mayor adherencia y una alta

biodepresion a pH 8 (7,3x10° bacterias/g y 76%).

Los resultados de particion liquido-liquido confirman que la adherencia de A.
ferrooxidans a pirita es mediante fuerzas hidrofobicas ya que se tiene una mayor
densidad de adherencia cuando la bacteria se transfiere mas desde la pase polar a
la fase organica, a pH 6 en agua dulce (40% y 5,8x10° bacterias/g) y a pH 8 en
agua de mar (54% y 7,3x10° bacterias/g).

El ajuste de las isotermas de adsorcion permitieron obtener parametros relevantes,
como lo es la maxima capacidad de absorcion por unidad de masa de absorbente.
Se tiene un valor maximo a pH 6 de 5,53x10!° bacterias/g en agua dulce y
1,15x10'? bacterias/ a pH 8 en agua de mar. Ambos modelos presentan, en
promedio, un ajuste mejor en agua de mar segin la métrica RMSE, siendo el

modelo de Freundlich el que presenta un mejor ajuste.

La disminucién de recuperacion de pirita en bioflotacion a pH 6 en agua dulce y
a pH 8 en agua de mar estd relacionada con la propiedad fisicoquimica de
hidrofobicidad. Dado el conocimiento previo obtenido por San Martin et al.
(2020a), una mayor adherencia de A. ferrooxidans a pirita conlleva a una menor

recuperacion de pirita. Por otro lado, la mayor adherencia se obtiene cuando la
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bacteria es mas hidrofobica. Por lo tanto, la bacteria se une a la pirita mediante

fuerzas hidrof6bicas.

Finalmente, los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los
resultados obtenidos por San Martin y Aguilar (2019) y San Martin et al. (2020a),
donde se concluye que las fuerzas electrostaticas no son responsables de la

adherencia entre pirita y A. ferrooxidans, si no que la union es por fuerzas

hidrofobicas.
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Anexos A

Valores utilizados en la construccion de isotermas de adherencia.

Agua dulce
60 min
H Bacterias B:;:lele'll‘fs Ce Xe
PH | iniciales/ml eq/ml bacterias/ml | bacterias/g
3,65x10° 1,15x10° 2,50x10° 2,30x107
3,18x10° 1,51x10° 1,67x10° 3,03x107
4,44x10° | 2,44x10° 2,00x10° 4,89x107
) 3,77x108 1,15x10% 2,62x108 2,30x10°
4,29x10% | 9,10x107 3,38x108 1,82x10°
6,59x10% | 2,70x103 3,89x108 5,40x10°
1,53x10° | 7,54x10® 7,71x108 1,51x10'
1,63x10° 1,01x10° 6,20x103 2,02x10'0
6,06x10% | 4,06x10% 2,00x10° 8,12x107
6,06x10° | 5,06x10° 1,00x10° 1,01x108
4 6,80x10° | 4,13x10° 2,67x10° 8,26x107
2,64x108 1,35x108 1,30x108 2,70x10°
1,09x10° | 7,51x10® 3,38x108 1,50x10'
1,31x10° | 7,49x10® 5,57x10% 1,50x10'0
8,38x10% | 5,71x10° 2,67x10° 1,14x108
6 6,30x10% | 4,97x10% 1,33x10° 9,93x107
2,25x10% | 2,03x108 2,20x107 4,07x10°
1,21x10° 1,04x10° 1,71x108 2,08x10'°
7,00x10° | 5,33x10° 1,67x10° 1,07x108
7,00x10° | 3,67x10° 3,33x10°8 7,33x107
] 5,70x10% | 4,70x10% 1,00x10° 9,40x107
5,73x108 | 4,73x103 1,00x108 9,46x10°
1,20x10° 1,02x10° 1,80x108 2,04x10'°
1,00x10° | 7,73x10® 2.27x10% 1,55%10'0
5,67x10% | 2,67x108 3,00x108 5,33x107
5,67x10° | 3,67x10° 2,00x10° 7,33x107
10 5,60x108 | 4,77x103 8,33x107 9,53x10°
4,40x10% 1,20x10% 3,20x108 2,40x10°
1,00x10° | 8,60x10® 1,40x10% 1,72x10'0
1,21x10° | 6,21x10® 5,92x108 1,24x10'0
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Agua de mar

60 min
pH .Bacterias B:;:lele'll‘fs Ce Xe
iniciales/ml eq/ml bacterias/ml | bacterias/g
6,00x10° | 4,00x10° 2,00x10° 8,00x107
6,00x10° | 2,67x10° 3,33x10°8 5,33x107
6,00x10° | 3,67x10° 2,33x10° 7,33x107
2 5,20x108 1,35x10% 3,85x108 2,70x10°
6,67x10% 1,47x10% 5,20x108 2,94x10°
1,15x10° | 5,00x108 6,47x103 1,00x10'°
1,04x10° | 4,07x108 6,33x10% 8,13x10°
5,00x10° | 2,33x10° 2,67x10° 4,67x107
4,47x10° 1,47x10° 3,00x10° 2,94x107
4 4,00x10° 1,33x10° 2,67x10° 2,67x107
5,40x10% 1,40x10% 4,00x108 2,80x10°
1,09x10° | 2,38x108 8,55x10% 4,77x10°
1,01x10° | 2,53x108 7,60x103 5,06x10°
5,33x10° | 4,00x10° 1,33x10° 7,99x107
6,00x10° | 2,67x10° 3,33x10°8 5,33x107
6 4,33x10° | 3,00x10° 1,33x10° 5,99x107
5,00x108 1,05x10% 3,95x108 2,10x10°
1,03x10° | 5,50x108 4,80x108 1,10x10'
8,53x10% | 5,33x10% 3,20x108 1,07x10'°
6,33x10° | 5,33x10° 1,00x10° 1,07x108
5,70x10° | 5,03x10° 6,67x10° 1,01x108
3 4,63x10% | 4,30x108 3,33x107 8,60x10°
3,37x10% | 3,03x108 3,33x10’ 6,07x10°
1,07x10° 1,01x10° 6,33x107 2,01x10'°
1,02x10° | 9,76x108 4,33x10’ 1,95x10'0
6,67x10° | 5,67x10° 1,00x10° 1,13x108
4,00x10° | 3,33x10° 6,67x10° 6,67x107
10 | 3,52x10% | 3,32x10% 2,00x107 6,64x10°
2,77x108 1,83x10% 9,33x107 3,67x10°
9,46x10® | 5,33x108 4,13x10% 1,07x10'°
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