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Resumen

Se utilizaron cultivos mixtos de microorganismos heterétrofos, cultivos puros de la bacteria Burkholderia caribiensis
FeGLO3 y del hongo Aspergillus niger HNA-1 para disminuir el contenido de fésforo de un mineral de hierro proveniente
de Minas Gerais, Brasil. Los microorganismos utilizados son autéctonos del mineral tratado. Se encontr6, mediante la
técnica del frasco agitado, que los cultivos puros del hongo A. niger HNA-1 fueron capaces de retirar hasta un maximo del
51 % del fésforo presente en el mineral. Ademas, los resultados mostraron que la disminucién del tamafio de particula del
mineral contribuy6 sensiblemente a mejorar la defosforizacidn alcanzada y que los nutrientes que mejor contribuyeron al
proceso de biobeneficio fueron la glucosa y el extracto de malta. Finalmente, estudios de microscopia electrénica de
barrido permitieron establecer los principales fendmenos biogeoquimicos involucrados en el proceso de biobeneficio del
mineral.

Palabras Claves: Biobeneficio, defosforizacion, biolixiviacion heterotrofa, mineral de hierro, Aspergillus niger,
Burkholderia caribensis.

Abstract

Mixed heterotrophic cultures, pure cultures of the bacterium Burkholderia caribiensis FeGLO3 and pure cultures of
the fungus Aspergillus niger HNA-1 were used to reduce the amount of phosphorus present in iron ore samples from
Minas Gerais, Brazil. All these microorganisms were autochthonous to the ore being treated. It was found, by means of
shake flask experiments, that the pure cultures of the fungus A. niger were able to extract up to 51 % of the phosphorus
originally present in the ore. In addition, our results show that decreasing the ore particle size greatly contributed to
improve dephosphorization degree reached and also that glucose and malt extract are the nutrients which offered the best
biobeneficiation performance. Finally, scanning electron microscopy analysis permitted to depict the biogeochemical
phenomena involved in the biobeneficiation process of the ore.

Keywords: Biobeneficiation, dephosphorization, heterotrophic bioleaching, iron ore, Aspergillus niger, Burkholderia
caribiensis

1. INTRODUCCION

El fésforo en un elemento pernicioso presente en
casi toda la cadena productiva del arrabio y del
acero. Dicho elemento tiende a concentrarse en el
hierro durante el proceso extractivo ya que es capaz
de pasar de su forma oxidada a su forma elemental
acabando en el hierro metdlico después de la
reduccion del mineral. A pesar de que existen
operaciones de defosforizacién del arrabio y del
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acero liquido a través de la inyeccién de oxigeno y
la formacién de escorias con composiciones muy
particulares, dicho proceso resulta costoso al
implicar largos tiempos de trabajo a elevadas
temperaturas, disminucién de la productividad y
aumento de los costes de produccidn. Estos
procedimientos de oxidacién del fésforo son
capaces de retirar entre un 15 y un 86 % de esta
impureza presente en el metal siendo normal que,
para garantizar elevados rendimientos, el tiempo de
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oxidacién sea elevado y que se empleen costosos
aditivos en la formacion de las escorias [1]. Por todo
esto, se impone la necesidad de emplear materias
primas con bajo contenido en dicho elemento, para
evitar la concentracion del mismo en etapas
posteriores del proceso [2].

A pesar de que el problema de la defosforizacién
hidrometaltirgica de minerales de hierro, empleando
dcidos inorgdnicos, se ha estudiado desde finales del
siglo XIX [3] no es hasta el ultimo tercio del siglo
XX cuando se incrementa el numero de
investigaciones en este campo y se publican varias
patentes [4,5]. Hasta inicios de la primera década
del presente siglo, la marcha de la economia
mundial impidié el establecimiento industrial de
estas tecnologias de mejoramiento hidrometaldrgico
de minerales de hierro ricos en fésforo, sin embargo,
la coyuntura actual de elevada demanda de materias
primas ha hecho posible el establecimiento reciente
de plantas de defosforizacién hidrometaldrgica de
minerales de hierro basadas en la calcinacién del
mineral seguida de lixiviacién con 4cido clorhidrico
[6]. Las técnicas de lixiviacién quimicas son, sin
embargo, procesos agresivos que requieren de
estrictos controles para evitar dafios al medio
ambiente.

Una alternativa a las técnicas de lixiviacién quimica
consiste en el uso microorganismos, en lo que se
conoce genéricamente con el nombre de
biohidrometalurgia. Estas tecnologias suelen
emplearse para el procesamiento hidrometaldrgico
de menas y minerales marginales pudiendo
considerarse en la actualidad como una tecnologia
madura que resulta de especial aplicabilidad en
procesos limpios y de bajo impacto medioambiental,
los cuales resultan mds acordes con la sensibilidad
social y el afian de sostenibilidad con la que se
empiezan a afrontar los procesos industriales en el
siglo XXI.

A pesar de que la solubilizacién microbiana de
fosfatos minerales constituye una etapa esencial del
ciclo biogeoquimico del fésforo y ha sido empleada
con regularidad en el campo de la agricultura [7],
resulta destacable el hecho de que no fuera hasta la
década de 1990 cuando salen a la luz las primeras
investigaciones en el campo de la defosforizacién
biolégica de minerales de hierro [8]. Desde
entonces, no son muchos los trabajos publicados
respecto al biobeneficio de minerales de hierro
fosforosos o materiales afines (Parks er al. [8]; Buis,
[9]; He y Wei, [10]; Benavides, [11]; Pradhan et al.
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[12], Delvasto et al., [13]). La mayoria de estos
trabajos describen el uso de microorganismos que
no estan directamente relacionados con el mineral
que se desea tratar.

Es bien sabido que en muchas aplicaciones de la
biomineria y el biobeneficio de minerales in situ es
importante utilizar microorganismos autéctonos de
la zona donde dichas actividades van a ser
ejecutadas, con el fin de evitar o minimizar posibles
problemas derivados de la adaptacién de los
microorganismos al medio circundante [13].

En esta misma linea, el presente trabajo pretende
abordar el problema del biobeneficio de minerales
de hierro fosforosos desde una perspectiva amplia,
utilizando a tales fines los propios microorganismos
presentes en la microflora asociada al mineral, a
través de experiencias de biolixiviacion a escala de
laboratorio. El trabajo experimental descrito intenta
ademds establecer, en lineas generales, los
mecanismos bajo los que transcurre la
defosforizacion bioldgica de esta importante materia
prima.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Mineral de hierro

El mineral de hierro utilizado corresponde a la
fraccion de rechazo de un proceso de separacién
magnética en huimedo de la mina Jangada,
localizada en Minas Gerais, Brasil. El analisis del
mineral por difraccién de rayos X (DRX) revel6
como principales fases constituyentes la hematita
(Fe,O;) y el cuarzo (SiO,), con una presencia
minoritaria de goetita y aluminosilicatos en forma
de fases arcillosas, en éstas dos ultimas fases es
donde se concentra la mayoria del fésforo del
mineral [14].

El andlisis quimico del mineral se realizé por
fluorescencia de rayos X (FRX) y mostré valores
tipicos como los que se indican en la Tabla 1. El
contenido en fésforo de las muestras utilizadas en
este estudio estuvo entre 0,19 y 0,26 % en peso.
Dicho contenido de fésforo es aproximadamente
tres veces mayor que el mdximo permitido por las
normas de comercializacién internacional de este
tipo de materias primas de acuerdo con Cheng et al.
[15].
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Tabla 1. Anilisis quimico del mineral de hierro Jangada

Elemento % en peso Elemento % en peso
Fe 55,30 Mn 0,24
o 33,30 P 0,23
Si 9,20 Cr 0,06
Al 1,60 Ti 0,04

En los experimentos se utilizaron minerales con tres
tamafios de particula diferentes, a saber, una
fraccién de tamafo -2,5 + 2,0 mm (denominada en
adelante 2 mm), otra de tamafio — 0,3 + 0,2 mm (en
adelante 0,2 mm) y otra fraccién de tamaifio < 0,1
mm (en adelante 0,1 mm).

2.2 Microorganismos, medio de cultivo e
inoculaciéon

Se emplearon en este estudio tres grupos de cultivos
microbianos, todos provenientes del propio mineral,
a saber: Un cultivo mixto heterétrofo, un cultivo
bacteriano puro de la especie Burkholderia
caribiensis FeGL03 y un cultivo fiingico puro
perteneciente a la especie Aspergillus niger HNA-1.
El medio nutriente utilizado en los tres casos tiene la
siguiente composicion (por litro de agua destilada):
10 g glucosa; 5 g MgCl,'6H,O; 025 ¢
MgSO,7H,0; 0,20 g KCI; 0,10 g (NH,)2S0O,. El pH
de este medio fluctué entre 4,5 y 5,0 y no se realizé
ajuste del mismo. En los casos en los que se estudid
el efecto de la fuente de carbono en el medio, la
glucosa se sustituyo por los siguientes nutrientes (10
g/L): sacarosa, almidon y extracto de malta.

El cultivo mixto heterétrofo se obtuvo mediante
enriquecimiento, agregando 5 g de mineral de hierro
sin esterilizar a un matraz Erlenmeyer de 250 mL
que contenia 100 mL de medio liquido nutriente
previamente esterilizado en autoclave (121 °C
durante 20 min). El matraz se tapé con algodén
hidr6fobo y se incubé en estético a 30 °C durante 7
dias. Pasado este tiempo, se agité el matraz
vigorosamente y se extrajo una alicuota de 1 mL con
la cual se inocul6 otro matraz Erlenmeyer preparado
de igual forma que el primero. Este procedimiento
se repitid cinco veces (cinco generaciones),
realizandose siempre por duplicado. El sobrenadante
(1 mL) de estos cultivos de quinta generacion se
utiliz6 como indculo para los experimentos de
defosforizacion con cultivos mixtos.

Los cultivos puros de hongos (A. niger HNA-1) y
bacterias (B. caribiensis FeGL03) se obtuvieron de
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la microflora del mineral a través de un método de
aislamiento de microorganismos solubilizadores de
fosfatos tal y como se describe en un trabajo previo
[16]. Estos cultivos se mantuvieron en placas de
agar NBRIP [17] y los indculos se prepararon
suspendiendo las células bacterianas o las esporas
fingicas en agua destilada estéril a una
concentracién de 10° células (esporas) / mL. La
inoculacién de los experimentos en frasco agitado
con cultivos puros se realizé afiadiendo 0,250 mL de
dicha suspension de células (esporas) en cada
matraz.

2.3 Ensayos de biodefosforizacion en frasco
agitado

Los experimentos de defosforizacion microbioldgica
en frasco agitado se llevaron a cabo en frascos
Erlenmeryer de 250 mL taponados con algodén.
Cada frasco recibié 7,5 g de mineral de hierro y
luego se esterilizé en autoclave (a 121 °C durante 30
min) tres veces consecutivas a intervalos de 24 h.
Asi se evitd la interferencia durante el experimento
de microorganismos diferentes a los inoculados.
Posteriormente, en una cdmara de flujo laminar, se
afladieron 150 mL de medio liquido estéril a cada
frasco asi como la cantidad de in6culo que se
especificé en el apartado anterior. En todos los
casos, se dejaron frascos sin inocular a modo de
controles abidticos.

La incubacidn se llevé a cabo en un agitador orbital
a 150 rpm y 30 °C. El muestreo se realizé6 cada
cierto tiempo extrayendo del incubador 3 frascos
inoculados y 1 control abiético. De cada frasco se
extrajo por separado el medio de cultivo gastado y el
mineral remanente utilizando un sifén. Se
monitorearon las siguientes variables en el cultivo
liquido: el pH (utilizando un pHmetro Crison Basic
20 con un electrodo modelo 5202 de Ag/AgCl), el
hierro total en disolucién (determinado por
espectrofotometria de absorcidén atomica) y en el
caso de los experimentos con cultivos puros de
hongos la acumulacién de dcido citrico, utilizando
pruebas enzimaticas (Boehringer Mannheim/R-
Biopharm). Todos los valores mostrados a
continuaciéon corresponden al promedio de tres
réplicas. Los sélidos se reservaron para determinar
su contenido en fésforo como se describe en la
seccién 2.4.

En el caso de los ensayos realizados para estudiar el
efecto de del tamano de particula y del tipo de
medio nutriente, sobre el proceso de defosforizacién
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del mineral empleando cultivos puros del hongo A.
niger, la incubacion de los mismos se llevo a cabo a
lo largo de 10 dias, para facilitar la separacién de la
biomasa del mineral, tal y como se explica en la
seccion 2.4.

2.4 Determinacion del fosforo en el mineral
tratado.

En el caso de los cultivos mixtos y los cultivos
puros de hongos, en cada muestreo el mineral que se
extrajo del fondo de los frascos se lavd con una
disoluciéon acuosa de NaClO 5% con agitacion
mecdnica. Usando este método la biomasa adherida
al mineral (micelio flingico) qued6 suspendida en el
liquido y por tanto se puede separar de las particulas
de mineral por medio de un sifén. Posteriormente, el
mineral liberado de la biomasa se lavd
repetidamente  por centrifugacion con agua
desionizada y se secé a 100 °C durante 24h. En el
caso de los ensayos con cultivos puros de bacterias
el lavado se realiz6 dUnicamente con agua
desionizada. Pruebas en blanco demostraron que
ninguno de los dos procedimientos de lavado
influyé en el contenido de fésforo del mineral.

El mineral lavado y seco proveniente de las tres
replicas de cada ensayo se pulverizé en un molinillo
de bolas. De la mezcla, se separ6 una sub-muestra
de 12 g que se prensé a 392 kN, durante 20 s, hasta
convertirla en una pastilla plana de 37 mm de
didmetro. Dichas pastillas se analizaron a través de
espectrometria de fluorescencia de rayos X (FRX)
para determinar cuantitativamente su contenido en
fosforo, utilizando un espectrémetro PANalytical
AXIOS XRF bajo una atmésfera de vacio. Previo a
las medidas, el espectrometro se calibr6 con
diferentes muestras estindar de minerales de hierro.
Los valores que se muestran corresponden a dos
pastillas. La precisiéon de la técnica es tal que la
medicion repetida de una misma pastilla produce
una desviacion estandar de los valores de fosforo no
mayor al 0,001 % en peso.

El grado de defosforizacién de las muestras se
calcul6 como sigue:

%P, — %P,
Grado de defosforizacion (%)= L icial — T2 fnal 1)) (D

%P,

inicial

Donde % Py se refiere al porcentaje en peso
promedio del fésforo en el mineral de partida con el
que se realiza el experimento y % Pg es el
contenido de fésforo remanente en el mineral
después del tratamiento, también expresado en
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porcentaje en peso.
2.5 Microscopia electrénica de barrido.

Con el fin de evaluar la interaccién entre los cultivos
y el mineral de hierro durante el proceso de
biodefosforizacién, se realizaron pruebas de
microscopia electrénica de barrido (SEM) vy
microanélisis quimico por dispersion de energia de
rayos X (EDX). Previo a la observacién SEM, las
muestras de mineral de hierro con biomasa adherida,
se deshidrataron con acetona para luego ser secadas
a través de la técnica de punto critico en un equipo
Balzers CPD 030 con CO, como liquido de
transicion. Una vez secas, las muestras se
recubrieron por vaporizacion, primero con una capa
conductora de grafito y luego con otra capa
conductora de oro. La visualizaciéon por SEM vy el
microanélisis quimico EDX se llevé a cabo en un
microscopio JSM-6400 SEM a un voltaje de
aceleracion de 20 kV.

3. RESULTADOS Y DISCUSION.
3.1 Evolucion del proceso de defosforizacion

En ambientes donde el fosforo resulta dificil de
obtener, los microorganismos (hongos y bacterias)
desarrollan estrategias de supervivencia tales como
la produccién de dcidos orgdnicos. Dichos 4cidos les
permiten disolver los minerales que contienen
fosforo, liberando asi este nutriente y haciéndolo
biodisponible [18].

En los experimentos aqui mostrados, se reproduce
intencionalmente una situacién de escasez de
foésforo, de manera tal que los microorganismos que
se ponen en contacto con el mineral de hierro se
verdn obligados a atacar al mineral, para disolver el
fosforo retenido en éste. Este proceso producird una
disminucién del contenido de fésforo en el mineral.

La disminucién lograda mediante este proceso,
denominado biobeneficio, se muestra en las Figuras
1,2 y 3 para cultivos mixtos, cultivos bacterianos y
cultivos de hongos, respectivamente.

La velocidad inicial del proceso resulta mayor en el
caso de los cultivos mixtos (Figura 1), aunque con
este tipo de cultivos el proceso se ralentiza a lo largo
de la incubacioén, llegando a alcanzar un maximo de
defosforizacion de 24,4 % en el dia 14.
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Figura 1. Porcentaje de defosforizacién, aumento de
hierro en la disolucién y evolucién del pH durante el
biobeneficio del mineral de hierro utilizando cultivos
mixtos heterétrofos provenientes del propio mineral.
Condiciones de incubacién: 30 °C, 150 rpm. Fuente de
carbono: glucosa 10 g/L. Tamafio de particula del
mineral: 0,2 mm.
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Figura 2. Porcentaje de defosforizacién, comportamiento
del hierro en la disolucién y evolucién del pH durante el
biobeneficio del mineral de hierro utilizando cultivos
puros de la bacteria Burkholderia caribiensis FeGLO03
aislada del propio mineral. Condiciones de incubacion:
30 °C, 150 rpm. Fuente de carbono: glucosa 10 g/L.
Tamafio de particula del minera: 0,2 mm.

Los cultivos bacterianos, por su parte, muestran una
evolucién oscilante del proceso de defosforizacion,
lo que indica que a medida de que se extrae fosforo
del sistema parte de éste tiende a ser reincorporado
en mineral, afectando seriamente la eficiencia del
proceso a lo largo del tiempo. En este caso se
alcanza disminuir el fosforo del mineral un 17,0%
en 21 dias de incubacion. Por ultimo, los cultivos
puros del hongo A. niger HNA-1 presentan una
cinética lenta durante los primeros 3 dias de
incubacién pero que tiende luego a acelerarse
llegandose a eliminar como maximo un 33,2 % del
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fésforo en 21 dias de incubacidn.

Como se observa en las Figuras 1, 2 y 3, la
defosforizacion del mineral se acompaiié de
cambios en el pH en el sistema. En el caso de los

cultivos mixtos heterétrofos y del hongo
filamentoso  Aspergillus niger HNA-1, 1la
disminucién del pH result6 mds marcada,

alcanzdndose valores cercanos a pH 2, mientras que
en el caso de los cultivos de la bacteria Burkholderia
caribiensis FeGL03, la disminucién del pH ocurrié
s6lo durante los tres primeros dias de incubacion,
estabilizdndose a partir de alli. El descenso del pH
se debe a multiples factores, entre los que destacan:
la produccién de dcidos orgdnicos, la produccién de
dcido carbdnico por efectos de la respiracién
microbiana y la asimilacién del amonio (NH,") [19,
20].De todos estos procesos, el mds importante es la
produccién de dcidos orgénicos [21].
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Figura 3. Porcentaje de defosforizacién, aumento de
hierro en la disolucién y evolucién del pH durante el
biobeneficio del mineral de hierro utilizando cultivos
puros del hongo Aspergillus niger HNA-1 aislado del
propio mineral. Condiciones de incubacién: 30 °C, 150
rpm. Fuente de carbono: glucosa 10 g/L. Tamafio de
particula del mineral: 0,2 mm.

Otros resultados previamente publicados [14]
indicaron que los cultivos mixtos utilizados en el
presente estudio son capaces de producir 4cido
glucénico y 4cido citrico, mientras que los cultivos
bacterianos de la cepa B. caribiensis FeGLO03
solamente generan 4cido glucénico. El hongo A.
niger HNA-1 por su parte, produce 4cido citrico,
llegando a acumular durante el proceso de
biodefosforizacion hasta 1,3 mM del referido acido,
como se muestra en la Figura 4.

A diferencia de los procesos de biolixiviacién con
microorganismos  autétrofos, basados en la
oxidacién del hierro o del azufre, en el proceso aqui
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planteado el mineral se encuentra oxidado en su
totalidad y no presenta azufre en su composicion.
Esto hace que los 4cidos orgdnicos producidos,
durante la incubacién, por los microorganismos
heterétrofos estudiados, permita el ataque de la
superficie del mineral para favorecer Ila
solubilizacion del fésforo. Estos dcidos orgdnicos no
solo ayudan acidificando el medio y promoviendo la
aciddlisis del mineral sino que, también, actdan
formando complejos con los iones metdlicos
solubilizados del mineral que se encuentran
presentes en el medio liquido, lo cual acelera el
proceso de biolixiviacién. Este mecanismo resulta
de especial importancia cuando el fésforo se
encuentra ocluido en la ganga del mineral, ya que, al
contener ésta metales distintos al hierro (Al, Si, Ca,
etc.) la presencia de acidos organicos que formen
complejos estables con los metales de la ganga del
mineral pudiera favorecer la solubilizacion selectiva
del fésforo.

N
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v
1

Acido citrico monohidrato, mM
o
©
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Figura 4. Acumulacién de acido citrico producido por el
hongo  Aspergillus  niger HNA-1 durante la
defosforizacién del mineral de hierro en el experimento
mostrado en la Figura 3.

En cualquier proceso de beneficio interesa retirar las
fases contaminantes limitando al méximo las
pérdidas de las fases metdlicas econémicamente
importantes del mineral. En el caso aqui tratado, el
proceso de defosforizacién debe transcurrir sin que
se produzcan pérdidas importantes de hierro.
Durante el proceso de defosforizacidn es natural que
cierta cantidad de hierro pase a la disolucién como
consecuencia de la disolucion de ciertas fases que
contienen tanto hierro como fosforo, es el caso de
las goetitas fosforosas, una fase minoritaria en el
mineral [14].
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Se observa en la Figura 1 que las pérdidas de hierro
son mayores en el caso de los cultivos mixtos,
concentrdndose en el medio cerca de 290 mg/L de
este metal hacia el final de la incubacién (21 dias),
este valor equivale aproximadamente al 1 % del
hierro total contenido en el mineral. En los cultivos
bacterianos (Figura 2) la cantidad de hierro que pasa
a disolucion es muy baja (< 2 mg/L), lo que puede
indicar que las bacterias atacan preferencialmente
ciertas fases del mineral que contienen fésforo pero
no hierro, como los aluminosilicatos. El poco hierro
disuelto por las bacterias muestra sin embargo un
comportamiento de tipo oscilante, al igual que la
defosforizacién. Por 1ltimo, en el caso de los
cultivos de hongos puros (Figura 3), el hierro
disuelto alcanzé un méaximo de 200 mg/L.

Los resultados aqui presentados indican que el
hongo A. niger HNA-1 puede ser un agente
bioldgico adecuado para el biobeneficio de
minerales de hierro con elevados contenidos de
foésforo, ya que condujo a mayores rendimientos de
defosforizacién, Adicionalmente, A. niger es un
microorganismo muy estudiado y de hecho se
encuentra muy extendido su uso industrial para la
produccién comercial de dcido citrico [22]. Por estas
razones, se decidi6 utilizar ese microorganismo para
los experimentos que se presentan a continuacion.

3.2 Efecto del tamaiio de particula y del tipo de
nutriente utilizado

Se quiso evaluar la posibilidad de incrementar atn
mas el rendimiento de la defosforizacién intentando
intervenir en dos variables importantes del proceso,
a saber: la granulometria del mineral y el nutriente
utilizado por el agente bioldgico de defosforizacién
(A. niger HNA-1). En la Figura 5 se aprecia como la
disminucién del tamafio de particula afecta
positivamente la eficiencia del biobeneficio del
mineral.

La disminucién del tamafio de particula del mineral
més alld del rango estudiado en los ensayos
anteriores, efectivamente trajo como consecuencia
una mejora en el porcentaje de fésforo retirado del
mineral con el hongo Aspergillus niger HNA-1.
Como se observa en la Figura 5, la molienda del
mineral hasta la condicién de polvo fino (< 0,1 mm)
aumenta sensiblemente el grado de defosforizacién
que es posible alcanzar a través del biobeneficio del
mineral ya que se alcanzaron porcentajes de
defosforizacién del orden del 51%.
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Figura 5. Efecto de la variacién del tamafio de particula
sobre la defosforizacién del mineral de hierro Jangada
utilizando el hongo Aspergillus niger HNA-1 a un tiempo
fijo de incubacién de 10 dias. Condiciones de incubacién:
30 °C, 150 rpm. Fuente de carbono: glucosa 10 g/L.

Sin duda esta mejora se debid a la liberacién de las
fases que contienen al fésforo, ya que la goetita
fosforosa y los aluminosilicatos suelen encontrarse
en los poros de la hematita en este mineral [14].

Gracias a este proceso de liberacion, el 4cido citrico
producido por el hongo accederia de modo maés
eficiente a dichas fases fosforosas, disolviéndolas
con mayor eficacia.

La reduccién del tamafio del mineral hasta valores
tan bajos puede resultar, sin embargo, un proceso
fisico de tratamiento del mineral (previo al
biobeneficio) que ademds de afiadir una etapa de
consumo energético importante y, por tanto, de
incremento de costes, iria en contra de la idea
fundamental de este tipo tratamientos bioldgicos, la
cual es el aprovechamiento de minerales
considerados como desechos y la disminucién de
impactos medioambientales o de consumos de
energia.

En la Figura 6 se muestra el efecto de diferentes
nutrientes (fuentes de carbono) afiadidos a cultivos
de A. niger crecidos en contacto con mineral de
hierro.

El biobeneficio del mineral de hierro con este hongo
estd sustentado en la produccién del 4cido citrico. A.
niger puede metabolizar diversas fuentes de carbono
para generar este 4cido [23, 24, 25]. Cuando el
crecimiento del hongo se da en presencia de mineral
de hierro, dicho acido reaccionara con las fases
fosforosas, desestabilizando su estructura cristalina
por medio del ataque con protones del dcido y/o a
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través de la formacién de complejos con el citrato,
liberando de esa manera el fésforo ocluido y
haciéndolo incorporable a la biomasa del
microorganismo, lo que le permite cumplir con sus
funciones bioldgicas [21].
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Figura 6. Efecto de la variacién del tipo de nutriente
(fuente de carbono) sobre la defosforizacién del mineral
de hierro Jangada utilizando el hongo Aspergillus niger
HNA-1 a un tiempo fijo de incubacién de 10 dias.
Condiciones de incubacién: 30 °C, 150 rpm. Tamafio de
particula del mineral: 0,1 mm. Todas las fuentes de
carbono se afiadieron a razén de 10 g/L.

La produccién del 4cido citrico y, por tanto, el grado
de defosforizacion alcanzable, dependerd entonces
de la facilidad con que el hongo Aspergillus niger
HNA-1 sea capaz de adquirir y metabolizar los
azucares presentes en el medio [26]. La glucosa,
utilizada en todos los experimentos previos, serd la
que con mds facilidad se utilice, ya que puede
metabolizarse de manera inmediata; y como se
observa en la Figura 6, conduce a porcentajes de
defosforizacidn cercanos al 51 %.

Las otras fuentes de carbono utilizadas en este
estudio como la sacarosa (un disacarido), el almidon
(un polimero de glucosa) o el extracto de malta
(mezcla  compleja de  varios  disacdridos,
monosacdridos,  oligosacdridos,  vitaminas 'y
minerales) requerirdn en mayor medida la induccién
de enzimas apropiadas que intervengan en la
hidrdlisis de estos azicares mds complejos para
convertirlos en monosacéridos metabolizables por el
organismo [22].

El almidén fue el nutriente menos eficiente al
producir sélo un 41 % de defosforizacién. El
extracto de malta tuvo un rendimiento ligeramente
superior al de la glucosa, probablemente debido a
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que la complejidad quimica de este nutriente incluye
numerosas vitaminas y oligoelementos que
favorecen el desarrollo fingico [27], sin embargo,
este nutriente tiene un coste muy elevado, lo que lo
vuelve inapropiado para su aplicacién industrial. La
sacarosa, que es un nutriente relativamente
econdmico, produjo rendimientos de defosforizacién
de cerca del 47 %, convirtiéndose en una opcién
atractiva para el biobeneficio de minerales de hierro
a escala industrial.

33 Estudio SEM de la interaccion
mineral/microorganismos

Se realizé un estudio de microscopia electrénica de
barrido (SEM) a fin de esclarecer los diferentes
procesos biogeoquimicos que operan durante la
defosforizacidon microbiana del mineral de hierro.

Este estudio reveld6 que los microorganismos
colonizan la superficie de las particulas del mineral.

En el caso de los cultivos mixtos (Figura 7a) y de
los cultivos de A. niger HNA-1 (Figura 8a) se
observaron abundantes filamentos alrededor de las
particulas de mineral, mientras que en el caso de los
cultivos puros de B. caribiensis FeGL03 (Figura 7c)
la colonizacién consisti6 en la formacién de
cumulos de células bacterianas adheridas entre si y a
la superficie a través de microfibras extracelulares,
formando lo que se conoce como una biopelicula.
Estas microfibras suelen estar compuestas por
materiales poliméricos extracelulares (denominados
comunmente en la literatura como EPS) los cuales,
de acuerdo con Ishii et al. [28], se forman a su vez
de sustancias proteicas o polisacdridos excretados
por las células bacterianas.

La razén por la cual se aprecia colonizacién del
mineral durante el biobeneficio se debe a que las
células microbianas (filamentos fingicos o
bacterias) presentan en cierto modo quimiotaxis, es
decir, son capaces de “sentir” el medio circundante
con el fin de ubicar las regiones en las que se
concentran los nutrientes escasos en el sistema de
manera de explotarlos a necesidad [18, 21, 22].

De acuerdo con Fomina et al., [21], la explotacién
de estos nutrientes se logra gracias a la produccién
microbiana de metabolitos particularmente activos
para disolver minerales, entre los que destacan: los
dcidos organicos, los agentes quelantes y los
exopolimeros. A este proceso se le denomina
“biolixiviacidn heterotréfica[21, 29, 30].

La biomasa (conjunto de células microbianas) juega
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ademds un papel activo, no sélo por producir las
sustancias quimicas encargadas de la lixiviacién del
mineral, sino también porque absorbe los elementos
quimicos que se liberan del mineral durante el
proceso de biobeneficio [31].

Esta absorcién puede ser de dos formas, incidental
(en el caso del Fe, Al y Si) o nutricional (caso del
P). El caso nutricional esta claro, ya que el fésforo
es un elemento esencial en el desarrollo celular ya
que interviene en los procesos energéticos de todas
las formas de vida y conforma los 4cidos nucleicos y
otros materiales celulares [31].El caso incidental
tiene que ver con reacciones abidticas pasivas entre
los exopolimeros (EPS) que recubren a las células y
los metales presentes en la disolucién, los cuales se
acumulan en estos EPS por atraccidn electrostética o
complejacién llegando incluso a acumularse en tales
cantidades que llegan a precipitar minerales
secundarios [32], como se observa claramente en las
Figuras 8b y 8c.

La bioacumulacién de hierro y otros elementos del
mineral (Al, Si) sobre los diferentes materiales
celulares se observd en los microandlisis quimicos
EDX efectuados, algunos de cuyos ejemplos se
muestran el las Figuras 7 b, 7d y 8d.

Estas evidencias permiten establecer las diferentes
etapas a través de las cuales transcurre el proceso de
biobeneficio, las cuales se encuentran
esquematizadas en la Figura 9a, para el caso de los
hongos y en la Figura 9b, para el caso de las
bacterias.

4. CONCLUSIONES

Los resultados presentados indican que es posible
disminuir el contenido de fésforo de minerales de
hierro utilizando microorganismos y que este
proceso resulté ser mas eficiente utilizando cultivos
puros del hongo A. niger HNA-1 frente a cultivos
mixtos heterétrofos o cultivos puros bacterianos.

En este trabajo se alcanzé un maximo de 51 % de
defosforizacion, empleando el referido hongo sobre
mineral finamente pulverizado (< 0,1 mm) en 21
dias de incubacidn.

Debido al contenido de fésforo del mineral utilizado
en este estudio (~ 0,23 %), se estima que se necesita
alcanzar valores de defosforizacién de entre el 60 y
70 % para que el proceso resulte econdmicamente
viable.
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Figura 7. (a) Imagen SEM de microorganismos filamentosos colonizando particulas de mineral de hierro durante el
biobeneficio empleando cultivos mixtos heterétrofos. (b) El espectro EDX y cuantificacién corresponde al andlisis de uno
de los filamentos, observdndose la presencia de hierro y fésforo, entre otros elementos. (c) Imagen SEM de células
bacterianas de Burkholderia caribiensis FeGL0O3 colonizando la superficie de una particula de mineral de hierro durante el
biobeneficio. Se aprecia como las bacterias conforman una biopelicula sobre el mineral. (d) Espectro EDX de la
biopelicula y su cuantificacién, destacando la presencia de hierro, fésforo y nitrégeno.

’ 3 "}ﬁ L ol

B2

< Elemento % en peso
o -
a [+ 68.54
[¢] 15.92
Al 023
Si 050
P 012
re
cl 007
Ca o010
Fe 24.51
=3
.
L \
il (#)] R NOREE Ay ()
SEl  10.0kV X40,000 100nm WD ul Scale 15330 ets Cursor 0523 keV (0 cls)

Figura 8. (a) Filamentos del hongo Aspergillus niger HNA-1 colonizando particulas de mineral de hierro durante el
biobeneficio. (b) y (c) Detalles de los filamentos, en los que se aprecia la presencia de abundantes particulas adheridas a
los mismos, que pueden ser minerales secundarios. (d) El espectro EDX del filamento mostrado en (c) indica que la hifa
contiene hierro y fésforo.
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Figura 9. Procesos biogeoquimicos que intervienen en la defosforizacién microbiolégica del mineral de hierro en el caso

de los hongos (a) y de las bacterias (b).

Finalmente, el estudio mediante SEM de las
muestras de mineral incubado con
microorganismos y el andlisis quimico del medio
liquido lixiviado, permitié definir que procesos
biogeoquimicos tales como la produccién de dcidos
organicos, la formacién de biopeliculas y la
bioacumulacién de especies quimicas en las
mismas, intervienen entre los mecanismos de
defosforizacion biolégica del mineral de hierro.
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