UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

MEJORAMIENTO DE LA BIOLIXIVIACION DE MINERALES POR
Acidithiobacillus ferrooxidans CON LA APLICACION DE UN SISTEMA

NEUROCONTROLADO

Por

FELIPE SAMUEL HERNANDEZ RODARTE

Como requisito parcial para obtener el Grado de
DOCTOR EN CIENCIAS con especialidad
en biotecnologia

Diciembre de 2005



AGRADECIMIENTOS
Quiero expresar mi profundo agradecimiento a:

A Dios por permitirme siempre salir avante en cada uno de los seminarios, por
permitirme ir y venir con bien de Mty, por poner siempre las cosas en el tiempo preciso.

Al Dr. Benito Pereyra Alférez por la direccion en el desarrollo de este trabajo y por no
haber perdido nunca la Fé en mi.

Al Dr. Hugo A. Luna Olvera Por su valiosa colaboracion y agudas observaciones
durante las presentaciones tutoriales.

Al Dr. Luis J. Galan Wong por su acertada aportacion al realizar un vinculo con el
Instituto Tecnoldgico de Durango.

A la Dra Katiushka Arévalo Niifio por sus valiosas aportaciones durante los tutoriales
aplicados.

Al Dr. Carlos E. Hernandez Luna por su oportuna aprobacion en la revision de este
trabajo.

Al Dr. Alberto Gallegos Infante por su efectivo y oportuno apoyo en la publicacion de
los articulos.

Al Dr. Hiram Medrano Roldan por la invitacion realizada a cursar este postgrado y el
apoyo siempre a tiempo.

Al Instituto Tecnoldgico de Durango por proporcionar un espacio de trabajo en el area
de Biotecnologia de la Maestria en Ciencias en Ingenieria Bioquimica.

A la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL por aceptarme como alumno y
permitir el desarrollo del presente trabajo.

Al Dr. Erasmo Orrantia Borunda de CIMAV Chihuahua por las facilidades otorgadas
al realizar una estancia en su centro de trabajo y por las cepas proporcionadas.

A la Dr. Juliana Morales Castro por ser un ejemplo de disciplina, perseverancia y
trabajo en equipo.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por el apoyo econdémico brindado,
becario N° 163588.

A la Dra. Ma. Julia Verde Star por todas las facilidades brindadas y a Carmen
Vazquez por su atencion y amabilidad



DEDICATORIAS
Especialmente a Marcela Ibarra, mi esposa y ayuda idonea, por su amor, por nunca
dejar de presionar a pesar de mi mal genio, por su apoyo en la mas amplia extension de
la palabra, por orar siempre por mi, por estar atenta siempre a mis pendientes y por creer
en mi.

A mis Hijas: Salma y Silvia

Este trabajo fue realizado siempre con la meta de brindarles a Uds. mejores condiciones
de vida.

A mis Padres, Sr. Alfonso C. Hernandez Rodriguez y Emilia Rodarte Pérez
Este logro es de Uds. también.
A mi sobrino: Raul Silverio Agiiero Hernandez

Que el presente sea una punta de flecha y ejemplo para que mas miembros de la familia
cursen un postgrado, especialmente tu.



TABLA DE CONTENIDO

Seccion Pagina
1. INTRODUCCION 3
2. HIPOTESIS 5
3. OBJETIVO 6

3.1 Objetivos Particulares 6
4. ANTECEDENTES 7
4.1 Antecedentes 7
4.2 Microorganismos Involucrados en los Procesos Comerciales 10
4.3 Mecanismos de Oxidacion 11
4.4 Mecanismo a Nivel Citoplasmatico 15
4.5 Procesos Comerciales 16
4.5.1 Heap y Dumps 17
4.6 Técnicas de Lixiviacion Microbiana por Tanques Agitados 18
4.6.1 Reactores 18
4.6.1.1 Reactor de Tanque Agitado 19
4.6.1.2 Reactor de Inyeccion de Aire 22
4.6.2 Otros Disefios de Reactor 22
4.6.2.1 Bioreactor Aireado a lo Largo 23
4.6.2.2 Bioreactor de Baja Energia 23
4.6.2.3 Bioreactor de Plato Inclinado Delf 24
4.6.2.4 Biorotor 24
4.7 Factores que Influyen en la Lixiviacion Microbiana 25
4.7.1 Factores Fisicos 26
4.7.1.1 Adsorcion-Desorcion 26
4.7.1.2 Densidad de Pulpa y Tamafio de Particula 26
4.7.1.3 Temperatura 27
4.7.1.4 Agitacion 27
4.7.2 Factores Quimicos 27
4.7.2.1 pH 27
4.7.2.2 Composicion del Medio 28
4.7.3 Factores Electroquimicos 29
4.7.3.1 Potencial Oxido-reduccion 29
4.7.4 Factores Biologicos 30
4.7.4.1 Velocidad de Crecimiento 30
4.7.4.2 Concentracion de Células 30
4.8 Modelos para la Biolixiviacion 30
4.8.1 Modelos de Reactores Bien Agitados (Fase Liquida) 32



4.8.1.1 Modelo de Kumar y Gandhi
4.8.1.2 Modelo de Lacey Lawson
4.8.2 Modelos de Reactores Bien Agitados (Fase Liquida y Solida)
4.8.2.1 Modelo de Blancarte-Zurita y Branion
4.8.2.2 Modelo de Konishi y Katoh
4.8.2.3 Modelo de Sanmugasunderam y Branion
4.8.2.4 Modelo de Hanson
4.8.2.5 Modelo de Myerson & Kline y Chang & Myerson
4.8.2.6 Modelo de Kargi y Weissman & Myerson
4.8.3 Modelos de Reactores No-Ideales
4.8.3.1 Modelo de Wichlaez y Unz
4.8.3.2 Modelo de Karamaney
4.9 Modelos Neuronales
4.9.1 Arquitectura de los Modelos de Red Neuronal
4.9.1.1 MRN Hacia Adelante
4.9.1.2 MRN Recurrente Interna
4.9.2 Funcion de Transferencia
4.9.2.1 Funcién de Transferencia Hardlim o Escalon
4.9.2.2 Funcion de Transferencia Hardlims
4.9.2.3 Funcién de Transferencia logaritmica
4.9.2.4 Funcion de Transferencia Purelin
4.9.2.5 Funcién de Transferencia Satlin
4.9.2.6 Funcion de Transferencia Tangente-Sigmoidal
4.9.3 Entrenamiento de Redes
4.9.4 Numero de Neuronas
4.10 Control de Procesos
4.10.1 Sistema de Adquisicion de Datos "fuera de linea"
4.10.2 Sistema de Adquisicion de Datos "sobre la linea"
4.10.3 Sistema de Adquisicion de Datos "en-linea"
4.10.4 Sistema de Adquisicion de Datos "intralinea"
4.11 Proceso de Lectura y Control de Variables
4.12 Procesos Neurocontrolados

5. METODOS

5.1 Establecimiento del Sistema de Lectura y Control
5.1.1 Hardware
5.1.2 Software
5.1.3 Variables
5.1.4 Pruebas de Funcionamiento
5.1.5 Diseio del Dispositivo para Medir Turbidez
5.1.6 Pruebas de Estabilidad
5.1.7 Ensayos en Fermentador
5.1.8 Analisis Estadistico

5.2 Obtencion de Datos Experimentales
5.2.1 Microorganismo y Mineral
5.2.2 Condiciones en Matraz
5.2.3 Diseno Experimental

32
32
33
33
33
34
35
35
36
37
37
38
39
42
42
43
44
44
45
45
46
46
47
47
48
48
48
49
50
50
50
51

52
52
52
52
52
54
54
55
55
56
56
56
56
56



5.2.4 Analisis Estadistico
5.3 Obtencion e Implementacion del Modelo de Red Neuronal
5.3.1 Seleccion del Modelo de Red Neuronal
5.3.2 Optimizacion
5.3.3 Validacion
5.3.4 Ensayos a Nivel Fermentador
5.3.5 Analisis Estadistico

6. RESULTADOS

6.1 Descripcion del Sistema de Lectura y Control
6.1.1 Pruebas de Funcionamiento con agua destilada
6.1.2 Pruebas de Funcionamiento con Rhodotorula glutinis

6.2 Obtencion de Datos con Acidithiobacillus ferrooxidans
6.2.1 Datos Obtenidos a Nivel matraz

6.3 Obtencion e Implementacion del Modelo de Red Neuronal
6.3.1 Seleccion del Modelo de Red Neuronal

6.4 Ensayos en Fermentador con Acidithiobacillus ferrooxidans
6.4.1 Ensayos Libres
6.4.2 Ensayos a Nivel Fermentador
6.5 Analisis de Espectrofotometria de Absorcion Atémica

7. DISCUSION
8. CONCLUSIONES
9. LITERATURA CITADA

10. APENDICE

57
57
57
57
58
58
58

59
59
61
64
70
70
75
75
81
81
Apéndice
85

87
95
97

104



LISTA DE FIGURAS

Figura Pégina
1. Sintesis de ATP utilizando la oxidacion de Fez+, la diferencia

de pH entre el exterior y el interior, es utilizado por la ATPasa

el exceso de protones es utilizado para oxidar Fe*"................... 15
2. Utilizacién mixotrofica de glucosa por Acidithiobacillus ferrooxidans,

en estas condiciones, la oxidacion del hierro esta reprimida. 16
3. Sistema de tratamiento de menas con oro refractario por biolixiviacion. 17
4. Lixiviacion en columna estilo "heap" y "dump" (Flores, 1994). 18
5. Reactor aireado @ 10 1ar@0........cocueevueeiiiiiiiiiieceee e 23
6. Bioreactor de baja energia. ..........cocceeeiieiiiiniiniieeeee, 23
7. Bioreactor de platos inclinados Delft. .........ccccccoviiieieenennnee. 24
8. Vista isométrica del Biorotor. .........c.ccoceveiiieniniiiniencnicneee, 25
9. Neurona BiolOgICa..........cocuevieviriiniinieniciecicnieeen 40
10.  Neurona Artificial. ......ccoooeeriiiiiiiiiie e 41
11.  MRN CON reS Capas. ......covverveenierieenienieeiesie e 41
12.  Representacion esquematica de un MRN de alimentacion hacia adelante. 42
13.  Representacion esquematica de un MRN recurrente. ......... 43
14.  Funcion de transferencia Hardlim. ..........ccocoeviiiinnee. 44
15.  Gréfico para la funcion de activacion de escalon o Hardlims 45
16.  Gréafico para la funcion de activacion logaritmica......... 45
17.  Gréfico para la funcion de activacion purelin................ 46
18.  Diagrama para la funcion de activacion Satlin............... 46

19.  Diagrama para la funcion de activacion tangente sigmoidal. 47



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Sistema de adquisicion de datos "fuera de linea"..............
Sistema de adquisicion de datos "Sobre la linea"................
Sistema de adquisicion de datos "en-linea"..............cccceueen...
Esquema del sistema de lectura y control de variables..........
Esquema del dispositivo disefiado para leer turbidez en- linea.
Comportamiento del pH cuando es llevado de 10 a 8 unidades
se utilizé agua destilada en el fermentador de 1 litro, el pH se

bajo con acido sulfirico al 5 Yo......cecvveviieriieiiienieeieeee,

Control sobre la temperatura en el fermentador cuando se aplic
una ecuacion que lleva la temperatura en forma de curva...........

Control sobre el pH cuando se aplico una ecuaciéon que lo lleva
de 7 a 5 en forma de curva y en funcion del tiempo....................

Curva de temperatura del fermentador utilizado en las pruebas
con Rhodotorula glutinis, el la temperatura del fermentador se
tomo desde que se saco de la autoclave.........cceeevevevciveenneennee.

Control del pH durante el ensayo con Rhodotorula glutinis, el
pH se control6 durante los primeros 1600 minutos en 4, luego
fue llevado a 9 por una ecuacion en funcion del tiempo............

Voltaje obtenido en el dispositivo para medir turbidez en-linea
en la prueba con Rhodotorula glutinis, 1os datos del turbidimetro

fueron guardados cada hora y los del espectrofotometro cada 4 horas.

Voltaje obtenido en el segundo ensayo con Rhodotorula glutinis
en el dispositivo para medir turbidez en-linea............cccccocveuenen.

Valores obtenidos para el voltaje en el tercer ensayo con
Rhodotorula glutinis en la medicion de la turbidez en-linea.........

Valores obtenidos en voltaje para el cuarto ensayo con
Rhodotorula glutinis en el turbidimetro..........ccceeeveevcveenieeennenn.

Datos de potencial 6xido-reduccion en los matraces del disefio
experimental de 2 X 3......oooiiiiiiiiiiee e

Cajas de Box Whisker para la determinacion de la influencia
de las tres variables de trabajo sobre el proceso...........ccccveeeuveennes

49

49

50

54

55

61

62

63

64

64

66

67

68

69

70

71



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Graficas de influencia de variable sobre el proceso de biolixiviacion. 72

Curva de medias para la determinacion de la influencia de
variables en el proceso de biolixiviacion. 73

Analisis de superficie de respuesta para la determinacion de los
valores Optimos de pH y temperatura en el potencial 6xido-reduccion. 74

Evolucién del error cuadratico medio, para el proceso de convergencia 76

Curva de media para la prueba T en los dos grupos de datos
utilizados para 1a OptimiZacCiON...........ccueeevuvieeiireeeiiiieeeiee e evee e 77

Arquitectura propuesta para el modelo de red neuronal, la entrada

incluye a las variables pH, temperatura y potencial 6xido-reduccion

la salida es la simulacion del potencial 6xido-reduccion por el modelo

de red Neuronal.........ccccoiuiiiiiiiiiiecee e 79

Desarrollo del error para cada uno de los puntos de convergencia
entre los datos de entrada y el modelo neuronal..............ccccoeviininnenn. 80

Ensayo con Acidithiobacillus ferrooxidans en fermentador sin control,
unicamente se tomo la lectura del desarrollo del pH............c.coevenne. 81

Determinacion de la biolixiviacion de Arsénico por espectrofotdmetro
de Absorcion Atomica en muestras de mineral
a diferentes pH a nivel matraz...........ccceeeeieeeiiieniiieeeeee e 82

Determinacion de la concentracion de Fe total por espectrofotometro
de Absorcion Atdmica en muestras de biolixiviado a diferentes pH
A NIVE] MATAZ...c..eiiiiiiiiiie e e 83

. .7 + . r
Determinacion de Fe’" por permanganimetria en muestras de
biolixiviado a diferentes pH a nivel matraz.............cccceeceevervicniencnnne 84

Variacion de la temperatura en el fermentador durante el ensayo 1,
la temperatura se mantuvo en 30 °C........coceviiiiriiinienenieneeeeeeeee Apéndice

Variacion del pH durante el ensayo 1, el pH trato de mantenerse
CONSEANTE €11 2.ttt 106

Desarrollo del potencial 6xido-reduccion durante el ensayo 1.............. 107
Control efectuado en el pH durante el segundo ensayo con

Acidithiobacillus ferrooxidans, se aplico un algoritmo
matematico en el CONIoL.........coouiiiiiiiiiiiiiieee e 108



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Control efectuado en la temperatura en el ensayo 2 en este
control se introdujo un algoritmo matematico que modifico el valor

de la temperatura en una funcidn matematica............cccceevveecveerreeneennen.

Potencial 6xido-reduccion obtenido en el segundo ensayo,
cuando se aplicé el modelo de red neuronal al control de variables.

Control de la temperatura durante el ensayo 3 el cual tuvo una
duracion muy corta de s0lo 4 dias........ccccvveeeeiieeeiiiecie e,

Control de la temperatura durante el ensayo 3 el cual tuvo
una duracién muy corta de s0lo 4 dias........cccceeeeveeriieiiieniiieiienie e

Potencial 6xido-reduccion para el ensayo 3
que no desarrolld completamente..............cceveeeiieeeeieeecieeeieeeieees

Control de la temperatura sobre el ensayo 4, se aplicé nuevamente
el algoritmo de la red neuronal.............coocvveviieiieeiieniieiece e,

pH de control sobre el ensayo 4 con una duracion de 8 dias...............
Potencial 6xido-reduccion obtenido para el ensayo 4.........cccccvveeenennee

Comportamiento de la temperatura de control durante el

ensayo 5, que duro aproximadamente 8 dias...........ccceeeeeriiriienienieennen.

pH de control durante el ensayo 5, se aplicé el
algoritmo matematico al ProCesO........cevvureeriereriieeeieeeee e

Comportamiento del potencial 6xido-reduccion en el ensayo 5........
Control sobre la temperatura del fermentador durante el ensayo 6, la
variacion al segundo dia corresponde a alta temperatura del agua de
ENITIAMICTITO. ..ottt
Control del pH sobre el ensayo 6, el pH se mantuvo en 2..................

Potencial 6xido-reduccion para el ensayo 6...........ceceevveerieerieenenne

Control en la temperatura obtenido para el ensayo7,
la temperatura se pretendia mantener en 30 °C..........cccceevvveeeneennneen.

Control obtenido en el pH del ensayo 7........cccceeevvveeeciieencieeeeieeeen,

Resultado obtenido para el Potencial 6xido-reduccion en el ensayo 7.

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

123

124

125

10



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Temperatura en el ensayo 8........cccceveriirieniiiieniereeeseee e

pH obtenido en el ensayo S.........................

Potencial 6xido -reduccién obtenido en el ensayo §....................

Temperatura obtenida en el ensayo 9.........

pH de control en el ensayo 9......................

Potencial 6xido-reduccion obtenido en el ensayo 9.....................

Temperatura obtenida para el ensayo 10....
pH que se obtuvo en el ensayo 10..............

Potencial 6xido-reduccion en el ensayo 10

126

127

128

129

130

131

132

133

134

11



LISTA DE TABLAS

Tabla Titulo

L.

II.

III.

IV.

V.

VL

Produccion mundial anual de cobre por biolixiviacion,
Ton/dia (Acevedo, 2000).......cc.eeeriieeiiieeiee e

Plantas de biolixiviacion de oro a nivel comercial (Derksen, 2000).
Prueba T para cada grupo de datos..........cceeeueevieenienieenieiiceieeee
Analisis por espectrofotometria de Absorcion Atdémica para Pb...........

Analisis por espectrofotometria de Absorcion Atémica para Zn...........

Analisis por espectrofotometria de Absorcion Atomica para As......

VII. Potencial 6xido-reducciéon méaximo para cada ensayo evaluado

CUANTITATIVAITIETITE ....eeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeenenenenene

VIII. Comparacion cualitativa de los primero cinco ensayos a nivel

IX.

fermentador con Acidithiobacillus ferrooxidans durante las
primeras 200 hoTas.......coceeiiiiiiinieiieceeeee e

Comparacion cualitativa de los ultimos tres ensayos a nivel
fermentador con Acidithiobacillus ferrooxidans durante
las primeras 200 hOTas........cceeevvieeiiieeiiieeiee e

Pégina

78
85
85

86

86

92

94

12



RESUMEN

La industria minera tiene gran relevancia en el desarrollo econdmico de los
estados productores de mineral, asi como en los estados que procesan el mineral para la
obtencién de los metales preciosos, sin embargo, muchas veces la concentracion de
metal por tonelada es muy baja y requiere tratamientos para remover a los minerales
contaminantes, este paso incrementa los costos.

Han surgido alternativas para la extraccion econdémica de minerales, una de ellas
es la biolixiviacion usando microorganismos en dos formas: como consorcios o solos.
Por lo general la biolixiviacion es llevada a cabo por microorganismos quimilitotréficos
como Acidithiobacillus ferrooxidans. Esta bacteria es capaz de reducir al fierro y otros
metales en percoladores, pilas, columnas y bioreactores, de estos métodos, los
bioreactores ofrecen mejor control sobre el proceso. At. ferrooxidans es uno de los
microorganismos mas estudiados y utilizados para la extraccion de cobre y otros
metales. Las reacciones quimicas entre el mineral y el microorganismo han sido
modeladas con la intencidén de controlar el proceso y predecir los resultados, asi como
establecer las condiciones adecuadas para mejorar el rendimiento. La aplicacion de
modelos en sistemas inteligentes permite mejorar el proceso. En este trabajo hemos
elaborado un sistema neurocontrolado que permite el control del pH y la temperatura del
proceso para mejorar la biolixiviacion de mineral de plomo por At ferrooxidans.
Materiales y Métodos: Se utilizaron datos de biolixiviacion de mineral de plomo y
zinc, obtenidos a nivel matrdz para entrenar, optimizar y validar una red neuronal en
Mat-Lab ®, se aplico el algoritmo obtenido en un sistema de control sofisticado
disefiado en Visual Basic®, se realizaron ensayos a nivel fermentador de 1 1.
Resultados: Se logrd establecer un sistema de lectura y control en-linea para un
fermentador de 1 1, se obtuvo un modelo neuronal que se optimizé utilizando del método
de Frangti, 1999 se obtuvo una red neuronal de 2 capas, con 2 neuronas en la primera
capa y una neurona en la segunda, se utilizé la funcion tangente sigmoidal. El modelo se
aplico al proceso de biolixiviacion de mineral de Pb y Zn. Se obtuvieron datos de control
de pH y temperatura dictados por un algoritmo matemadtico. Los resultados muestran el
potencial oxido-reducciéon con mejor pendiente para las condiciones del proceso con
control neuronal. Conclusiones: El sistema que se disefio es adecuado para realizar el
tipo de control que se propone, el cual incluye pantallas interactivas que permiten
visualizar el valor de las variables y modificarlo de forma manual o automatica, los
ensayos a nivel matraz con At. ferrooxidans permitieron comprobar que el proceso de
biolixiviacion presenta un comportamiento No-lineal, por otro lado estos resultados se
utilizaron para elaborar la red neuronal y optimizar su arquitectura. La aplicacion del
modelo de red neuronal en el proceso de biolixiviacion en fermentador produjo mejores
resultados que la aplicacion de condiciones obtenidas por superficie de respuesta para
los mismos datos.
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ABSTRACT

The mining industry has a great relevance in the economic development of
mineral producing countries, as well as in such countries that process the mineral to
precious metals. Nevertheless, often the metal concentration by ton is very low and
requires treatments to remove the contaminating minerals, which increases production
costs.

Bio - leaching is an economic alternative for mineral extraction, consisting of the

use of microorganisms in two ways: as consortium or by its self. Generally bio -
leaching is carried out by chemolitotrophic microorganisms like Acidithiobacillus
ferrooxidans. This bacterium can reduce iron and others metals in air lift reactors,
batteries, columns and bioreactors. From all these methods, bioreactors offer a better
process control. At. ferrooxidans is one of the most studied and used microorganisms
for copper and other metal extractions. The chemical reactions between the mineral and
the microorganism have been modeled, attempting to control the process and to predict
results, as well as to establish the suitable conditions for yield improvement. The
application of models in intelligent systems allows improve the process.
A neural - controlled system has been developed, that allows pH and temperature control
of the process, to improve bio - leaching of mineral lead by At. ferrooxidans. Material
and Methods: Mineral lead and zinc bio - leaching data was used, obtained at flask
level to train, to optimize and to validate a neuronal network in Mat-Lab ®. An
algorithm obtained in a sophisticated control system designed in Visual Basic ® was
applied. Tests were made at a fermentator of 1 1. Results: It was possible to establish an
on - line reading and control system for a fermentator of 1 1. A neuronal model, that was
optimized using of the method of Frangt, 1999, was obtained. A 2 layer neuronal
network with 2 neurons in the first layer and one in the second layer was obtained; a
sigmoid tangent function was used. The model was used on a bio - leaching process of
mineral Pb and Zn. pH and temperature data sent by a mathematical algorithm were
obtained. The results show the oxide - reduction potential with better slope for the neural
- controlled process conditions. Conclusions: The design system is appropriate to make
the type of control desired, which includes interactive screens that allow to visualize the
value of the variables and to modify it manually or automatically. The tests at flask level
with At. ferrooxidans allowed to verify that bio - leaching present a none - lineal
behavior, on the other hand, these results were used to elaborate the neuronal network
model to a bio - leaching process in the fermentator produced better results than the use
of conditions obtained by response surface for the same data.
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INTRODUCCION

La relevancia econdmica de la industria minera es tan grande que puede crear y
deshacer poblados en pocos dias, el impulso hacia las entidades vecinas es tal que gran
parte del desarrollo industrial y social depende de esta actividad.

Sin embargo, la produccion regular de minerales de baja ley, de los cuales
recuperar el metal resulta incosteable, es cada dia mas frecuente.

Existen alternativas para darle pretratamiento a los minerales de baja ley y de
alguna manera extraer los metales por lixiviacion acida, uno de estos tratamientos es la
biolixiviacion por medio de microorganismos, son reconocidos tres tipos de
biolixiviacion (Medrano et al., 1992)

1. Usando microorganismos litotréficos en la oxidacion de minerales sulfurados, hierro y
otros metales que se encuentran en su forma reducida.

2. Usando microorganismos organotroficos que ayudan a biolixiviar minerales de forma
indirecta, al formar un compuesto capaz de desintegrarlo.

3. Usando microorganismos organotroficos para la produccion de biomasa para
precipitar ciertos metales.

El aislamiento de Acidithiobacillus ferroxidans del drenaje de una mina por
Colmer y Hinkle fue el primer paso importante en el nacimiento de la biolixiviacion.
Después de esto se han logrado aislar una cantidad considerable de microorganismos de
interés industrial.

Acidithiobacillus ferrooxidans es una bacteria autotrofa, mesofilica, acidofilica,
utiliza el i6n ferroso como ultimo oxidante, lo que le permite oxidar sulfuros inorganicos
y otros compuestos sulfurados de valencia reducida con la produccién de &cido
sulfurico.

Por otro lado, el uso de microorganismos para la eliminacién de residuos no
deseados le da otra utilidad, tal es el caso de la utilizacion de At. ferrooxidans para la
oxidacion de sulfuro de arsénico, el cual se encuentra en minerales contaminados, que
produce dos tipos de problema, por un lado, ocasiona problemas metalurgicos que
dificultan la extraccion del metal y de un producto final con alto grado de pureza, , por
otro lado, el arsénico que se encuentra en cantidades importantes en los minerales es un
toxico que ocasiona problemas de contaminacion en la atmoésfera en que se libera
(Wiertz et al.1999).

Se han disefiado modelos matematicos que explican las reacciones quimicas que
se producen al colocar al microorganismo en contacto con el mineral, con el fin de
mejorar y predecir la velocidad de oxidacion de metales sulfurados (Haddadin et
al.,1995), sin embargo, la heterogeneidad del mineral, asi como iones libres debido al
pH del medio, dificulta que los modelos puedan predecir con exactitud lo que ocurre,
debido a que el proceso de biolixiviacion es considerado como altamente no lineal. Los
modelos matematicos elaborados con redes neuronales pueden ser utilizados en procesos
no lineales, con los cuales es posible predecir, controlar y simular los procesos asociados
con A. ferrooxidans.
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Una red neuronal es un modelo que tiene similitud con las neuronas biologicas al
tener entradas de variables que pueden ser relacionadas en su conjunto con una
respuesta, las redes neuronales incluyen una funcion de transferencia que permite
acondicionar el peso de cada variable al comportamiento del proceso. Los modelos
neuronales pueden ser integrados al sistema de control del proceso, volviéndolo de cierta
forma inteligente, ya que puede tomar decisiones a partir de datos previos con los que la
red neuronal ha sido entrenada, el sistema puede tomar lecturas de las variables en
tiempo real y utilizar la memoria para detectar cambios en el proceso y realizar los
ajustes que permitan ajustarse al modelo neuronal.
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HIPOTESIS

Al aplicar un sistema neurocontrolado a un proceso de biolixiviacion en bioreactor sera

posible mejorar la biolixiviaciéon de minerales.

JUSTIFICACION

Las pérdidas en las mineras asi como la contaminacion ambiental y la exposicion de los

contaminantes al ambiente impulsan la investigacion en este campo.
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3. OBJETIVO

Acelerar el tiempo de biolixiviacion de minerales de baja ley por la manipulacion de las

variables de proceso con un sistema neurocontrolado.

3.1 Objetivos Particulares

3.1.1. Instalar un sistema de lectura y control en un bioreactor
3.1.2. Obtener datos experimentales de biolixiviacion para entrenar a la red neuronal
3.1.3. Disefar el sistema de neurocontrol

3.1.4. Aplicar el sistema neurocontrolado a un mineral a nivel fermentador
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4. ANTECEDENTES

4.1 Antecedentes

La Biohidrometalurgia se define como la utilizacién de los microorganismos en
el area de la mineria, la biohidrometalurgia es un campo interdisciplinario que incluye
geomicrobiologia, ecologia microbiana, bioquimica microbiana e hidrometalurgia. La
biohidrometalurgia es una tecnologia limpia, que consume menos energia que la técnicas
usadas en la industria piro metalurgica e hidrometalurgia (Brombacher et al.,1998) para
la recuperacion de metales, en las cuales se utilizan agentes inorganicos como cianuros,
bicromatos, hidrosulfuro, los cuales provocan emisiones contaminantes y toxicas
(Santhiya et al.,2000) y algunos menos téxicos como amonio (Lozano Blanco et
al.,1999)

El uso de microorganismos para extraer metales a partir de minerales consiste en
utilizar el proceso natural para propositos comerciales, los microorganismos han
participado en la deposicion y solubilizacion de metales pesados en la tierra desde hace
millones de afios, la mayoria de los procesos estan asociados a los ciclos geologicos del
hierro y el azufre; las bacterias anaerobias sulfato reductoras generan sulfuros que
pueden reaccionar con una gran cantidad de metales para formar sulfuros de metal
insolubles, estos precipitados sirven como una fuente de minerales que pueden llegar a
incorporarse en la formacion de rocas. El metal sulfurado (CuS, NiS, ZnS) puede servir
como donador de electrones para los microorganismos aerobios sulfuro oxidantes lo que
resulta en la formacion de sulfatos de metal (CuSQO4, NiSO4, ZnSQO,), debido a que estos
sulfatos son solubles en agua, estos procesos sirven como medio para lixiviar el metal de
minerales, a este proceso se le llama biolixiviacion (Rawlings, 2002).

La aplicacion de la biolixiviacion comenz6 con la extraccion de cobre por la
empresa Kenecott Copper Corporation que ha usado este proceso desde 1950, (Brierley
et al,,1999), en la actualidad (Tabla I) la biolixiviacidon se usa como un proceso de bajo
costo para recuperar cobre a partir de minerales de los cuales resulta econdémicamente
incosteable por otros métodos (Gericke et al.,1999).

La expansion de la biolixiviacion hacia otros minerales ocurrié en 1986 cuando
se instalo la primera planta de recuperacion de oro en Fairview Gold Mine (Sudafrica)
con una capacidad de 10 toneladas por dia, para 1998 esta planta trataba hasta 35
toneladas por dia. La planta mas grande (Tabla II) que utiliza biolixiviacion se encuentra
en Ashanti, Ghana que para 1998 trataba 1, 100 toneladas de concentrado de pirita para
extraccion de oro por dia, también se reportan operaciones en brasil, Australia y Uganda
(Fowler et al.,1998).
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Tabla I

Produccion mundial anual de cobre por biolixiviacion, Ton/dia (Acevedo et al.,2000)

Pais 1998 1999 2000
Australia 607 711 829
Canada 705 620 634
Chile 3686 4391 4602
China 486 520 588
Indonesia 809 790 1005
Meéxico 384 381 344
Pert 483 563 553
Polonia 436 463 463
Rusia 518 510 510
Estados Unidos 1860 1601 1480
Zambia 378 271 320
Otros 1930 1915 1912
Total 12, 288 12,712 13,243
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Tabla I1
Plantas de biolixiviacion de oro a nivel comercial (Derksen et al., 2000)

Planta Alimentacion Andlisis | g/T oro | Capacidad
% S % Fe % As T
conc/dia
Fairview (Sudafrica) 20.0 100-144 40
1986
Sao Bento (Brasil) 1991 18.7 30 150
Wiluna (Australia) 1993 24.0 24.0 10.0 80-90 115
Sansu (Ghana) 1994 11.4 17.5 7.7 48-76 720

Esta técnica tiene una larga historia, aunque al principio no se conocia del papel
desempefiado por los microorganismos. El uso de los microorganismos para extraer
cobre tiene sus inicios en la antigliedad, los prerromanos recuperaban plata y los
romanos recuperaban cobre de los depodsitos localizados en Sevilla, donde mas tarde se
conocié como Ri6 Tinto el cual obtuvo su nombre del color rojizo producido por la
presencia de hierro férrico debido a la actividad de las bacterias quimiolitoautotrofas
(Rawlings, 2002).

Las bacterias quimiolitoautotrofas son capaces de catalizar la oxidacion de
algunos substratos inorganicos sin embargo la importancia comercial de estas bacterias
es durante la oxidacion de minerales sulfurados lo que resulta en la recuperacion de
metales valiosos, se conocen tres mecanismos para explicar el proceso de oxidacion de
minerales, el mecanismo Directo donde la bacteria se une a la superficie del mineral y
cataliza la disolucion del mineral, en seguida el mecanismo Indirecto donde la bacteria
cataliza la generacion y regeneracion de hierro férrico que actuia como oxidante y el
tercer mecanismo el cual incluye la corrosion electroquimica del mineral, durante la
cual, la bacteria actia como un conductor de electrones desde el sitio de ataque de
oxigeno hasta el ultimo aceptor de electrones (Sampson et al.,2000).
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4.2 Microorganismos Involucrados en los Procesos Comerciales

Las bacterias de interés comercial, pertenecen al género Acidithiobacillus,

Leptospirillum y Sulfolobus.
Acidithiobacillus Las bacterias de este género fueron primeramente incluidas en el
género Thiobacillus, pero como un resultado de un estudio de la secuencia del rARN
16S, se incluyeron a las bacterias sulfuro oxidantes que pertenecian a la division a-, 3-,
y v- de las proteobacterias, Thiobacillus fue dividido y un nuevo género,
Acidithiobacillus fue creado para incluir a las bacterias altamente acidofilicas, sus
miembros incluyen: Acidithiobacillus  ferrooxidans anteriormente Thiobacillus
ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans anteriormente Thiobacillus thiooxidans, y
Acidithiobacillus caldus anteriormente Thiobacillus caldus (Kelly et al., 2000).

At. ferrooxidans es una eubacteria Gram-negativa capaz de solubilizar metales a
partir de minerales como cobre, uranio y cobalto y descomponer minerales conteniendo
oro ademas de ser capaz de remover metales pesados de los efluentes contaminantes de
la industria, para crecer, este microorganismo requiere solo aire el cual utiliza como
fuente de carbono (a partir del didxido de carbono contenido), fuente de nitrogeno y
fuente de oxigeno, en un medio liquido con sales basicas, este microorganismo produce
compuestos sulfurados a partir de lo cual obtiene su energia, el pH de crecimiento es
muy bajo, entre 1.5 y 4.0 (Appia-Ayme et al.,1999), con un 6ptimo de 1.6 a 2.2 (Opoon
et al.,1998) At. ferrooxidans utiliza al oxigeno como oxidante y ultimo aceptor de
electrones, durante el proceso de oxidacion la bacteria fija carbono a través del ciclo de
Calvin, At. ferrooxidans puede reemplazar el oxigeno como ultimo aceptor de electrones
por ejemplo por fierro ferrico, por medio de la inducciéon de enzimas (Ramirez et
al.,2002) aunque su crecimiento se reduce dos veces mas que el crecimiento con oxigeno
como oxidante (Shively et al; 1998). Ohmura et al. 2002, menciona la posibilidad de que
At. ferrooxidans pueda crecer anaerobiamente con la utilizacion de H, como donador de
electrones.

At. thiooxidans, es nutricionalmente similar a A¢. Ferrooxidans excepto que es
incapaz de oxidar el hierro ferroso y esta restringido a utilizar solamente compuestos
sulfurados como donadores de electrones (Santhiya et al.,2000), su temperatura de
trabajo abarca hasta los 40 °C y pH tan bajo como 0.5 A¢. Thiooxidans requiere contacto
directo con el mineral para realizar la oxidacion (Konishi et al.,1995) At thiooxidans es
reconocido como extremadamente tolerante a altas concentraciones de ciertos metales, la
oxidacion de sulfuro elemental por A¢. Thiooxidans es un proceso complejo que incluye
el contacto de las cé€lulas con las particulas sulfuradas, la oxidacion de sulfuro a sulfito y
la oxidacion de sulfito a sulfato (Suzuki ez al.,1999).

At. caldus, es la bacteria oxidante de sulfuro (S°) mas comun, aislada de
bioreactores de alta temperatura (Dopson et al.,1999), al igual que At. Thiooxidans,
puede oxidar compuestos sulfurados pero no fierro ferrico, crece en un pH muy bajo,
este microorganismo es moderadamente termofilico pues crece en una temperatura
optima de 45 °C, At. Caldus es la cepa dominante en los procesos que operan de 35 °C a
50 °C, algunas cepas pueden crecer mixotroficamente en extracto de levadura o glucosa
(Rawlings, 2002).

Leptospirillum ferrooxidans, bajo ciertas condiciones (pH abajo de 1.0,
temperatura de 45 a 50°C) Leptospirillum ferrooxidans tiene mas importancia que las
bacterias del género Acidithiobacillus (Dopson et al., 1999, Coram et al.,2002) muchos
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autores mencionan que [leptospirillum tiene mayor afinidad al fierro que At
Ferrooxidans, se ha mostrado que dos procesos determinan la velocidad de reaccion de
pirita por Leptospirillum, la oxidacion quimica de pirita con fierro férrico a sulfato e i6n
ferroso, y la oxidacion de i6n ferroso a i6n férrico, el género es aerobio estricto (Boon et
al.,1999)

4.3 Mecanismos de Oxidacion

El sulfuro al combinarse con algunos metales forma minerales insolubles, lo cual
resulta muy 1til en la extraccion de cobre, pues el sulfato de cobre que se forma durante
la oxidacion de las menas de sulfuro de cobre es muy soluble en agua, el i6n sulfuro HS
se oxida espontaneamente en contacto con la atmodsfera, la mayoria de los sulfuros
también se oxidan espontdneamente pero a menor velocidad, algunas bacterias sirven
como catalizador y aceleran la tasa de oxidacion de los minerales que contienen sulfuros
ayudando a la solubilizacién del metal.

Los mecanismos que utilizan las bacterias para catalizar la oxidacion de los
sulfuros se clasifican de acuerdo a la ayuda del microorganismo en la oxidacion, estos
mecanismos son determinados por la estructura del mineral (Ramirez et al.,2002).

El mecanismo directo atribuye la oxidacion del fierro ferroso y minerales
sulfurados a las bacterias, el mecanismo Indirecto promueve la oxidacion de sulfuros por
el fierro férrico producido por el mecanismo directo, la oxidacion de fierro ferroso puede
ser descrito por la ecuacion (1) (Diaz, 1999).

FeZ+ bacteria Fe3+ + e (1)

Sampson, 2000, la define como la oxidacion de fierro ferroso y la reduccion de
oxigeno mediante la ecuacion (2):

4Fe’ + 0, +4H" —>  4Fe’" +2H,0 )

Este mecanismo de oxidacion esta basado en la asociacion de fierro ferroso al
oxigeno molecular en presencia del citocromo ¢ y citocromo a, los cuales son oxidados y
reducidos en forma consecutiva estimulando la transferencia de electrones al oxigeno
como aceptor final (Diaz, 1999).
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Los mecanismos mas conocidos, el Indirecto y el Directo, pueden ser
representados por dos reacciones, para el mecanismo Indirecto la reaccion (3)(Soumitro,
1996)

Fe*' —> Fe*' + ¢ (3)

Y para el mecanismo Directo la reaccion (4)

MS +20, Dt \MSO, 4)

Donde MS es el sulfuro metalico bivalente, O es el oxigeno necesario para llevar
a cabo la reaccion y MSOy es el sulfato metalico soluble producto de la oxidacion del
sulfuro (Flores, 1994).

En forma estequiométrica la oxidacion bacteriana de la pirita FeS; esta dada por
la siguiente reaccion (Boon et al.,1999)
4FeS; + 15 0, + 2H,0™ > 4Fe® +8 SO, +4H" (5)
Que a la vez consiste en dos subprocesos, uno la lixiviacion quimica de fierro
férrico de la pirita.
FeS,+ 14 Fe* +8H,0  — > 15Fe* +2S0,~ +16H"  (6)

Y la oxidacion bacteriana de fierro ferroso a fierro férrico

4Fe*" +0, + 4H — 5 4Fe"+2H,0 (7)
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Para la Arsenopirita también se proponen dos mecanismos, el mecanismo Directo
(Jones et al.,1999):

2FeAsS + 70, + 2H,0 +2H7 © 2H;AsO4 + 2Fe*t +280.% (8)

Y el mecanismo Indirecto que incluye la oxidacion de fierro ferroso y la
oxidacion férrica del mineral:

FeAsS + 5Fe*" +3H,0 > H3AsO; + 6 Fe?" 3H™+ $°(9)

La oxidacién bacteriana de esfalerita ZnS esta dada por un mecanismo Indirecto,
donde el microorganismo oxida el fierro ferroso y reduce compuestos sulfurados, el
fierro ferrico, producto de la oxidacion, es un fuerte oxidante capaz de oxidar
compuestos sulfurados, este proceso puede ser ejemplificado por las siguientes
reacciones (Driessens et al.,1999):

2Fe*" +2H" +0.50, — 2™ 2 Fe* + H,0 (10)
ZnS +2Fe” —> Zn* +S+2Fe* (11)

También se ha propuesto un mecanismo Directo para la disolucion de sulfuro de
zinc (ZnS Esfalerita), donde la bacteria es capaz de interactuar directamente con el
mineral y acelerar la disolucion del mineral, representado por la siguiente reaccion
(Fowler et al., 1998):

ZnS+2H '+ 1% 0, P90 757 +§ + H,0 (12)
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La covelita (CuS) junto con la calcocita (Cu,S) y la calcopirita (CuFeS;) son los
mas importante sulfuros de cobre, las siguientes reacciones muestran la disolucion de
covelita (Monteiro et al.,1999):

CuS+%0, +2H > Cu* +H,0 +§° (13)

CuS +2Fe*" —— Cu®" + S°+2Fe*" (14)

Los productos S° y Fe*" son oxidados por las bacterias a sulfato y Fe’*, ilustrando
un ejemplo de mecanismo Indirecto.

Para la calcopirita que es el mineral mas importante para la extraccion de cobre
en el mundo (Third et al.,2000) esta dado por la siguiente ecuacion (Konishi et
al.,1999):

4CL1F€SQ + 1702 + 2HZSO4 — > 4CUSO4 + 2F62(SO4)3 + ZHQO (15)

Debido a que el fierro férrico es automaticamente adicionado por la disolucion de
la calcopirita, la biolixiviacion puede ocurrir por el mecanismo Directo o el Indirecto.

Para la calcocita (Cu;S)

CUQS +2.5 Oz + HZSO4 — ZCUSO4 + HzO (16)

En estas reacciones, los poli sulfuros y el azufre elemental son los principales
intermediarios.
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4.4 Mecanismo a Nivel Citoplasmatico

El rendimiento energético de las células que oxidan Fe’™ se basa en el pH del
medio en que viven que es aproximado a 2, el pH dentro del citoplasma de At
ferrooxidans es de 6.

periplasma membrana citoplasma

2Fe*" rusticianina
2Fe**

2e

citc 1/20, + 2H" <
H* cit a4 @
H' H,0
N
_J

pH=2

r ADP + P, pH=6

H+

Figura 1. Sintesis de ATP utilizando la oxidacion de Fe*", la diferencia de pH entre el
exterior y el interior, es utilizada por la ATPasa, el exceso de protones es utilizado para
oxidar Fe*".

Lo anterior indica que la concentracion de protones en el medio externo es muy
superior a la del interior, esto significa que un flujo de electrones hacia el interior, podria
generar energia en forma de ATP (adenosil trifosfato), sin embargo, esto modificaria el
pH del interior haciéndolo mas acido, de tal manera que la reaccidon (2) es una reaccion
que consume protones. En la Figura 1, se muestra que la reaccion % O, + 2H' tiene
lugar en la cara interna de la membrana citoplasmatica, y la reaccion Fe*™ _, Fe’
tiene lugar en la cara externa de la membrana.

At. ferrooxidans, también es capaz de crecer mixotroficamente, es decir
utilizando simultdneamente vias quimiolitoautotroficas y quimioorganotréficas, la
glucosa, la metabolizaria por la via de Entner-Doudoroff y de la hexosa monofosfato,
como se observa en la Figura 2.
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glucosa

glucosa-6-P
l NAD(P)"
NADP(H) + H* — cadena respiratoria

6-P-gluconato ribulosa

| o

piruvato -7 /< 2 x gliceraldet
co, -~ ;’

acetil CoA E

Co, fijagion de CO,

7
’
.

-

NADH + H™-~""

\

biosintesis
NADH + HY ——— cadena

respiratoria

Figura 2. Utilizacion mixotrofica de glucosa por Acidithiobacillus ferrooxidans, en estas
condiciones, la oxidacion del hierro esta reprimida.

4.5 Procesos Comerciales

El proceso natural de lixiviacion produce una acidez muy baja y la solubilizacién
de los metales, el sulfuro al combinarse con muchos metales forma minerales muy
insolubles, lo que ocurre en muchas de las menas. Por otro lado si la concentracion del
metal en la mena es baja, aplicar medios quimicos convencionales para concentrar el
metal resultaria incosteable, por lo que se utilizan las reacciones que ocurren de forma
natural para la recuperacion del metal.

El i6n sulfuro se oxida en el aire, las bacterias catalizan y aceleran la tasa de
oxidacion de los minerales que contienen sulfuro, lo que provoca la solubilizacion del
metal, el cual se puede recuperar posteriormente por métodos fisicos. La susceptibilidad
a la oxidacion de los minerales también varia, los que se oxidan mas facilmente, se
prestan mas a la biolixiviacion, las menas de sulfuro de hierro y de sulfuro de cobre
como la pirotita y la novelita, son biolixiviadas facilmente, mientras que las de plomo y
molibdeno son mas dificiles de oxidar.

La biolixiviaciébn es un pretratamiento que se le da al mineral de la mena,
posteriormente, seguiria un circuito de cianuracion, luego un circuito de tratamiento de
aguas residuales y por ultimo presa de jales, el proceso se muestra en el Figura 3
(Rawlings, 2002 ).
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MINERAL CRUDO

PROCESO DE LIXIVIACION BACTERIOLOGICA

DESXGUE RESIDUOS Dg LIXIVIACION
PROCESO DE NEUTRALIZACION CIANURACION
2
\ v
SOLUCION RICA JALES

RECUPERACION DE ORO Y PLATA

PRECIPITADOS DE Au Y Ag SOLUCION ESTERIL
DESCARGA PROCESO DE TRATAMIENTO DE SOLUCIONES
DE CIANURACION

Figura 3. Sistema de tratamiento de menas con oro refractario por biolixiviacion.

4.5.1 Heap y Dumps

En el proceso minero, mas utilizado el "heap and Dumps", el nimero y
composicion de las bacterias responsables de la oxidacidon varia con el tiempo, aqui se
presenta una diversidad y cambios en las condiciones, que afectan la actividad
bacteriana y su supervivencia, incluyendo el pH, la temperatura, potencial 6xido-
reduccioén y concentracion de solutos (Bruhn et al, 1999) el procedimiento comienza
cuando la mena de baja ley se amontona en una pila a través de las cuales se hace pasar
una solucion de acido sulfurico diluido de pH aproximado a 2, se recupera el liquido de
la parte inferior de la pila el cual es rico en mineral y se transporta a una planta donde se
precipita y purifica, como se muestra en la Figura 4.

Otro proceso para la obtencion de hierro oxidante es la planta de precipitado que
se usa para recuperar el cobre soluble a partir de la solucidn lixiviante, se utiliza chatarra
de hierro, Fe® para recuperar cobre del liquido de lixiviacion mediante la reaccion que
produce bastante cantidad de Fe**, en la mayor parte de las operaciones de lixiviacion, el
liquido rico en Fe*" es conducido a un estanque de oxidacion donde proliferan las
bacterias que forman Fe’*, se afade acido al tanque para mantener el pH bajo y
conservar el Fe’™ en solucidn, este liquido rico en ién ferrico se bombea a la parte
superior de la pila quedando el i6n ferrico disponible para oxidar mas mineral con
sulfuro.
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Figura 4. Lixiviacion en columna estilo "heap" y "dump" (Flores, 1994).

4.6 Técnicas de Lixiviacion microbiana por Tanques Agitados

El percolador Air-lift es una técnica de laboratorio, que consiste en un cilindro de
vidrio, metal o plastico lleno con mineral hasta la mitad o cerca de 2/3 partes de su
capacidad, la solucién lixiviante es bombeada en la parte superior de la columna y
parcialmente saturada con O, y CO, que utiliza el microorganismo como fuente de
carbono y oxidante final, la capacidad de estos equipos es de 200 a 600 g (Flores, 1994).

La biolixiviacion en columna simula los procedimientos comerciales de
biolixiviacion en montones (heap) y terrenos (dump), se trata de cilindros de vidrio,
plastico o ductos de drenaje, en las columnas se puede mezclar el mineral a lixiviar con
arena lavada u otro material que servird de soporte.

4.6.1 Reactores

El proceso de hidrometalurgia en reactores es econdmicamente atractivo cuando
las caracteristicas cualitativas y cuantitativas del producto final justifiquen el gasto de
energia, la supervision, atenciéon y mantenimiento de la planta, asi como el tratamiento
de efluentes. Los procesos hidrometalirgicos en reactor toman lugar en tres fases: en
una fase acuosa, que es una solucion de sales que provee los nutrientes necesarios para
que los microorganismos actuen como catalizadores de los procesos de oxidacion de los
sulfuros metélicos, en segundo lugar, una fase solida; que consiste en el mineral
finamente molido que contiene los metales valiosos mezclados con el mineral de
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desecho junto con sulfuros que forman sulfatos, en tercer lugar, una fase gaseosa
consistiendo de una mezcla de oxigeno y didxido de carbono. En la fase acuosa ocurre
el crecimiento microbiano y es el medio por el cual los microorganismos se encuentran
con las particulas de mineral, también en esta fase acuosa ocurre el encuentro de las
particulas solidas con las moléculas quimicamente activas, la liberacion de iones
metalicos y es aqui donde se logra una distribucion uniforme de oxigeno y didéxido de
carbono. La fase solida es la fuente de energia para el crecimiento microbiano y es de
donde se libera continuamente el metal y los iones de sulfuro en forma oxidada. La
tercera fase es la fase gaseosa que suplementa el oxigeno requerido para los procesos de
oxidaciéon asi como el didxido de carbono necesario para la fijacion de carbono. Los
reactores mas comunmente utilizados son: el reactor de tanque agitado (Stirred Tank
Reactor) STR y el tanque Pachuca (Air Lift Reactor) ALR (Rossi et al.,1999).

4.6.1.1 Reactor de Tanque Agitado

En este reactor el papel mas importante lo juega el impulsor el cual cumple con
tres tareas: primero, mantener los solidos en suspension, en segundo lugar, mezclar y
lograr la disolucion de oxigeno atmosférico en la fase acuosa y por Gltimo maximizar el
area interfacial entre la fase gaseosa y la fase acuosa. Por muchos afos, el impulsor
Rushton (tipo turbina) fue el mas utilizado, sin embargo, se comprobd que el impulsor
de flujo axial con hoja curvada, requiere menor potencia para lograr el mismo desarrollo
que el impulsor Rushton y por otro lado produce menos efectos de corte en la
suspension. Se han sugerido algunos ntimeros adimensionales para correlacionar los
diferentes tipos de agitadores:

Nimero de Reynolds

D’Np _ Fuerzadeinercia
Ngg = =

- = adimensional (17)
y7, Fuerzaviscosa

Donde:

Ngre = Numero de Reynolds

D; = Diametro de propela (cm)

N = Velocidad de Rotacion de propela (1/seg.)

p = Densidad del fluido (g/cm’)

4 = Viscosidad del fluido (g/cm seg.)
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Nimero de Reynolds Modificado

Dizsznp B nn

N’pr = =
7 01*K 6*n+2

(18)

Donde:

N’re = Numero de Reynolds Modificado adimensional
D; = Diametro de la propela (cm)

N = Velocidad de rotacion de la propela (1/seg.)

p = Densidad del fluido (g/cm’)

K = indice de consistencia de flujo (g/cm*seg.)
n = Indice de comportamiento de flujo
Para la velocidad del impulsor, se utiliza el Nj; ¢ criterio de Zwietering que es un

parametro que indica la capacidad del impulsor para mantener las particulas en
suspension con la menor velocidad (Fangary ef al., 2002).

5\01 2 045 0.2 a
v gAp d D

Numero de Reynolds Numero de Froude

Donde:
D = Didmetro de impulsor

d = Didmetro de particula
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T = Diametro del tanque

Esta expresion remarca la alta relacion que existe entre el nimero de Reynolds,
el niimero de Froude (nimero adimensional que expresa la relacion entre las fuerzas de
inercia y de gravedad), la relacion de diametro del impulsor al diametro de particula y la
relacién de didmetro de tanque al impulsor y el porcentaje de “B” que es la relacion
entre masas liquidas y solidas en suspension. Las expresiones entre paréntesis se
refieren al sistema fisico y pueden ser representadas por Y, el impulsor puede ser

caracterizado por su valor dimensional S, k y a dependen del tipo de impulsor y el ancho
de paleta, por lo que el criterio de Zwietering puede ser expresado por:

Nix=SYD"® (20)

Para predecir la potencia del impulsor se utiliza el coeficiente de transferencia de
oxigeno que esta calculado por la siguiente ecuacion:

_ Pg "* L BO-S* J v
Kia=f [DJ (v,) (6] [DJ (21)

Donde:

KA = Coeficiente de transferencia de oxigeno (1/hr.)

P, = Consumo de potencia por agitacion en sistema gaseado (Kg*m/seg, HP)
Dq = Volumen de medio de cultivo

Vs = Velocidad superficial del aire (cm/seg)

B = Numero de aspas en la propela

J = Ancho de bafles (cm)

D; = Diametro de la propela (cm)
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Este coeficiente de correlacion puede aplicarse a la correlacion de Milla:

Pi= K, 14925 o)
V' {0.10-0.0018e y a0

O a la correlacidon de Van’t Riel

P (KLA )1.4286 1
V. 0.0001 ¥

(23)

4.6.1.2 Reactor de Inyeccion de Aire
Para el Reactor de inyeccion de aire, tanque Pachuca 6 ALR se han desarrollado
correlaciones para predecir la potencia requerida y el coeficiente de transferencia de
oxigeno. Debido a la sencilla operacion del tanque Pachuca también conocido como
percolador Air Lift, el coeficiente de transferencia se expresa como:

KLA =0.6 VG (24)

Boon, 1999, propuso la siguiente correlacion:

Q 0.66
Kia= [2.29 e10’ VGJ (25)

El tanque Pachuca ha sido utilizado para la extraccién de uranio en la India
(Mathur, 2000), donde se menciona el uso de una columna con capacidad de 5 Kg., con
una presion de aire de 5 Kg./ cm”.

4.6.2 Otros Disefios de Reactor

Debido a los problemas inherentes con los procesos biohidrometalurgicos, como
la agitacion y la velocidad de transferencia de oxigeno se han sugerido disefios
adicionales.
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4.6.2.1 Bioreactor Aireado a lo Largo.

Consiste en un tanque rectangular con la base en forma de V, a lo largo del fondo
un tubo con perforaciones sirve como difusor de aire (Figura 5), debido a que el disefio
con agua da un Ky, de 0.070 s'l, pero cae a 0.012 s”! cuando se coloca 45 % de solido,
Rossi et al; 1999, sugiere que la aireacion es insatisfactoria.

bafles

Aire tubo perforado

Figura 5. Reactor aireado a lo largo

4.6.2.2 Bioreactor de Baja Energia.

Disefiado con la finalidad de aumentar la velocidad de transferencia de oxigeno
sin agregar efectos de corte en la suspension (Figura 6), consiste de tres componentes:
1.- un tanque, donde se lleva a cabo la lixiviacion, un agitador colocado en un tubo
interno para disminuir los efectos de corte. 2.- Un dispositivo aereador donde la pulpa es
enérgicamente aereada por medio de un tubo venturi y 3.- una bomba para recirculacion
de pulpa. Este disefio ciertamente, disminuye el gasto de energia, sin embargo la
suspension esta sujeta a fuertes turbulencias y efectos constantes durante el tiempo de
residencia en el aereador.

venturi
.>
I
Direccion del flujo
>
/
Tubo interno bomba de recirculacién

Figura 6. Bioreactor de baja energia
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4.6.2.3 Bioreactor de Plato Inclinado Delft.

Consiste de un tanque principal (Figura 7), conteniendo la pulpa cuyos sélidos
son mantenidos en suspension por un agitador inclinado, una bomba de recirculacion
lleva la pulpa hacia un tanque superior, que alimenta a los platos inclinados. La
suspension fluye a través de estos platos con pendiente hacia el tanque principal, la
transferencia de oxigeno se realiza por la entrada de la suspension en la superficie del
tanque principal. La magnitud de la velocidad de transferencia de oxigeno es controlada
por la velocidad de flujo, la longitud e inclinaciéon de los platos y por la altura de la
caida. La caracteristica mas atractiva de este disefio es la poca potencia que requiere, sin
embargo se aprecia los efectos de turbulencia en el disefio del agitador y en la bomba de
recirculacion.

Platos inclinados

()

agitador . L]
—6)
tanque -
principal Bomba
Figura 7. Bioreactor de platos inclinados Delft
4.6.2.4 Biorotor

Bioreactor de tambor revolucionado “Biorotor”. El primer prototipo fue disefiado
en 1991, pero fue hasta 1993 que fue probado y bautizado con el nombre de “Biorotor”.
El biorotor (Figura 8), consiste de un barril cilindrico que en la pared tiene colocados
bafles en espacios regulares, cada bafle forma un contenedor donde la pulpa se colecta,
la suspension es puesta en contacto con el aire a través de un tubo en forma de T en la
cabeza de alimentacion, un tubo colocado en el lado opuesto sirve como salida de aire. A
medida que el biorotor gira, levanta la pulpa y la arrastra hacia arriba, cuando llega a la
parte superior, la pulpa cae en una pelicula delgada tan alta como el diametro del
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cilindro; la transferencia de oxigeno ocurre durante la caida y cuando la suspension
choca con la superficie de la pulpa en la parte inferior. Este disefio, cumple con los
requisitos para un buen reactor de hidrometalurgia: 1.- El mezclado es completo sin
puntos muertos 2.- las Unica turbulencia que se origina es por el choque de la pelicula
con la pulpa en la parte inferior 3.- La caracteristica mas interesante es que el oxigeno se
encuentra disponible para alcanzar un alto Ky, de tal manera que los microorganismos
se pueden desarrollar en cinéticas de alto crecimiento.

Salida

tubo de alimentacion

paletas
rodillos

Figura 8. Vista isométrica del Biorotor

El disefio del reactor, tiene por objetivo llevar a efecto la mas alta velocidad de
oxidacion y de solubilizacion del mineral sulfurado, con tiempos cortos de retencion en
los tanques y con esto disminuir el consumo de potencia (Loi et al; 1999).

4.7 Factores que Influyen en la Lixiviacion Microbiana

Durante la biolixiviacion, la cantidad de microorganismos puede cambiar, el pH
puede aumentar o disminuir, la temperatura sufre cambios (Varela et al, 1998), la
concentracion de O, y de CO, disminuye y la concentracion de metales en el medio
aumenta, (Stoner et al; 1998). Los parametros que afectan al proceso de biolixiviacion
pueden ser (Haddadin et al.,1995):

Fisicos como fendomenos de adsorcion-desorcion, densidad de pulpa, tamano de
particula, agitacion y temperatura.

Biologicos como velocidad de crecimiento, concentracion de células

Quimicos como pH y composicion del medio
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Electroquimicos como potencial 6xido -reduccion

4.7.1 Factores Fisicos
4.7.1.1 Adsorcion-Desorcion.

La adhesion de At. ferrooxidans al mineral se ha encontrado que es dependiente
de tres factores: tamafio de particula, tiempo de exposicion al mineral y los efectos de
agitacion durante la incubacion (Sampson y Ball, 2000). Los procesos de disolucion y
oxidacién incluyen fenomenos interfaciales entre las bacterias y el mineral (Dziurla et
al.,1998). Estos procesos son llevados a cabo principalmente por la union de las
bacterias al mineral, segun observaciones realizadas en microscopia de fuerza atomica
las bacterias que utilizan el sulfuro, se unen a las superficies hidrofobicas, las bacterias
que utilizan fierro II y sulfato, se adhieren a las superficies negativamente cargadas, es
decir los efectos de cargas afectan la adhesion de las bacterias a las particulas de mineral
(Gehrke et al.,1998). Dziurla et al.,1998, encontraron que el mineral puede inducir
modificaciones en la expresion de componentes de la superficie bacteriana de At
ferrooxidans. Por otro lado, en los reactores bioldgicos, donde las bacterias estan
suspendidas en un medio acuoso, las condiciones de contacto entre microorganismos y
particulas son muy diferentes a las que ocurren en medio solido (Gourdon ef al.,1998).

En medio acuoso, cerca del 90 % de las bacterias son adsorbidas en los primeros
2 minutos después de la inoculacion, la velocidad de oxidacion de minerales puede ser
aumentada al mejorar el coeficiente de adsorcion y disminuyendo el coeficiente de
desorcion; la velocidad de oxidacion esta influenciada por el nimero de bacterias unidas
a la particula de mineral (Haddadin et al.,1995).

4.7.1.2 Densidad de Pulpa y Tamafo de Particula.

La concentracion de solidos constituye uno de los pardmetros mas importantes
del proceso de biolixiviacion, este parametro, define el tamafio del equipo de
bioxidacion, se ha determinado que la concentracion de soélidos en suspension afecta a
los requerimientos de oxigeno, disponibilidad de nutrientes y efectos de agitacion; que
podrian limitar la eficiencia de la biolixiviacioén (d'Hugues ef al.,1999).

Goémez et al.,1999, reportan un decremento en la velocidad de biolixiviacion y
extraccion de cobre en concentraciones de pulpa de 10, 15 y 20 %, mientras que
Haddadin ef al., 1995 reporta que a un 10 % de concentracion de so6lidos se obtiene la
velocidad maxima de crecimiento, coincide en que a una concentracion del 25 % la
velocidad de oxidacion se retarda, este retardo pudiera ser provocado por efectos de
corte, aglomeracion de particulas, disminucion de la solubilidad y transferencia de
nutrientes gaseosos, se ha encontrado que un 12 % de densidad de pulpa peso/volumen
da un rendimiento optimo en disolucidon de antimonio.

El tamafio de particula, esta directamente relacionado con el area superficial total
y especifica de biolixiviacion del mineral, el tamano de particula, afecta la velocidad
especifica de crecimiento de las bacterias, hasta ciertas dimensiones, por abajo de 0.2
micrones, se ve afectada drasticamente la actividad de las células (Nemati et al.,1999).
La interaccion de las bacterias con el mineral esta directamente relacionada con el
tamafio de particula, estudios en calcopirita, han mostrado que particulas grandes,
producen una mayor velocidad de biolixiviacién debido a una mas eficiente unidn entre
la bacteria y el mineral, numerosas técnicas se han utilizado para investigar aspectos del
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fenomeno de fijacion entre bacteria y particula como: técnicas espectroflourométricas,
fijacion de C14, microscopia de escaner electronico, cromatografia liquida de alta
presion (HPLC) que mide a las bacterias en la fase liquida y las bacterias adheridas al
mineral, etc. (Sampson y Ball, 2000). Fowler et al.,1999, encontrd que la velocidad de
disolucion de sulfuro de zinc por At. ferrooxidans, esta directamente relacionado con las
reacciones que ocurren en la superficie de la particula de mineral, mas de lo que ocurre
de forma indirecta.

4.7.1.3 Temperatura

Por lo general a mayor temperatura, mayor es la velocidad de biolixiviacion, sin
embargo se encuentran limites especificos para diferentes microorganismos, la
temperatura donde se registra actividad varia de 4 a 37 °C para At. ferrooxidans, una
temperatura baja, condiciona a la bacteria a un periodo de adaptaciéon muy largo, por
arriba de los 16 °C, la solubilizacion del mineral se realiza en su totalidad (Ahonen et
al.,1991), At. thiooxidans se encuentra activo a temperaturas por arriba de 40 °C
(Santhiya et al.,2000) At. caldus, se ha encontrado en bioreactores operando entre 40 °C
y 50 °C (Dopson et al.,1999) Leptospirillum ferrooxidans, requiere temperaturas
mayores de 40 °C. Coram et al; 2002, reporta bacterias de Leptospirilla en plantas
operando a 45 °C y menciona un reporte de L. thermoferrooxidans creciendo en 55°C.
Para los procesos de alta temperatura (65 a 80 °C) se ha reportado el uso de bacterias
termofilicas como Sulfolobus acidocaldarius, Sulfolobus metallicus, Acidianus brierleyi
v Metallosphera sedula (Nemati et al.,2000).

La temperatura Optima es dependiente del pH del medio, a un pH bajo, la
temperatura optima de crecimiento también decrece (Haddadin ef al.,1995).

4.7.1.4 Agitacion

En los procesos de tanque agitado, las particulas de mineral son suspendidas en
solucion acuosa, las condiciones de contacto entre estas particulas y los
microorganismos, son muy diferentes a las que se encuentran en las minas, de la misma
manera, la velocidad de oxidacion de los minerales por los microorganismos, €s mayor y
mas significativa en los reactores agitados que en los procesos a cielo descubierto, por
otro lado, las bacterias unidas a la superficie del sélido, se encuentran en un equilibrio de
adsorcion y desorcion con las bacterias en suspension de la fase liquida (Gourdon et
al.,1998), debido a que la mayor parte de la oxidacion de los minerales se realiza por el
mecanismo directo (Toniazzo et al.,1999), donde el microorganismo se une al mineral,
la distribucion del mineral dentro de un reactor agitado, juega un papel crucial en el
proceso de biolixiviacion (Dziurla et al.,1998). Toniazzo et al., 1999, menciona que la
cinética microbiana es mejorada cuando se favorece el contacto entre la bacteria y el
mineral. Por otro lado, la cantidad de solidos en suspension afecta el K;a o velocidad de
transferencia de oxigeno (Sato et a/.,2000).

4.7.2 Factores Quimicos
4.7.2.1 pH
Acidithiobacillus ferrooxidans, es estrictamente acidofilico, crece en soluciones
con fierro a un margen de pH del a 4, con un crecimiento dptimo en 2, el aumento en el
pH ocasiona disoluciéon de la membrana celular y lisis de la célula (Haddadin et
al.,1995).
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La forma en que se encuentra el hierro en la naturaleza, depende mucho del pH,
debido al alto potencial del par Fe** / Fe*" que es de + 0.77 V, justo abajo del par de %
02/H,0 que es de 0.82 Ven pH =6y 1.23 en pH = 0 del tal manera que se produce
mas energia a pH mas bajo (Parés et al.,1997). El inico aceptor de electrones que puede
oxidar el fierro ferroso, es el oxigeno, a pH neutro, el fierro ferroso se oxida
espontaneamente a férrico en contacto con el aire. Debido a que el producto de la
oxidacion de sulfuros es acido sulftrico, el medio, llega a tener un pH muy bajo y los
microorganismos que ahi crecen, son acidofilicos, la mayoria crece en el margen 1.5 a
2.0; esto le da una caracteristica especial a los procesos de bioxidacion. Ya que a pH tan
bajo solo pueden crecer acidofilicos, como los utilizados para biolixiviar, el medio no es
estéril y no se trata de esterilizar, por otro lado, el proceso suele tener las condiciones
para que los microorganismos mas competentes para descomponer el mineral, sean los
que prevalezcan (Rawlings, 2002). También el pH afecta la adhesion de las bacterias con
el mineral, debido a que tanto la bacteria como el mineral cambian su carga superficial
con el pH de la soluciéon (Zheng et al.,1999).

La velocidad de consumo de oxigeno es afectada dentro de los limites criticos
(pH 1.4 a 3.5), pero el consumo permanece relativamente constante dentro de un margen
de pH de 1.5 a 2.5, Acidithiobacillus ferroxidans de American Type Culture Colletion
muestra un consumo optimo de oxigeno a pH 1.7 (Sampson ef al.,1999), At. thiooxidans
utiliza sulfuro elemental y compuestos de sulfuro reducidos como substratos a un pH tan
bajo como 0.5, para Lepstospirilla, el pH se encuentra por abajo de 1 (Coram et
al.,2002).

4.7.2.2 Composicion del Medio.

La disponibilidad de oxigeno en la lixiviacion microbiana es un factor muy
importante, el oxigeno es utilizado por Acidithiobacillus ferrooxidans como oxidante y
ultimo aceptor de electrones, durante el proceso de oxidacion At. ferrooxidans creciendo
en fierro ferroso, utiliza una cadena transportadora de electrones mediante una reaccion
doble (ecuacion 2, 7 y 10): la oxidacion de fierro ferroso y la reduccion de oxigeno. Es
evidente que la reacciéon consume oxigeno, iones hidrogeno y fierro ferroso y produce
agua, fierro ferrico y energia para la fijacion de CO, y crecimiento celular. Durante la
oxidacion de fierro ferroso, el oxigeno es consumido por la bacteria, la velocidad de
consumo de oxigeno (V,) puede ser determinada por la ecuacion (26), de Michaelis-
Menten:

V s 1S

— nax

"7 sl k, 20

donde:
v = velocidad de consumo de oxigeno
[S] = sustrato

K., = constante de Michaelis-Menten
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El oxigeno es oxidado fuera de la membrana celular a pH de =2 mientras que la
reduccioén del oxigeno ocurre en el interior de la célula a pH de 6.5 (Sampson et
al.,1999).

Acidithiobacillus ferrooxidans, es un autotrofo obligado que fija carbono por
medio del ciclo de Calvin, la enzima Ribulosa bifosfato carboxilasa-oxigenaza (RuBp
carboxilasa) es la principal enzima en el ciclo de Calvin. La actividad especifica de esta
enzima se incrementa 4 veces cuando la concentracion de CO, es el doble de la
concentracion en el aire, sin embargo la actividad se reduce cuando la concentracion es
de 5.4 %. Se reporta un 6ptimo de concentracion de CO; del 0.2 % para la produccion de
uranio y zinc (Haddadin et al.,1995).

La bacteria también necesita tener fuente de nitrogeno, fosfato, sulfato y
manganeso, disponibles como componentes esenciales para su crecimiento, la
acumulacion de productos como iones de metales pesados en una concentracion alta
inhiben la actividad bacteriana y pueden provocar la formacioén de productos hidroliticos
insolubles

4.7.3 Factores Electroquimicos
4.7.3.1 Potencial Oxido-Reduccion
El potencial oxido-reduccion indica el equilibrio entre iones en un sistema
electroquimico, la medicion de este parametro, durante la oxidacion de fierro ferroso es
una técnica para medir la actividad quimica de Acidithiobacillus ferrooxidans, para este
fin se utiliza la ecuacion de Nernst (27):

3+
E=Eo + R;m [; ‘. 27
n e

donde:
E = potencial de la solucion, en voltios
Eo = potencial estandar del par Fe’*/Fe*" en Voltios

R = constante universal de los gases kJK™' mol™

—

= temperatura absoluta en °K

n = numero de electrones transferidos por molécula

F = Constante de Faraday kJ V!

[Fe3+] = concentracion molecular de i6n ferrico, kmol m™

+ ., ., -
[Fe2 ] = concentracién molecular de i6n ferroso, kmol m !
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De la ecuacion (27) se deduce que durante la oxidacion de fierro ferroso, debido
al incremento de fierro ferrico, el potencial de la solucidn tiende a aumentar (Nemati et
al.,1996) por lo que el potencial oOxido-reduccion puede ser aplicado para la
determinacion del indice de i6n ferrico / i6n ferroso (Boon et al.,1999).

Durante la oxidacion bacteriana de fierro ferroso, (utilizado para la obtencion de
energia) el potencial oxido-reduccion de la solucion se hace mds positivo debido al
aumento de fierro ferrico. En reactores agitados de operacion continua, un estado estable
es alcanzado en el cual el potencial 6xido-reduccion permanece casi constante y alto,
bajo estas condiciones la capacidad de At. ferrooxidans para oxidar el fierro ferroso es
fuertemente afectada por la presencia de fierro férrico (Rawlings ef al.,1999)

4.7.4 Factores Biologicos
4.7.4.1 Velocidad de crecimiento.

Los microorganismos que se utilizan en los procesos de biolixiviacion tienen
tiempos de duplicacion que van desde las 20 hasta las 70 horas (Medrano et al; 2000).
La biooxidacion de minerales por consorcio de bacterias ocurre a una velocidad mayor
de la que lo harian las cepas puras, por otro lado, At. ferrooxidans acelera la velocidad
de oxidacion de fierro ferroso de 10° a 10° veces, comparado con la reacciéon quimica
originada por el oxigeno disuelto (Rawlings ef al.,1999).

La velocidad de crecimiento esta directamente influenciada por la temperatura, a
una temperatura baja (4 °C), la velocidad maxima se alcanza en varia semanas, mientras
que a temperaturas altas (37 °C) se alcanza en algunos dias (Ahonen ef al.,1991).

Por lo regular las cepas de bacterias biolixiviantes son propagadas en medios
sintéticos pero cuando son inoculadas en mineral la fase Lag se extiende indicando que a
las bacterias no les agrada el cambio (Sampson et al.,2000)

4.7.4.2 Concentracion de Células.

Después de inocular los tanques de fermentacion, la poblacion bacteriana crece a
un nivel el cual es mantenido por las condiciones y la cantidad del mineral sulfurado, la
poblacioén se mantiene a un nivel suficiente para asegurar el recubrimiento de cualquier
superficie de mineral sulfurado nuevo que venga a estar disponible, sin reducir la
velocidad de solubilizacion del mineral y sin disminuir severamente el numero de
células (Medrano et al.,2000).

En los procesos de biolixiviacion se encuentra cierta dificultad para medir la
concentracion de células, o realizar estimaciones de biomasa relacionada con el
contenido de proteina debido a la presencia de carbonatos y iones presentes en el medio
(Flores, 1994), un balance entre el estado de reduccion y la medicion de la velocidad de
consumo de oxigeno y dioxido de carbono se ha utilizado para la medicion bacteriana
(Breed et al.,1999).

4.8 Modelos para la Biolixiviacion

Las concentraciones de células y sustratos pueden ser estimadas por medio de
modelos matematicos, un modelo surge de la observacion de un fenomeno, este se
representa con una serie de simbolos que lo explican y predicen lo que ocurrird, si las
condiciones lo permiten, se pueden manipular las variables para esperar una respuesta
conocida (Lopez de Medrano, 1986).
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Existen muchas referencias de modelos matematicos en biotecnologia. Los
primeros modelos que se propusieron, eran muy generales, basados en el crecimiento de
microorganismos y carecian de necesidades para situaciones especificas, actualmente
existen muchos modelos para explicar la lixiviacion microbiana (Nemati et al.,1997)

Los modelos matematicos pueden ser tan sencillos como el propuesto por
Biagiola et al; 2001, que considera el comportamiento dindmico del proceso con
respecto a crecimiento microbiano y consumo de sustrato:

f;= 4, x (28)
ds
E:/us X (29)

donde:
x es el crecimiento microbiano

s es el sustrato
u. es la velocidad especifica de crecimiento
M, es la velocidad especifica de consumo de sustrato

La mayoria de los modelos matematicos, son modificaciones de la ecuacion de
Monod (ecuacion 30), para la velocidad de crecimiento microbiano:

S|

(30)

donde:

1 = velocidad especifica de crecimiento
‘S‘= concentracion de sustrato limitante

Kg = constante
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Haddadin et al; 1995, ha propuesto tres categorias para los modelos de
biolixiviacion, esta clasificacion, toma en cuenta el balance de masas en el sistema. La
clasificacion es la siguiente:

1. reactores bien agitados, tomando en cuenta solo la fase liquida
2. reactores bien agitados, tomando en cuenta la fase liquida y solida
3. reactores no ideales, o reactores de biopelicula

4.8.1 Modelos de Reactores Bien Agitados. Tomando en cuenta solo la fase
liquida (Haddadin et al.,1995).

4.8.1.1 Modelo de Kumar y Gandhi.
El modelo es una expresion de cinética de crecimiento que toma en cuenta varios
factores:
- la oxidacion del fierro ferroso
- la muerte bacteriana por inhibicién de fierro ferrico,
- la presencia de un pH optimo y el efecto de la variacion
- la precipitacion de fierro ferrico.

f,,-exp|-ky(pH — pH, )’ [Fe*
k, + Fe™

u= €2y

donde pHy es el pH optimo para At. ferrooxidans y i me €s la velocidad especifica

maxima Optima de crecimiento (h™"). Este es un modelo simple del tipo Monod que
evalua la evolucion del pH y sus efectos en la velocidad de oxidacion.

4.8.1.2 Modelo Lacey y Lawson.
En este modelo, se asume la presencia abundante de oxigeno, didoxido de carbono
y otros nutrientes, aqui, la disponibilidad de fierro ferroso limita la velocidad de
crecimiento de la bacteria y es el Unico factor limitante. El modelo esta disefiado para la
velocidad especifica de crecimiento en cultivo por lote dada por:

dXT _ um 'Fez+
dt Ks+ Fe™

Xr (32)

Esta expresion asume que hay una relacion entre la velocidad especifica de
crecimiento y la oxidacion de fierro ferroso.
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4.8.2 Modelos para Tanque Bien Agitado. Tomando en cuenta la fase liquida
y/o fase sélida (Haddadin ef al.,1995)

4.8.2.1 Modelo de Blancarte-Zurita y Branion.

El modelo describe la lixiviaciéon de metal a partir de minerales sulfurados,
también toma en cuenta los efectos del tamafio de particula durante la disolucion de
cobre, hierro y zinc a partir de su fuente.

Hace las siguientes suposiciones:

1. La densidad de las particulas, la forma de la particula y el numero de particulas por
unidad de volumen, permanecen constantes.

2.- El tamafo de particula comienza a decrecer en forma simultanea a la lixiviacion.

El modelo expresa que la velocidad de disolucion de una particula simple, puede
ser expresada como sigue:

aM , d(dD))
=3aqpdD, -~ 77 33
it ap P o (33)

donde: M es la masa de la particula y dD,, es el didmetro de la particula.

Este modelo, presenta un enfoque relevante para estimar el decremento del
tamafio de particula durante el proceso de biolixiviacién, pero carece de aspectos
microbianos.

4.8.2.2 Modelo de Konishi y Katoh

A partir de sus datos, konishi y Katoh mencionan que la disolucion de la pirita
por las bacterias, es tan baja como lo es la adhesion de las bacterias a la superficie del
mineral y concluyen que el equilibrio de adhesion microbiana siempre se establece
durante el proceso de disolucion. Aqui se asume que el crecimiento de At ferrooxidans
puede darse tanto en la fase liquida como en la fase solida de la pirita.

El crecimiento, la adsorcion y desorcion de bacterias, puede ocurrir
simultdneamente durante el proceso de disolucion. La velocidad de crecimiento de las
bacterias adsorbidas es proporcional a la produccién de células adsorbidas y a la fraccion
de superficie que no es ocupada por las bacterias. El modelo esta dado por la siguiente
expresion, que relaciona la velocidad de disolucién con el crecimiento de bacterias
adheridas al mineral:
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k) <34>
Yyias VO dt

donde:

rX,= velocidad de crecimiento de bacterias adheridas al mineral
yx4/s = produccion de bacterias adsorbidas en crecimiento

V = volumen de la mezcla s6lido-liquido

W = peso de la particula sélida en cualquier momento

El modelo es un enfoque matematico de la ecuacion de Langmuir, que toma en
cuenta los procesos de adsorcion y desorcion de la bacteria, este modelo no toma en
cuenta a los limitantes e inhibidores para el crecimiento bacteriano o la velocidad de
oxidacion por factores macro y micro ambientales.

4.8.2.3 Modelo de Sanmugasunderam y Branion.

El modelo desarrollado es aplicable a los procesos continuos de At. ferrooxidans
en concentrado de sulfuro de zinc, se asume que:
1. La adsorcion de la bacteria a la superficie solida es necesaria para la biolixiviacion
2. La oxidacion del fierro ferroso es despreciable
Se establecieron postulados para bacterias fijas y bacterias libres:
1. La velocidad de la adsorcion bacteriana es proporcional al nimero de bacterias libres
y al area superficial libre.
2. La velocidad de desorcion bacteriana es proporcional a la concentracion bacteriana en
la superficie.

El modelo esta expresado para el nimero de bacterias adsorbidas Xa:

1/2

(A4 X, 0+K)£[(4+X,6+ K)? —0x, 4]

X
A 20

35)

donde:

A = concentracion en el area superficial

0 = area superficial ocupada por la bacteria

K = indice entre la k de desorcion y la k de adsorcion

Xt =numero de bacterias libres
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4.8.2.4 Modelo de Hanson.

El modelo que propone, predice la velocidad de disolucién de concentrado de
calcopirita, para procesos mas alla de la precipitacion de jarosita, hace varias
suposiciones para ayudar a predecir la velocidad de disolucion:

1. El crecimiento bacteriano, sigue la ecuacion cinética de Monod
2. La transferencia de masa, oxigeno y nutrientes no son factores limitantes
3. Un cierto nimero de bacterias se adsorbe en la superficie de la particula

El modelo es una expresion que une la velocidad de crecimiento microbiano

dX+/dt a la produccion de bacterias adsorbidas en crecimiento yxa/s

(I_Kh) 2+
dXp/dt= u X Fe™ |+ K 36
T /le |:KS + Fez+ [ e ] b ( )

donde:
Ky = coeficiente de particion entre células libres y células absorbidas

X
'umiA (37)

Tcalcopirita—
X4/8

donde:
Yxa/s = produccion de bacterias creciendo en sustrato (calcopirita)

Por lo anterior, las bacterias libres oxidando el fierro ferroso a fierro férrico esta
expresado por la siguiente ecuacion:

,UmAX:F [Feq2+ ]
Yx4/Fez+ (|-Fez+ J+ KS )

rFe’" = (38)

Este modelo toma en cuenta la inhibicion por fierro férrico, pero no toma en
cuenta la precipitacion de jarosita, y tampoco toma en cuenta los efectos provocados por
la acumulacion de altas concentraciones de iones metalicos.

4.8.2.5. Modelo de Myerson & Kline y Chang & Myerson.
En este modelo, se estudia la lixiviacion continua de sulfuro piritico a partir de
carbon, aqui se modeld la velocidad de biolixiviacién para expresarla en términos de
velocidad de adsorcidon y concentracion bacteriana en solucion.

X A
Tpiria = 2447 (39)
X4/8
Para construir el modelo se tomo la velocidad de adsorcion de At. ferrooxidans

en la superficie de carbon con una cinética de segundo orden:
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dXp/dt = -Ka[Xe] [A] (40)

También, la concentracidon bacteriana en la solucion, que puede ser determinada
como la diferencia entre la concentracion inicial de la solucion [Xg]y y la concentracion
de la bacteria unida a la superficie de la particula [Xa] expresadas por las siguientes
ecuaciones.

[XF] = [Xrlo - [Xal (41)
[Xal = [Alo - 0[XA] (42)

Después de sustituir la ecuaciéon 17 y 18 en la ecuacion 16, se rearregla y se
integra para obtener el modelo propuesto:

1 In |:[XF]O([A]O _H[XA]):|
[A]o _e[XF ]0 [A]o ([XF ]o _[XA])

Kat=

(43)

donde:

K = constante cinética experimentalmente determinada para diferentes tipos de carbon
Este modelo matematicamente representa la relacion entre bacterias adheridas y

bacterias libres.

4.8.2.6 Modelo de Kargi y Weissman & Myerson.

Este modelo determina la influencia de pardmetros fisicos y biologicos en la
desulfuracion de carbon. Se hacen las siguientes suposiciones:
1. La distribucion de la pirita es uniforme en las particulas de carbon
2. El tamafio de las particulas es uniforme
3. Las bacterias utilizan el mecanismo directo
4. Las bacterias unidas a la superficie libre de la pirita, es insignificante
5. El reactor es bien agitado, aireado con enriquecimiento con CO;
6. El pH y la temperatura son controlados

Un balance de masa de bacterias unidas y bacterias libres y la concentracion de
sustrato en particulas de carbon, fueron la base para este modelo.

Los elementos del modelo son:
a) La oxidacion del sustrato depende de la superficie de la particula (r8) y el volumen
de mezcla en reaccion (ry), caracterizados por el porcentaje de pulpa en el medio (p,)
la densidad del carbon bituminoso (pt) y el didmetro de la particula (D,), dada por la
siguiente relacion:
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6 p
1, =-(r8¢) — > 44
( )5 (44)

ppt

b) La velocidad de oxidacion del sulfuro piritico, da un coeficiente de rendimiento
expresado por:

(XT B Xro)
N°(S° pirita = S iV,

(45)

Yxas =

donde:
Vp = volumen de una particula simple de carbon bituminoso
Xt0 = concentracion inicial de bacterias
0 _ e e .
S pirita = concentracion inicial de sustrato
N? = numero de particulas de carbon por unidad de volumen

Xt =namero total de bacterias por unidad de volumen de mezcla

Para expresar el modelo, se utiliza la siguiente ecuacién que reune los
parametros anteriores:

s°
_ pirita
Xr= pp¥ys + X7 (46)

t
Este modelo es el que mejor representa al proceso de biolixiviacion, ya
que retne factores bioldgicos y aspectos fisicos, ademas, este modelo puede ser utilizado
como una base para la evaluacion economica del proceso de desulfuracion y su

comparacion con los procesos industriales.

4.8.3 Modelos de Reactores no-ideales o Reactores de Biopelicula (Haddadin
et al.,1995)

Este tipo de reactores han sido utilizados para el tratamiento aerobio de aguas
residuales

4.8.3.1. Modelo de Wichlaez y Unz.

El modelo desarrollado, describe la oxidacion del fierro ferroso y el crecimiento
de bacterias oxidativas unidas al disco de un contactor bioldgico rotativo.

Las bases de este modelo son:
1. No hay problemas de difusion ni transferencia de masa
2. La bacteria se encuentra en la superficie acuosa del disco
3. La difusion del sustrato esta libre
4. Hay perfecta agitacion del sustrato
5. La bacteria es la responsable del decremento en la concentracion de fierro ferroso
6. La mayor parte de la oxidacion del sustrato ocurre por la adhesion de la bacteria mas
que por las bacteria en la fase acuosa.
7. La muerte de microorganismos es despreciable comparada con la division bacteriana
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La expresion del modelo se ha utilizado para estimar la velocidad de oxidacion
de fierro ferroso:

_ PR

rFe? .
K, + |Fe ’ |

(47)

donde:
rFe’” = es la cantidad de fierro oxidado por h cm?
P = constante de capacidad de area

La constante de capacidad de area, puede ser modificada por la concentracion de
fierro ferroso y el K. Este modelo carece de aspectos fisicos y su relacion con aspectos
bioldgicos

4.8.3.2. Modelo de Karamaney.

El modelo describe la estructura de una pelicula de At. ferrooxidans, refiriéndose
a pelicula como la asociacion entre microorganismos, compuestos extracelulares
polisacaridos y soporte de so6lidos inertes.

Se hacen algunas suposiciones:
a) La adhesion del microorganismo, se realiza en la superficie de una sustancia porosa
inerte, la cual forma el soporte para la bacteria.
b) La presencia de los microorganismos en la superficie, origina una sola capa. Gourdon,
1998 demostr6 que no se forma una pelicula o "biofilm".
¢) durante la division celular, una célula continta unida a la superficie, mientras que otra
la abandona y emigra a la fase acuosa.
d) El volumen de la mezcla es constante
e) La velocidad de acumulacion de biopelicula es no significativa comparada con la
velocidad de crecimiento celular.
f) Las células en fase acuosa y fase solida, utilizan el mismo sustrato, forman el mismo
producto y tiene la misma velocidad de crecimiento.

El modelo representa a las bacterias que se encuentra en el reactor:

Xr=Yxure [Feg - (- - x/ﬂz —4DFe; K [p,, —D])/2( 1, — D)
(48)
Este modelo representa la relacion de las células adheridas y células libres.
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4.9 Modelos de Red Neuronal

Los Modelos de Red Neuronal (MRN), surgen por el interés de modelar el
sistema nervioso humano en la década de los 40's, en la actualidad, las aplicaciones de
los MRN van mas allda de modelar los sistemas nerviosos (Rico et al.,1998), las
aplicaciones estan reportadas (MatLab ToolBox, 2002) en una amplia gama de areas
como:

Negocios: El estudio DARPA de redes neuronales, enlista varias aplicaciones de MRN
comenzando en 1984 con el ecualizador de canal adaptativo. Este dispositivo el cual
tuvo éxito comercial, es un MRN de una sola neurona utilizada en telefonia de larga
distancia para estabilizar la sefal auditiva.

Tecnologia de aviacion: Piloto automatico de alto desempefio, simulador de vias aéreas,
sistema de control de aviones, simulaciéon de componentes de aviones, deteccion de
fallas en aviones.

Industria Automeotriz: Sistema de conduccién automatica, andlisis de garantias en
piezas de desgaste.

Actividad de tarjetas de crédito: Los MRN son utilizados para detectar una actividad
inusualmente alta que pudiera estar asociada a perdida de tarjeta de crédito.

Ejercito: Direccion de defensa, ajuste de objetivos, discriminacion de objetos,
reconocimiento de rostros, nuevos tipos de sensores, sonares, radares y procesadores de
imagen, supresion de ruidos e interferencia, identificacion de sefial de imagen, etc.
Electrénica: Prediccion de secuencia de cddigos, programacion de circuitos integrados,
control de procesos, circuitos de analisis de fallas, vision mecanica, sintetizador de voz,
modelamiento no-lineal.

Entretenimiento: Efectos especiales, mercado de prediccion del tiempo.

Actividades financieras: Andlisis de linea de crédito, analisis corporativo financiero,
prediccion de interés

Industria: Prediccion de emision de gases de hornos y otros procesos industriales.
Pélizas de seguros: evaluacion de aplicaciones.

Manufactura: Control de procesos, disefio y andlisis de productos, diagnostico de
maquinaria y procesos, sistemas de inspeccion de calidad, pruebas en bebidas,
prediccion de calidad de papel, andlisis, disefio de productos quimicos, etc.

Medicina: Analisis de células cancerosas, disefio de protesis, optimizacion en los
tiempos de transplante, mejoramiento de la calidad en hospitales,

Robotica: Control de trayectoria, controladores, sistemas de vision, etc.
Telecomunicaciones: Compresion de datos e imagenes, servicios de informacion
automatica, traduccion en tiempo real de lenguaje.

Cuando los procesos tienen un comportamiento altamente no-lineal, las redes
neuronales son utilizados satisfactoriamente para modelar y controlar estos procesos, los
bioreactores presentan un comportamiento complejo, ya que por lo general incluyen
subsistemas biologicos que tienen numerosos estados internos los cuales requieren el uso
de parametros con interrelaciones altamente no-lineales (Aoyama, 1995). Los MRN
tienen cierta ventaja sobre los métodos estadisticos convencionales; ya que pueden tratar
con la variabilidad inherente asociada a los procesos biologicos (Noble et al.,2000).

Los Modelos de Red Neuronal (MRN) son construidos por medio de un software
de computacién, consisten de capas y neuronas que realizan una evaluacion
independiente y transfieren una respuesta a otras neuronas, cada neurona en una capa
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esta conectada a otra neurona en la siguiente capa de tal manera que la respuesta de una
neurona, afecta a las neuronas a las cuales esta conectada, (Noble et al.,2000).

Los MRN son un sistema de procesamiento de datos que consiste de cierto
numero de elementos simples de procesamiento interconectados entre ellos en una forma
que esta inspirada en la estructura de la corteza cerebral humana, en un intento por
emular la funcion de las neuronas bioldgicas con métodos computacionales.

Una neurona bioldgica es una unidad celular del sistema nervioso cerebral
(Figura 9) que recibe y procesa sefiales a través de sus vias de entrada llamadas
dendritas, la senal de entrada, produce una respuesta que sale a través del axon, el cual
esta conectado a otras dendritas de otras neuronas diferentes.

Synagw

Dl rine

Figura 9. Neurona Biologica

Un Modelo de Red Neuronal (MRN) es un modelo cuyos elementos estan
basados en la fisiologia y procesamiento de los elementos individuales del cerebro
humano, en la Figura 10 se muestra el modelo de McCulloch-Pitts (Page et al; 1991)
cada variable de entrada 1, 2 y 3, (inputs) es transmitida a través de una conexiéon que
multiplica su influencia por un valor w (weight ) y forma el producto w(i). Las variables
de entrada w(i) se suman a un escalar b que le da flexibilidad y amplitud al modelo, la
sumatoria de todas las variables de entrada, multiplicadas por su influencia y sumadas
con b, son la cantidad que llegara a la funcion de transferencia f, la cual produce una
respuesta a (output) que tendra el comportamiento de acuerdo a la funcion de activacion
que se halla seleccionado para el proceso, la funcion de transferencia, es una funcion de
paso que toma el valor de (W(i)+b) y produce una respuesta a. La idea principal de los
MRN es que los pardmetros de w y b puedan ser ajustados por medio de datos
experimentales utilizando un proceso que se llama entrenamiento, para que la red exhiba
un comportamiento deseado; los w ajustados pueden ser utilizados para reconocer
patrones de comportamiento, proveer informacion respecto de relaciones entre
componentes de un perfil, o por medio de un andlisis de sensitividad determinar la
contribucion relativa de las entradas de cada neurona en el resultado final, los w de la
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red pueden ser modificados durante un proceso en-linea y cambiar el resultado de un
proceso.

variable(1)
w1
funcion
variable(2) W2 o | respuesta
% i
variable(3)

Figura 10. Neurona Artificial

Las neuronas se pueden combinar unas con otras en una configuracion llamada
capa. Algunos MRN pueden tener varias capas, en la Figura 11, se muestra la estructura
de una MRN con tres capas; aqui se puede apreciar una capa oculta.

Input layer Hidden layer output layer

Figura 11. MRN con tres capas
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4.9.1 Arquitectura de los Modelos de Red Neuronal.
La arquitectura de un MRN se refiere a como trabaja la red neuronal, las
arquitecturas simples se utilizan en cuatro tipos: MRN de alimentacion hacia adelante,

MRN recurrentes, MRN de retroalimentacion interna y MRN no-supervisada (Irwin et
al.,1995).

4.9.1.1 MRN Hacia Adelante.

Algunas veces llamadas redes de propagacion hacia atrds. La conectividad de
estas redes esta establecida de tal manera que cada neurona en una capa distribuye su
respuesta a todas las neuronas de la capa inmediata superior, en este tipo de arquitectura
(Figura 12) las neuronas de la primera capa tienen la funciéon de distribuir sus entradas a
la capa inmediata superior, las neuronas en las capas intermedias, calculan sus salidas en
la forma que ya se menciono: como una funcién escalar no-lineal de la suma de
influencia de sus entradas mas una variable. Estas estructuras, tienen propiedades de
aproximadores universales, es decir que pueden ser utilizadas para aproximar cualquier
funcién continua de » variables reales con un soporte en el hiper-cubo unitario.

capa de salida

capas ocultas

W21 W31

capa de entrada >

Vi

Figura 12. Representacion esquematica de un MRN de alimentacion hacia adelante
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Las formulas para el calculo de la salida de cada neurona, nos ilustra como se
realiza cada operacion:

Vo =f(WeaVs+ WesVs + bg) (49)
Vs =1 (Ws2V2 + ws3V3 + bs) (50)
Va=f(WarVa + wasVs + by) (51)
V3 =1 (w31Vi +bs) (52)
Vo =f(w2 V] +by) (53)

En las capas ocultas, se encuentra la funcion de activacion f, la forma de la
funcion no-lineal puede variar de acuerdo a las aplicaciones.

4.9.1.2 MRN Recurrente Interna

En este tipo de redes, se permite la existencia de conexiones en lazos de
retroalimentacion (laterales y hacia atras).

Ve
capa de salida &)9

We4 Wes

O
capas ocultas
W2 Ws3
Ws2
NONGPCK

W31
capa de entrada

v

Figura 13. Representacion esquematica de una MRN recurrente

La conexioén de la neurona 6 con las neuronas 2 y 3 convierte al MRN de
alimentacion hacia adelante (Figura 13), en un tipo de red completamente diferente, la
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formula para el calculo de salida de la neurona 6 se da en seguida siendo notorio que el
valor de V¢ depende de si mismo:

Ve =Wes f (Warf (W21 Vi + WasVe + b)) + Was f (W31 V1 + W3V + b3))
+ Wes [ (Ws2 £ (W21 Vi + WaVe + by) + wsz /(W31 V1 + WiV + b3))
(54)

En muchas aplicaciones como son la rectificacion de sefiales, modulacion de
sistemas continuos, etc., frecuentemente se hace uso de redes recurrentes, son comunes
las redes en que una capa completa de neuronas recurrentes se retroalimenta a una capa
inferior, este tipo de arquitectura se denomina " redes tipo Elman", se disefiaron con la
finalidad de proporcionar memoria a las redes.

4.9.2 Funcion de transferencia.

La forma de esta funcion puede variar de acuerdo a sus aplicaciones, una de las
formas mas comunes de la funcidén de activacion para las neuronas en las capas ocultas,
es la sigmoidal:

1
1+e

f(n) = % (1 +tanh (n)) = (55)

-n

4.9.2.1 La Funcion de Transferencia Hardlim o Escalén
La funcion obliga a la neurona a producir un 1 si su entrada neta, alcanza un
umbral, de otra forma produce un 0, esto permite a la neurona realizar clasificaciones o
decir Si o No, este tipo de funcion (Figura 14), se utiliza en un tipo de red llamado
Perceptron.

+1

Figura 14. Funcidn de transferencia Hardlim
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4.9.2.2. Funcion de Hardlims.
La funcién de transferencia de escalon simétrico o Hardlims (Figura 15), obliga
a la neurona a producir un 1 si su entrada alcanza un umbral, de otra forma produce un -
1, de igual manera, la neurona es capaz de clasificar o decir Si o No.

+1

Figura 15. Gréafico para la funcion de activacion de escalon o Hardlims.
4.9.2.3 Funcion Logaritmo Sigmoidal.

Esta funcion (Figura 16), calcula la respuesta a partir de la variable de entrada
por medio de la siguiente formula.

logsig =1/ (1+ exp (-n)) (56)

a

+1

Figura 16. Grafico para la funcion de activacion logaritmica
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4.9.2.4 Funcion de Transferencia Purelin.
Produce el mismo valor de la variable de entrada (Figura 17), aplica el siguiente
logaritmo matematico:

Purelin (n) =n (57)

+1

Figura 17. Gréafico para la funcidon de activacion purelin

4.9.2.5 Funcion de Transferencia Satlin,.
Esta funcion (Figura 18), produce un cero si n es menor o igual a 0, un mismo
valor de n sin es igual o mayor de 0 y un 1 si n es igual o mayor de 1.
a

+1

Figura 18. Diagrama para la funcion de activacion Satlin
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4.9.2.6 Funcion de Transferencia Tangente-sigmoidal.
La funcion (Figura 19), calcula su respuesta de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

n=2/(1+exp (-2 * n)) -1 (58)

Esto es matematicamente equivalente a Tanh(n).

Figura 19. Diagrama para la funcion de activacion tangente sigmoidal

4.9.3 Entrenamiento de Redes.

El entrenamiento de la red también conocido como regla de aprendizaje, es una
regla para actualizar la fuerza de una conexidon entre neuronas, el proceso de
entrenamiento de la red, se formula como un problema de minimizacién en el sentido de
minimos cuadrados. El MRN hacia adelante, tiene su regla de aprendizaje, uno puede
alterar las propiedades de un aproximador cambiando la manera en las neuronas se
combinan entre si, o buscar cambiar la fuerza de las conexiones entre neuronas mediante
"experiencias" si tenemos un conjunto de p pares entrada-salida y se desea construir una
red que capture el mapeo implicito entre dichas entradas y salidas. El proceso de
entrenamiento de la red "aprendizaje por experiencia" se alcanza al minimizar la suma
del cuadrado de los errores entre las salidas de la red y los valores experimentales
observados para cada par de entrada-salida.
ejemplo: para la red de la Figura 12, suponemos un conjunto de pares input* - output®
donde k= 1,....,p), para evaluar la red se asigna la salida de la neurona de la primera capa
con su entrada: V,* = input*, en términos matematicos, el entrenamiento de la red se
alcanza al resolver el siguiente problema de minimizacion:
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P P
minEw,0=;Z(Ok —V5y = ;Z(e")2 (59)
k=1 k=1

donde: V" es la salida de la red usando las entradas del k-ésimo par.

Para resolver la ecuacion (59), se utiliza la propagacion hacia atras, o el método
de gradiente conjugado.

4.9.4 Numero de Neuronas.

Un punto importante en la elaboracion de redes es determinar el nimero de
neuronas en las capas ocultas, no se encuentra una forma exacta de determinar el nimero
de neuronas, la eleccion suele ser por experiencia, a mayor nimero de neuronas, mayor
suele ser el grado de complejidad del problema. Por lo general se utiliza un método
estadistico conocido como validacion cruzada, que consiste en hacer uso de un conjunto
de datos experimentales diferentes a los incluidos en el conjunto de datos experimentales
para examinar la capacidad de generalizacion de la red, este proceso busca que la red
pueda generalizar y se evite el sobreentrenamiento. El gradiente de la funcion error y el
cambio de parametros de la red se calculan respecto del conjunto de entrenamiento, el
criterio para declarar convergencia esta basado en la evolucion del error, la convergencia
se declara después de que han pasado un nimero significativo de iteraciones sin ningin
decremento significativo del error respecto de dicho conjunto de prueba.

4.10 Control de Procesos

Un uso ideal de los modelos matematicos es el control de procesos, para esto se
requiere un modelo adecuado al tipo de sensores disponibles para la captura de datos
(Teheira, 1989), la aparicion de nuevas técnicas de alto desempefio, reactores
computarizados y nuevas técnicas analiticas permite el control y el mejoramiento de los
procesos asociados con la lixiviacion. Para obtener un buen modelo, es necesario tener
un esquema detallado de los mecanismos incluidos en el proceso; aqui se incluyen los
parametros fisicos, bioldgicos, electroquimicos y quimicos (Haddadin, 1995).

Inicialmente las computadoras se utilizaron para automatizar los calculos
comunes y los instrumentos existentes, posteriormente, se desarrollaron nuevos métodos
de medicion que solo se hicieron mas practicos mediante el uso de sistemas de computo
y técnicas de procesamiento de datos a alta velocidad. La evolucion de las técnicas de
mediciéon notoriamente han mejorado la interaccién: Instrumentos de medicion-
computadora-analista (Willard, 1991).

4.10.1 Sistema de Adquisicion de Datos "fuera de linea".

El sistema mas comun es el sistema de adquisicion de datos "fuera de linea"
(Figura 20), donde el analista toma los datos del instrumento de medicion y por medio
de un programa de computacion, somete los datos a procesamiento, la computadora no
esta en comunicacion directa con el proceso y los cambios necesarios tienen que esperar
a la interpretacion del analista asi mismo, estan sujetos a los cambios inherentes a la
toma de muestra del analista (Willard, 1991)
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Figura 20. Sistema de adquisicion de datos "fuera de linea"

4.10.2 Sistema de Adquisicion de Datos "sobre la linea".
Cuando la computadora esta conectada a los instrumentos de medicion por medio
de una interfaz electronica (Figura 21), el sistema se llama sobre la linea, el analista
interacciona tanto con los instrumentos como con la computadora para obtener y
procesar los datos, el sistema permite al analista realizar los ajustes necesarios para
mantener el proceso en condiciones estables.
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Control

Figura 21 Sistema de adquisicion de datos "Sobre la linea"
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4.10.3 Sistemas de Adquisicion de Datos "en-linea".

Cuando la computadora se convierte en parte integra de los aparatos de medicion
(Figura 22), se llama en-linea, los programas del equipo de medicion estan previamente
programados. Los sistemas en-linea permiten tener un control de los procesos en tiempo
real. Este es el sistema que se utiliza para verificar la calidad de los productos en el
momento que se estan elaborando. En la configuracion basica de los bioreactores, hay
control solo para los pardmetros fisicos y quimicos como: pH, temperatura, velocidad de
agitacion, aereacion, volumen, etc. (Stoner ef al.,1998)

Datos Datos
Instrumento > » Computadora
Interfaz |
“Tespucsta
T Cambio
Proceso
control

Figura 22. Sistema de adquisicion de datos "en-linea"

4.10.4 Sistema de Adquisicion Datos y Control "intra-linea".

En esta configuracion, existen varias microcomputadoras con la capacidad de
cambiar la naturaleza del sistema de medicion, el sistema multiple de microprocesadores
tiene funciones individuales que permiten tener informacioén y control de proceso en
tiempo real. Las ventajas que se obtienen de reemplazar el equipo electronico
instrumental por microcomputadoras son: mayor confiabilidad, analisis méas completos
y confiables, mayor exactitud de datos y facilidad de comunicacion con otros
dispositivos.

4.11 Proceso de Lectura y Control de Variables.

Muchos fenomenos quimicos o electroquimicos son evaluados por la medicion
en el cambio de un parametro fisico, tal como la temperatura, absorbancia, pH.

El proceso de medicion incluye la conversion de un pardmetro fisico en sefial
eléctrica, la cual representa la magnitud del cambio a lo que se le llama sefial analdgica,
estas sefiales incluyen: voltaje, amperaje, resistencia, capacitancia, etc.

Las sefiales analogicas son relacionadas con el pardmetro fisico por medio de una
funcion constante o curva de calibracion. La sefial analdgica necesita ser digitalizada
antes de entrar a la computadora para esto se utiliza la interfaz o convertidor analdgico-
digital.
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La seleccion de una interfaz entre dispositivos y la computadora, requiere un
andlisis cuidadoso debido a que la interfaz puede crear datos erraticos por el simple
hecho de convertirlos de sefal analodgica a lenguaje digital, la sefial analogica es una
serie de puntos continda e infinita y la sefial digital es una serie de puntos de numero
definido.

4.12 Procesos Neurocontrolados.

El uso de redes neuronales en procesos donde la respuesta de la red es utilizada
para controlar motores, valvulas, resistencias, o cualquier cosa que necesite ser
accionada es lo que se conoce como neurocontrol. Existen 5 métodos bésicos utilizados
en neurocontrol:

1. El primero es el control supervisado, el modelo de red neuronal es entrenado para
tomar lecturas de los electrodos colocados en el reactor y realiza una tarea especifica a
partir de los datos recolectados.

2. El control inverso los cambios al proceso se realizan de manera de retroalimentacion,
cambiando las condiciones y evaluando el resultado continuamente.

3. El control neuronal adaptativo, tiene el objetivo de controlar un proceso por medio de
un modelo propuesto, el que actiia como un disefio de especificaciones para sistema no-
lineales.

4. La retrogradacion permite derivar un calendario de acciones para adaptar acciones
oOptimas que maximizan los procesos en multiples periodos de tiempo.

5. El método adaptado a situaciones criticas permite maximizar funciones sobre el
tiempo (Maren, 1990).
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5. METODOS

La metodologia se llevo a cabo en tres etapas, en la primer etapa se acondiciond
un fermentador con sistemas de lectura y control de variables con la finalidad de tener
los parametros en-linea y poder controlarlos por medios computarizados; en esta etapa
se realizaron pruebas con agua y con un microorganismo de crecimiento rapido con
requerimientos especificos de pH y temperatura, el microorganismo seleccionado fue
Rhodotorula glutinis la importancia de esto fue determinar la funcionalidad del sistema
elaborado. En la segunda etapa se realizaron ensayos a nivel matraz con mineral de
plomo y zinc contaminado con arsénico, aqui se utilizdé el microorganismo de trabajo
Acidithiobacillus ferroxidans para obtener datos suficientes con los cuales elaborar un
modelo neuronal que relacionara el crecimiento del microorganismo, que se estimé
indirectamente por medio del potencial 6xido-reduccion (Nemati et al., 1996, Fowler et
al.,1999), con las variables pH y temperatura. En la tercera etapa se desarrolld la red
neuronal, la cual se optimizo, se valido y se aplicd en ensayos a nivel fermentador con
control constante de las variables del sistema.

5.1 Establecimiento del Sistema de Lectura y Control.

5.1.1 Hardware

Se utiliz6 una computadora marca Alaska Pentium II a la cual se le instal6 una
tarjeta CIO-DAS 08/ Jr de Computer Boards ® de 8 canales de lectura y 8 salidas
digitales.

5.1.2 Software

Se disefio y escribio un cddigo de lectura y control en Visual Basic ® con las
siguientes caracteristicas:

e Pantalla interactiva

Tiempo de lectura cada 500 milisegundos
Control programado y por algoritmo
Almacenamiento de datos cada 60 min.
Actualizacion de graficos cada 60 min.

5.1.3 Variables

Las variables de lectura fueron:
pH

Temperatura

Potencial 6xido-reduccion
Oxigeno Disuelto

Turbidez del medio
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Las variables de control fueron

° pH
e temperatura

Para el control, se utilizaron 4 relevadores de estado solido como actuadores de
fase de potencia los cuales fueron accionados por sefial digital de 5 voltios proveniente
de la tarjeta de lectura y control.

Los pasos necesarios para que ocurra la lectura de sefiales son: después de que
ocurre un cambio quimico o fisico, el sensor detecta el cambio y lo transforma en una
cantidad de electricidad, la interfaz o tarjeta amplifica ese cambio o lo acondiciona, el
procesador reconoce la sefial que ha sido transformada a lenguaje binario, el programa lo
hace entendible al aplicarle unidades reconocidas.

Se utiliz6 un fermentador de 1 litro marca Bioflo modelo II con agitacion y
aireacion integrada. Los sensores fueron colocados en la tapa superior y se localizaron
a la mitad del nivel del medio.

En la Figura 23 se muestra la forma en que se realizé la lectura y control de
variables, el sistema contiene un procesador que sostiene al programa Visual Basic ®, la
tarjeta de lectura y control, los actuadores, los sensores en el fermentador, las bombas
peristalticas para el control de pH, la banda térmica para calentar el medio y la valvula
de agua para enfriamiento.
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Sistema de lectura y control al bioreactor
Sensores pH, T, Redox, O2

—— lectura
—‘ control amplificadores Intercambiador
_ de calor
CPU
Visual -
Basic actuadores
anda térmica
110 CA
/
acido Ii

base

Q

valvula eléctrica

Red de agua

Figura 23. Esquema del sistema de lectura y control de variables.

5.1.4 Pruebas de Funcionamiento
Dentro de la primera etapa se realizaron pruebas de funcionamiento,
primeramente con agua destilada para determinar la funcionalidad de los sensores y el
control.
Enseguida se realizaron pruebas de funcionamiento para la medicion de la
turbidez en-linea con Rhodotorula glutinis, que tiene un tiempo de duplicacion mas
corto que At. ferrooxidans.

5.1.5 Disefio del Dispositivo para Medir Turbidez
Se utilizé un bloque de aluminio compacto de 8 x 7 x 4.5 cm como soporte, al
bloque se le realizd una perforacion de 8mm y se introdujo una pipeta de 5 ml, otra
perforacion en direccion perpendicular fue realizada para colocar la fuente de luz y en la
parte contraria se colocd el sensor optico. En la Figura 24, se muestra el diagrama del
dispositivo para medir la turbidez en-linea.
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entrada de medio del bioreactor

|

5 voltios filtro
— ¥

r~ ; fuente de luz

A

sefal

Q1k §

tierra

ﬂ salida de medio al bioreator
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Figura 24. Esquema del dispositivo disenado para leer turbidez en- linea

La sefal analdgica (cambio de resistencia) producida por el sensor se conecto a
un divisor de voltaje para obtener un voltaje proporcional a la variacion de la
fotorresistencia.

5.1.6 Pruebas de Estabilidad
Se realizaron pruebas con agua destilada para conocer la variacion que pudiera
tener el dispositivo asi como la magnitud del ruido en la senal, el agua se hizo fluir por
medio de una bomba peristéltica a través del dispositivo para medir turbidez.

5.1.7 Ensayos en Fermentador
Cepa. Se utilizé una cepa de Rhodotorula glutinis de la coleccion del Laboratorio de

Microbiologia del Instituto Tecnoldgico de Durango.

Fermentador. Se utilizé un fermentador Bioflo II de 1 litro de capacidad, con 800 ml.
de medio de cultivo para métodos estandar.
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Indculo: Se agregd 10 % de indculo de semilla de 24 hrs. de crecimiento

Condiciones: Se control6 la temperatura a 30 °C, la velocidad de agitacion en 200 rpm,
el pH en 4.0 y la velocidad de agitacion en 1 vvm.

Adquisicion de datos. La turbidez se leyé continuamente, y se guard6 un dato cada 30
minutos automaticamente en Excel ®

Espectrofotometro. El valor de la transmitancia del medio fue tomado cada 4 hrs. con
un espectrofotometro marca Spectronic en una longitud de onda de 460 nm, el valor
obtenido se traslado a absorbancia por la siguiente ecuacion:

A =2-logo T=1log Po /P (60)

Estrategia Experimental: Se reportan 4 ensayos en fermentador que se mantuvieron
durante 40 a 48 hrs.

5.1.8 Analisis Estadistico
Se realizaron andlisis de anova-manova en Statistic ® version 4.9 Microsoft ®
para determinar la diferencia significativa entre el dispositivo de turbidez y el
espectrofotometro.

5.2 Obtencion de Datos Experimentales.

5.2.1 Microorganismo y Mineral
Cepa: Se utilizé una cepa de acidithiobacillus ferrooxidans proporcionada por el Dr.
Erasmo Orrantia del CIMAV Chihuahua, denominada T18 con probada resistencia a
altas concentraciones de Arsénico.
Propagacion: la cepa fue propagada en medio 9 K (compuesto principalmente de
sulfato ferroso y sales minerales) por resiembras sucesivas en incubadora a 30 °C y 150
rpm.
Mineral: el mineral utilizado es concentrado de plomo y zinc de la mina La Soledad de
Parral, Chihuahua con 8 % de arsénico.

5.2.2 Condiciones en Matraz
Matraz de 250 ml.
100 ml de agua destilada
10 % de inoculo agitacion 150 ml.
Concentracion del inoculo 10° bacterias /ml.

5.2.3 Disefio Experimental
Se seleccionaron condiciones limites para establecer el valor minimo y méaximo
de pH y temperatura, los matraces fueron mantenidos al pH y temperatura de trabajo de
acuerdo al disefio factorial que se muestra enseguida:
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ensayo 1 pHI1S5 y Temp 25 °C
ensayo 2 pHI1S5 y Temp 30 °C
ensayo 3 pH15 y Temp 35 °C
ensayo 4 pH2.0 y Temp 25 °C
ensayo 5 pH2.0 y Temp 30 °C
ensayo 6 pH2.0 y Temp 35 °C
ensayo 7 pH25 y Temp 25 °C
ensayo 8 pH25 y Temp 30 °C
ensayo 9 pH2S5 y Temp 35 °C

Los ensayos se mantuvieron durante 20 dias, en incubacion a la temperatura
indicada, el pH se ajustd6 de manera manual cada dia, agregando 4cido sulfurico o
hidréxido de sodio, segun fuera necesario. Se midi6 manualmente el potencial 6xido-
reduccion en cada uno de los matraces con un electrodo de potencial 6xido-reduccion
Ag/AgCl Marca Conductronic ®

5.2.4 Analisis Estadisticos
Se realizaron analisis estadisticos mediante un analisis de superficie de respuesta,
de Statistic®, para determinar las condiciones Optimas de las variables pH y temperatura
sobre el proceso de biolixiviacion.
Se realizaron anélisis de Box Wiskas para determinar el efecto de cada variable
sobre la respuesta en el proceso de biolixiviacion.

5.3 Obtencion e Implementacion del Modelo de Red Neuronal

5.3.1 Seleccion de la red neuronal
Se utilizo la NNTooL® de MatLab ® para disefiar el Modelo de Red Neuronal (MRN)
Arquitectura propuesta: Feed Forward Back Propagation
Funcion de entrenamiento: TrainLM
Determinacion del error: Minimos cuadrados

5.3.2 Optimizacion
Se utilizé el método empleado por Noble, 1999; el efecto de la arquitectura en la
determinacion del modelo fue establecido por seleccion aleatoria de dos grupos de datos
(Tabla 6), cada grupo fue usado para crear redes, se variaron el numero de capas y el
nimero de neuronas.
Grupo 1: (25 °C pH 1.5), (30 °C pH 2.5), (35 °C pH 1.5), (35 °C pH 2.5)

Grupo 2: (25 °C pH 2.0), (25 °C pH 2.5), (30 °C pH 1.5), (30 °C pH 2.0)
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5.3.3 Validacion
Se utilizd el método presentado por Frangl et al.,2001; donde se compard el
error obtenido para cada grupo de datos por andlisis de varianza con Statistic ®.

5.3.4 Ensayos a Nivel Fermentador
Los ensayos se realizaron en fermentador de 1 litro marca Bioflo II se utilizo:

1 % de mineral
10 % de inoculo
800 ml de agua destilada
Aireacion de 0.2 vvm
Agitacion de 250 rpm
Se midio el Potencial 6xido-reduccion en-linea y se control6 el pH y temperatura
Se tomaron muestras de 10 ml. cada 3 dias en cuatro de los ensayos y se analizaron por
espectrofotometria de Absorcion Atdmica.

5.3.5 Analisis Estadistico:

Se determiné diferencia significativa por Anova-Manova de Statistic ® y
Se evalu¢ la pendiente de cada ensayo
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6. RESULTADOS

6.1 Descripcion del Sistema de Lectura y Control.

Para la primer etapa se obtuvo un sistema que permite llevar un seguimiento de
la magnitud de las variables pH, temperatura, potencial 6xido-reduccion y oxigeno
disuelto en-linea, por otro lado el disefio del sistema de control permite mantener la
magnitud de las variable pH y/o temperatura a un valor especifico; ya sea mantenerlo
constante o modificarlo por medio de una pantalla interactiva con una caja de texto que
permite modificar el valor programado de la variable, el sistema detecta la diferencia y
acciona los dispositivos necesarios para ajustar el valor de la variable.

Por otro lado, el sistema permite la insercion de un algoritmo o modelo
matematico para que la magnitud de la variable sea modificada siguiendo el valor de
referencia con funcion al tiempo u otro parametro.

El sistema permite graficar los valores de las variables del proceso con
actualizacion cada hora o el tiempo que se le especifique, también el sistema permite
almacenar las lecturas en linea en archivos de Excel ®, Notepad ® 6 Word ®, para el
analisis posterior del proceso.

El sistema fue disefiado para calibrar el electrodo de pH y oxigeno disuelto cada
vez que asi se considerara necesario, para lo cual se incluyo un ment interactivo que al
seleccionar "calibrar" se despliega una ventana con opciones para los buffer de
calibracion4 y 7,7y 10,4y 10 o 7 y 10, posteriormente el sistema da instrucciones para
calibrar el pH colocando el electrodo en el buffer solicitado y presionando un comando
de estabilidad de lectura, después de colocar los dos buffers de referencia, el sistema
aplica los valores obtenidos por la sefial analogica en milivoltios y el valor introducido
en las ventanas de interaccion en una formula que determina la pendiente para aplicarla
en la ecuacion de la recta para modificar el valor de pH.

Para la calibracion del electrodo de oxigeno la ventana del menu presenta dos
opciones, una de las opciones calibra al electrodo en miligramos por mililitro; para esto
es necesario tener un electrodo comercial o un cilindro estandar para realizar la
calibracion, el procedimiento es el mismo que para el electrodo de pH, donde el sistema
solicita colocar al electrodo en la muestra de referencia y seleccionar un botén de
estabilidad de lectura, posteriormente solicita cambiar el electrodo a una concentracion
diferente para poder realizar la estimacion de la pendiente y aplicarla en la ecuacion de
conversion analdgica a digital. La otra opcion calibra al electrodo en una escala de 0 a
100 %, en este caso, el procedimiento es diferente, pues el electrodo se coloca en el
fermentador al cual se le inyecta nitrogeno para desplazar todo el oxigeno, el sistema
solicita colocar el electrodo en la concentracion minima de oxigeno hasta que no se
registra disminucion, alrededor de '%2 hora, en seguida el sistema solicita cambiar la
inyeccion de nitrogeno por oxigeno durante el tiempo suficiente para que se sature el
medio, en este momento se selecciona el comando de estabilidad y el sistema
automaticamente coloca en la etiqueta de concentracion de oxigeno un 100 %.
Posteriormente el sistema mide la concentracion de oxigeno en las unidades
seleccionadas y almacena los datos. Para el almacenamiento de datos, el sistema abre un
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archivo en Excel ® con un nombre que es previamente asignado, este archivo se cierra
en seguida y se guarda en C:/

El sistema disefiado tiene la opcidon de aplicar un algoritmo matematico en el
control de las variables, se utiliz6 un comando que habilita a un contador donde se
incluye al modelo matematico en funcion del tiempo, el contador en minutos, actualiza
el valor de referencia del modelo para cada variable y la envia a la ventana de
programacion en la pantalla de control, el cambio es continuo y se actualiza cada hora,
sin embargo el sistema evalua las condiciones del fermentador cada 500 milisegundos y
envia sefiales a los actuadores para mantener las condiciones colocadas en las ventanas
de programacion.
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6.1.1 Pruebas de Funcionamiento. Con agua destilada en fermentador
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Figura 25. Comportamiento del pH cuando es llevado de 10 a 8 unidades, se utiliz6 agua destilada en el fermentador de 1 litro, el pH se bajo con

acido sulfurico al 5 %.
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Figura 26. Control sobre la temperatura en el fermentador cuando se aplicé una ecuacion que lleva la temperatura en forma de curva.
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Figura 27. Control sobre el pH cuando se aplicd una ecuacion que lo lleva de 7 a 5 en forma de curva y en funcion del tiempo.
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6.1.2 Pruebas de Funcionamiento con Rhodotorula glutinis en fermentador de 1 litro
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Figura 28. Curva de temperatura del fermentador utilizado en las pruebas con Rhodotorula glutinis, el la temperatura del fermentador se tomo
desde que se saco de la autoclave.
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Figura 29. Control del pH durante el ensayo con Rhodotorula glutinis, el pH se control6 durante los primeros 1600 minutos en 4, luego fue
llevado a 9 por una ecuacion en funcion del tiempo.
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Figura 30. Voltaje obtenido en el dispositivo para medir turbidez en linea en la prueba con Rhodotorula glutinis, los datos del turbidimetro fueron
guardados cada hora y los del espectrofotometro cada 4 horas.
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Figura 31. Voltaje obtenido en el segundo ensayo con Rhodotorula glutinis en el dispositivo para medir turbidez en-linea
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Figura 32. Valores obtenidos para el voltaje en el tercer ensayo con Rhodotorula glutinis en la medicion de la turbidez en-linea.
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Figura 33. Valores obtenidos en voltaje para el cuarto ensayo con Rhodotorula glutinis en el turbidimetro
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6.2 Obtencion de Datos Con Acidithiobacillus ferrooxidans

6.2.1 Datos Obtenidos a Nivel Matraz. Se obtuvieron datos de potencial 6xido-reduccion para cada combinacion del disefio factorial.
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Figura 34. Datos de potencial 6xido-reduccion en los matraces del disefio experimental de 2 X 3
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Analisis de superficie de respuesta para el segundo mineral

Bl 235,475
B 251,365
B 267,255
[ 283,145
] 299,036
[ 314,926
[ 330,816
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Bl 362,596
Bl 378,486
Bl above

Figura 38. Anélisis de superficie de respuesta para la determinacion de los valores 6ptimos de pH y temperatura en el potencial 6xido-reduccion.
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6.3 Obtencion e Implementacion del Modelo de Red Neuronal
6.3.1 Seleccion del Modelo de Red Neuronal

La arquitectura que se utilizé para la red neuronal, se obtuvo por el método de
Frangu, haciendo uso de NNTool de MatLab ® las caracteristicas son las siguientes:
Tipo: Feedforward back propagation
Funcion de entrenamiento: TrainLM
Determinacién del error: MSE
Numero de capas: se probo de 1 a 2 capas
Numero de neuronas: de 1 a 2
Funcién de transferencia: TanSig
Se calcul6 el peso (W) de cada variable en la optimizacion de la neurona y se obtuvieron
los siguientes valores:
W(1)[0.11.9;-0.73 -0.015]
W(21)[0.19 -0.036]
b(1) [-15.1898]

b(2) [0.4784]
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Tabla III

Prueba T para cada grupo de datos

Group Diff. Std. Dv. Diff. t Marked diff.
layers:neurons

Gl1:1/1:1 0.7291 15.802 0.452

G2:2/1:2 -78.604 184.48 -4.174 *
G3:3/1:3 -55.52 135.05 -4.027 *
G44/14 -74.885 125.301 -5.855 *
G5:5/1:5 -72.833 186.96 -3.816 *
G6:6/1:6 22.656 193.435 1.147

G7:7/2:1 22.822 115.2535 1.9402

G8:8/2:2 -6.375 111.7438 -0.558

G9:9/2:3 74.239 185.47 3.921 *
G 10:10/2:4 31.125 220.37 1.383

G11:11/2:5 174.25 305.16 5.5947

G 12:12/2:6 176.81 271.14 6.389
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Figura 41. Arquitectura propuesta para el modelo de red neuronal, la entrada incluye a las variables pH, temperatura y potencial 6xido-
reduccion, la salida es la simulacion del potencial 6xido-reduccion por el modelo de red neuronal
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Figura 42. Desarrollo del error para cada uno de los puntos de convergencia entre los datos de entrada y el modelo neuronal
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6.4 Ensayos en Fermentador con Acidithiobacillus ferrooxidans

6.4.1 Ensayos Libres
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Figura 43. Ensayo con Acidithiobacillus ferrooxidans en fermentador sin control, inicamente se tomo la lectura del desarrollo del pH
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Figura 44. Determinacion de la biolixiviacion de Arsénico por espectrofotometro de Absorcion Atdmica en muestras de mineral a

diferentes pH a nivel matraz.
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Figura 45. Determinacion de la concentracion de Fe total por espectrofotometro de Absorcion Atomica en muestras de biolixiviado a
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6.4.2 Ensayos a Nivel Fermentador (Esta seccion se encuentra en el apéndice)

6.5 Analisis de Espectrofotometria de Absorcion Atémica

Tabla IV

Analisis por espectrofotometria de Absorcion Atdmica para Pb.

horas | ensayo 8 [mg/l] ensayo 9 [mg/l] ensayo 10 [mg/1]
0 6.03 6.03 6.06

120 6.335 6.621 5.26

216 7.47 22.64 53

288 5.9 11.8 5.9

Tabla V

Analisis por espectrofotometria de Absorcion Atomica para Zn.

horas | ensayo 8 [mg/]] ensayo 9 [mg/l] ensayo 10 [mg/1]
0 37.8 37.8 30.7
120 86.41 77.26 80.81
216 87.15 93.7 106.5
288 89.5 99.1 99.5
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Tabla VI

Andlisis por espectrofotometria de Absorcion Atdmica para As.

horas | ensayo 8 [mg/l] ensayo 9 [mg/l] ensayo 10 [mg/1]
0 77.25 19.1 20.6

120 52.21 32.1 59

216 52.0 51.0 79.4

288 47.7 62.8 98.8

Tabla VII

Potencial 6xido-reduccién méaximo para cada ensayo evaluado cuantitativamente

horas | ensayo 8 constante | ensayo 9 neurocontrolado | ensayo 10 neurocontrolado
min 266 286 247
120 328 305 313
216 343 336 344
288 353 347 362
384 356 360 373

98




VII. DISCUSION

ETAPA 1

El sistema disefiado permite visualizar continuamente las variables involucradas
en el control del proceso, Lubenova et al.,2003, menciona que uno de los problemas con
el control y seguimiento de los procesos tiene que ver con la ausencia de un valor de los
parametros.

En el sistema que se propone, se realza la caracteristica principal de que se
pueden tener los valores de las variables pH y temperatura en el momento en que
ocurren y modificarlas de forma manual y/o automatica. El Potencial 6xido-reduccion se
puede leer en-linea con un electrodo adecuado, lo que da una lectura real y no reciproca
como la daria un electrodo de pH en modo de milivoltios. Flores, 1994, presenta graficos
donde el pH y el potencial 6xido-reduccién siguen un comportamiento reciproco, es
decir si el pH sube, el potencial 6xido-reduccion baja y asi sucesivamente, esto pudiera
deberse a que el electrodo que se usod fue un electrodo de pH en modo de milivoltios,
Nemati et al., 1996, y Fowler et al, 1999, utilizaron un electrodo de combinacion
platino/referencia (Ag/AgCl ), aunque Nemati et al; 1996, utilizé un medidor de pH y
Fowler et al; 1999, un galvandmetro para medir el voltaje del electrodo. Third et
al.,2000, utilizé un electrodo de doble referencia plata/cloruro de plata y otro electrodo
para medir el pH.

Acerca de la pantalla interactiva, se disend en Visual Basic ® y permite
visualizar las variables en tiempo real, calibrar los electrodos de pH y Oxigeno Disuelto.
El programa realiza la lectura y el control simultaneamente; por medio de una interfase
de la Computer Boards ® , et al.,1998, utiliz6 Lab VIEW (National Instruments
Corporation) Unicamente para interactuar con las variables de entrada y salidas de
control en un lenguaje que califica de sofisticado, ademds utiliz6 otro programa
comercial aparte para ajustar las condiciones, calibrar los electrodos, establecer el
tiempo para la adquisicion de datos y mantenerse fuera de linea para limpieza, en este
trabajo se utiliz6 un solo programa.

En las pruebas de funcionamiento del sistema, se utiliz6 agua destilada en el
fermentador (Figura 25). Se ajusté a un pH de 10, luego se le pidi6 al programa que lo
modificara a pH 8, lo que se logré en un tiempo de 25 minutos, posteriormente se
mantuvo en pH 8 durante 25 minutos, se puede observar en la curva obtenida que el
sistema llevo el pH de una forma pausada evitando que baje demasiado rapido.

Se realizaron ensayos en el pH y temperatura (Figura 26 y 27) para llevar estos
valores aplicando una ecuacion dependiente del tiempo, a medida que el tiempo
avanzaba, el valor del pH y la temperatura se modificaban automaticamente, el descenso
del pH se logré con acido sulfurico al 5% y el aumento con hidréxido de sodio 4 N, el
aumento de temperatura se logré con una banda térmica y el descenso con un
intercambiador de calor conectado a la red de agua potable; se obtuvieron resultados
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adecuados para mantener las condiciones lo mas cercanas posible al valor requerido en
una ecuacion no-lineal.

En los ensayos de prueba con Rhodotorula glutinis, se llevé un control lineal de
la temperatura, que se mantuvo en 30 °C (Figura 28), en la curva se aprecia la
temperatura dentro del fermentador luego de ser sacado de la autoclave. Al sistema se le
pidi6 que llevara la temperatura a 30 °C lo que se logr6é en un tiempo de 2 - horas,
posteriormente se inoculd, mientras la temperatura cayd hasta 28 °C, después de
inocular, se pidi6 al sistema llevar la temperatura a 30 °C lo que se logré en 5 minutos y
posteriormente permanecio estable durante todo el experimento. El pH para este
experimento (Figura 29) fue de mucha ilustracion acerca de lo que pudiera pasar en los
futuros ensayos, pues una variacion en la concentracién de acido sulfrico provoco una
alteracion en el control del pH entre el tiempo 1500 minutos y 2400 minutos, aqui se
tuvieron problemas para mantener el pH estable, en el minuto 2500 se aplico una
ecuacion matematica que llevo al pH de 4 a 9 de forma secuenciada (Rhodotorula
glutinis, produce pigmento a pH 9 pero su crecimiento dptimo se lleva en pH 4).

Se realizaron pruebas para medir la turbidez en linea con Rhodotorula glutinis,
las cuales comienzan en la Figura 30, aqui se aprecia el voltaje de salida de la
fotoresistencia asociada al cambio de transmitancia de la solucidn, la grafica muestra dos
lineas, la linea oscura es la que se obtuvo del espectrofotometro y la linea clara es la que
se obtuvo del dispositivo disefiado, para elaborar estos graficos, se extrajeron solo los
datos correspondientes a la hora en que se tomo la muestra, es decir cada 4 horas, para el
primer ensayo, las curvas no tuvieron ninguna relacion debido a que el valor de la
resistencia era muy bajo y no detecté cambio alguno. Para el segundo ensayo (Figura
31), se modifico el valor de la resistencia a 1 k, en este ensayo ya se pudo apreciar un
patron relacionado con lo que ocurria en el fermentador, es de notar que
aproximadamente a las 6 horas ocurre un lavado del medio, lo que origina una caida en
el valor de turbidez aumentando la transmitancia. En el tercer ensayo (Figura 32), el
dispositivo detect6 la fase larga de adaptacion del ensayo, se aprecia un aumento
temprano de la turbidez debido a deposicion de células en la pipeta dentro del
dispositivo de turbidez. En el cuarto ensayo (Figura 33), el dispositivo muestra mejor
desempefio que los valores obtenidos para el espectrofotometro, se observa en las curvas
el aumento de células y la fase exponencial asi como la fase estacionaria, en los datos
del dispositivo, se aprecia una linea suave con pocas alteraciones, no asi en las lecturas
fuera de linea se aprecian bordes y aumentos en la curva. Al igual que los graficos que
muestra Lubenova et al.,2003, al inicio de los ensayos el valor de la turbidez fluctia un
poco pero en seguida se estabiliza, podemos mencionar que el sistema cumple con los
requerimientos necesarios para medir la turbidez en linea en procesos fermentativos con
levaduras o bacterias en medio sintético, pero en el caso de Acidithiobacillus
ferrooxidans, se tuvo el problema de que se trabajo con mineral. La deposicion del
mineral en la pipeta impidié que se tuvieran buenas lecturas, por lo que se desecho la
idea de medir la turbidez en linea para At. ferrooxidans.

ETAPA 11

En la Figura 34, se muestran los datos obtenidos a nivel matraz con Acidithiobacillus
ferrooxidans a los pH y temperatura del disefio experimental, en esta etapa, se
incluyeron matraces testigo cuyos datos no se muestran. En los resultados obtenidos, se
puede apreciar un descenso del Potencial 6xido-reduccidon en las primeras 24 horas,
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debidas a la tendencia del microorganismo de disolver el mineral y liberar carbonatos e
iones (Riekkola-Vanhanen et al., 1999, Bevilaqua-Mascarin et al.,1999), ademas de una
tendencia a un aumento en el pH. El pH del medio fue controlado de forma manual, cada
24 horas. Se aprecia un aumento del Potencial ¢éxido-reduccion muy retardado, debido
probablemente a que la cepa no fue acondicionada al mineral, es decir se propagd en
medio sintético (9 k) y de ahi se pas6 a los matraces a la concentracion de 1 %. El
analisis estadistico demuestra que existe una correlacion de variable pH, temperatura y
tiempo reflejado en el valor de potencial 6xido-reduccion (Figura 35), las cajas de Box
Whisker (Statistic ®) para las variables 1 pH, variable 2 temperatura variable 3 tiempo,
muestran correlacion debido a que no hay sobreposicion. Las graficas de influencia de
las variables, curva de medias (Statistic ®) muestran una mayor influencia para la
variable pH (Figura 36 y 37), sobre la respuesta de potencial 6xido-reduccién, Stoner,
1998, utiliz6 pH de 1.65 a 1.95, y la temperatura de 26 °C a 55°C, también encontrd mas
impacto del pH sobre el proceso de oxidacion. Para este grupo de datos se obtuvo una
grafica de superficie de respuesta (Statistic ®) (Figura 38), que permitié definir los
valores 6ptimos de pH y temperatura de los cuales se obtuvieran mejores valores de
potencial 6xido-reduccion, los valores 6ptimos fueron pH a un valor de 2 y temperatura
a un valor de 30 °C, Ahonen, 1991, encontré que un pH de 2.1 y una temperatura de 37
°C tenian mejor rendimiento sobre la disolucion de cobre. Estos valores se utilizaron
para realizar ensayos a nivel fermentador en condiciones constantes, con la finalidad de
comparar los resultados obtenidos a condiciones modificadas por el modelo de red
neuronal.

Los datos obtenidos fueron utilizados para elaborar un modelo de red neuronal.
Se utiliz6 la NNTool de Mat Lab ® que usa un método interactivo, se introdujeron los
datos y se selecciond una arquitectura, posteriormente se entrena la red, lo cual lleva
cierto tiempo de horas a meses segun la complejidad de los datos y la capacidad de la
computadora, en nuestro caso la convergencia (Figura 39) al error seleccionado (0.001)
se alcanzo en 30 minutos y requirid de 3 iteraciones, la convergencia se refiere al
momento en que el error no varia significativamente (Rico-Martinez 1998). Para la
optimizacion se utilizo prueba T para determinar la diferencia significativa (Tabla III)
entre los errores de los dos grupos de datos a diferente nimero de neuronas y capas
(Figura 40). Se obtuvo un modelo neuronal de 2 capas con dos neuronas en la entrada y
una neurona en la salida (Figura 41), Frangu et al; 2001, obtuvo una red neuronal de tres
capas, cuatro neuronas de entrada, siete neuronas en la capa oculta y una neurona de
salida. La funcidn que se utilizo fue la tangente sigmoidal, Frangu, 2001, también utilizo
la funcién sigmoidal que es la que mejor predice el tipo de comportamiento que presenta
el crecimiento microbiano. La ilustracion mas adecuada del modelo de red neuronal es la
graficacién del error obtenido entre el modelo y los datos de entrada, esta grafica
(Figura 42), determina la forma que siguen los datos de entrada, el modelo abarca el
total de ellos.

ETAPA III

Para iniciar los ensayos a nivel matraz, primeramente se realizaron pruebas para conocer
el comportamiento de Acidithiobacillus ferrooxidans en ensayos libres, sin aplicar
ninguna forma de control, en la Figura 43, se muestra el ensayo en el que solamente se
midio la evolucion del pH, se aprecia un descenso marcado de pH 1.6 a pH 1 durante
los 18 dias que duro el ensayo, Monteiro et al., 1999, encontr6 que el pH aumentaba por
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la alta concentracion de sulfuro, aunque el pH puede aumentar o decrecer (Stoner et
al.,1998), la tendencia es que baje por la liberacién de H' al medio (Cabral et al., 1999,
Chawakitchareon et al., 1999, Rivera-Santillan et al., 1999)

Se realizaron ensayos a pH controlado para determinar la biolixiviacion de

Arsénico por el microorganismo a diferentes valores de pH, en las curvas obtenidas
(Figura 44), las ppm de Arsénico en el biolixiviado (liquido) permanece bajo hasta el dia
4 que muestra una elevacion en los pH de 2.0 y 1.5, principalmente a pH de 1.4, en el
pH de 2.5 la concentracion permanece constante. Para la determinacion de Fe total por
Absorcion Atomica (Figura 45) se obtuvieron curvas con un leve descenso debido a la
utilizacion de Fe ** por el microorganismo, y precipitaciéon de fierro (Monteiro et al.,
1999), en este caso, la disminucion mas pronunciada se obtuvo a pH 2.5. La
determinacion de Fe ** por permanganimetria (Figura 46), muestra que no hay diferencia
significativa entre estos valores a los pH de trabajo, solamente se separan los datos en un
intervalo muy corto entre el dia 4 y el dia 5.
Ensayos a nivel fermentador: en el primero ensayo a nivel fermentador se mantuvo la
temperatura a 30 °C (Figura 47) con un margen de tolerancia de +/- 0.01 °C durante las
primeras 240 horas, después de esto se cambio la tolerancia a +/- 0.1 °C, lo que origind
que el control sobre la temperatura se mantuviera de 0.2 °C a 0.5 °C durante el resto del
ensayo. El pH para este ensayo se traté de mantener en 2 (Figura 48), pero se tuvieron
variaciones de hasta 0.16 unidades ocasionadas por alta concentracion de acido sulfurico
la cual fue provocada por evaporacion de agua. En el ensayo 1, se obtuvo una curva de
potencial o6xido-reduccién con algunos picos provocados por interferencia eléctrica,
acerca del patron que muestra (Figura 49), este es tipico del crecimiento microbiano y
concuerda con los ensayos obtenidos a nivel matraz, donde en las primeras horas se
presentaba un descenso en el valor y un posterior aumento, que es interpretado como una
oxidacién de Fe ** (Bevilaqua- Mascarin ef al., 1999), el proceso fue llevado hasta las
400 horas. Este proceso de los mdas largos efectuados, mostrdé un incremento
considerable en el potencial 6xido-reduccion hasta un maximo de 370 mv en 400 horas,
se observa en las primeras 24 horas del ensayo un decremento provocado por la
liberacion de iones y carbonatos (Medrano et al., 2000).

En el segundo ensayo se aplicd el modelo de red neuronal a las variables de
control pH y temperatura, en la Figura 50, se muestra la curva del comportamiento del
pH durante el ensayo, se observa el comportamiento tipico de un control sobre el pH de
una solucion, el sistema tratd de seguir los valores que le fueron dictados por la red
neuronal, el proceso duro Unicamente 200 horas que es la mitad del ensayo 1, en la
Figura 51, se muestra el control efectuado en la temperatura en el transcurso del tiempo,
el control es mas cercano que el efectuado sobre el pH. La respuesta que se obtuvo en el
potencial o6xido-reduccién (Figura 52) no fue satisfactoria, pues no se muestra un
aumento significativo en este valor, debido probablemente a una etapa muy larga de
adaptacion del microorganismo al mineral, en el tiempo de 145 horas se observa un pico
muy alto que no tiene relacion con el pH ni con la temperatura, que pudiera ser debido
afectos de disolucion del mineral.

El ensayo 3, uno de los mas cortos, de solo 97 horas tuvo varias fallas; para
empezar una falla en la corriente eléctrica al tiempo 46 es decir solo dos dias después de
iniciado el ensayo, en la Figura 53, que muestra el control efectuado sobre la
temperatura muestra que al inicio se aplico el modelo de red neuronal para que iniciara
en la temperatura de 32.4 °C este procedimiento prosiguié hasta la falla eléctrica y
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posteriormente el control se efectud a 30 °C. El control sobre el pH también muestra los
efectos de la falla eléctrica sobre el tiempo de 42 horas (Figura 54) el pH también fue
controlado en un valor cercano a 2 durante el tiempo restante. El potencial 6xido
reduccién para este ensayo no tuvo la relevancia suficiente para ser tomado en cuenta
(Figura 55).

El ensayo 4 también de tiempo corto, de 200 horas, también se aplico el modelo
de red neuronal, en la Figura 56, se muestra el control efectuado sobre la temperatura del
fermentador, para las primeras horas del ensayo, (1 a 9), la temperatura del agua de
enfriamiento era muy alta por lo que la temperatura de control muestra un pico antes de
iniciar la curva del modelo. El control del pH (Figura 57) también muestra problemas
para ser controlado, ya que al inicio se reinici6 la aplicacion del modelo de red neuronal
por una descalibracion del electrodo lo que provoco que el control fuera desplazado
hacia un nivel més bajo. El potencial 6xido-reducciéon de este ensayo (Figura 58)
muestra un incremento temprano y una posterior estabilizacion, que indica una buena
adaptacion del microorganismo a las condiciones del medio.

En el ensayo 5 también se aplico el modelo de red neuronal a las variables de
control, aunque el proceso tuvo una corta duracién (200 horas) fue un claro ejemplo de
un buen control, en la Figura 59, se muestra el control efectuado sobre la temperatura, se
aprecia una linea suavizada con poca desviacion estandar, solamente en la temperatura
maxima al tiempo de 85 horas en que hay diferencia de hasta 0.5 °C por sobre el modelo.
Para el control del pH (Figura 60), el control de pH se salio ligeramente del esperado en
la parte final donde se aprecia una tendencia del microorganismo a elevar el pH y nos da
una idea de una fase de adaptacion muy larga. El potencial 6xido-reduccion (Figura 61)
como era de esperarse tuvo un lento desarrollo; en las primeras horas el descenso tipico
de disolucion del mineral se muestra retrasado alrededor de 8 horas.

Se estim6 que en los ensayos anteriores el desarrollo del potencial 6xido-
reduccion fue aceptable para los ensayos en que se aplico el modelo neuronal, pero no se
analizaron las muestras para la concentracion de metales en los biolixiviados. La Tabla
VIII muestra una comparacion de los primeros cinco ensayos a las 200 horas. En el
ensayo controlado por red neuronal, se aprecia una diferencia considerable en el valor de
potencial o6xido-reduccion; aunque el ensayo 1 desarrollo bien, el potencial 6xido-
reduccion llego solamente a 330 mv.
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Tabla VIII
Comparacion cualitativa de los primero cinco ensayos a nivel fermentador con
Acidithiobacillus ferrooxidans durante las primeras 200 horas.

ensayo | Control de variables Potencial 6xido-
reduccion
maximo

1 Constante, pH =2 331 mv

temperatura = 30 °C

2 por modelo de red|334mv
neuronal
3 48 horas por modelo —

48 horas constante

4 por modelo de red|400mv
neuronal

5 por modelo de red|336mv
neuronal

El 6° ensayo se utiliz6é como referencia para evaluar cuantitativamente los efectos
de aplicar un modelo de red neuronal en las variables de control pH y temperatura, en
este ensayo se ajustd la temperatura a 30 °C pero se tuvieron problemas con el agua de
enfriamiento que estaba demasiado alta y no conseguia bajar la temperatura del medio
durante el dia, en la curva de la Figura 62, se aprecian ciclos repetidos de noche y dia
caluroso. En el control de pH, la Figura 63, muestra datos dispersos pero con poca
variacion, la desviacion estandar es de 0.6 unidades de pH con algunas variaciones poco
significativas a los tiempos 218 horas y 590 horas. El potencial 6xido -reduccion para
este ensayo tuvo un buen patron de comportamiento, Figura 64, con un minimo de 316
milivoltios y un méaximo de 327 milivoltios.

El ensayo 7 se utilizd como repeticion del ensayo 6 y se mantuvieron las
condiciones a pH 2 y temperatura de 30 °C, el ensayo durd 155 horas y se tuvieron
problemas para bajar la temperatura del medio durante el dia (Figura 65). En el pH se
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aplico el modelo neuronal (Figura 66) pero nuevamente una falla eléctrica origino un
mal control sobre el pH. El potencial 6xido-reduccion para este ensayo comenzd
desarrollando bien hasta el momento que ocurri6 la falla eléctrica y la respuesta se altera
(Figura 67).

El ensayo 8 muestra un control acertado sobre la temperatura (Figura 68) con una
desviacion estandar de +/- 0.6 °C. El pH se mantuvo en 2, en la Figura 69, puede
apreciarse la tendencia del microorganismo por alterar el pH del medio durante las
primeras 24 horas, ocasionado por la liberacion de carbonatos y CO, posteriormente el
pH fue controlado con una desviacion de 0.03 unidades de pH por arriba del
programado. El potencial 6xido -reduccion (Figura 70) para este ensayo desarrollo bien
para obtener un minimo de 260 y un maximo de 354 a las 400 horas que duro el ensayo.

El ensayo 9 tuvo dos curvas de modelo de red neuronal para el control de la
temperatura, en la Figura 71, se puede apreciar el seguimiento tan cercano que tuvo el
sistema para el modelo de red neuronal. El pH de control para este ensayo también fue
muy cercano sin variaciones bruscas, se puede apreciar en el tiempo 130 de la Figura 72
que el medio tiende a aumentar su valor de pH, en todo el proceso, es notorio que la
tendencia es hacia alcalinizar el medio. El potencial 6xido reduccion (Figura 73) para
este ensayo tuvo un buen desarrollo con un minimo de 300 milivoltios, no se observa un
descenso aparente en las primeras horas, y un maximo de 377 milivoltios a las 400 horas
de este ensayo, aunque no llego tanto como 500 mv que reporta Tipre et al., 1999, a 39
°C, esta diferencia provocada tal vez por la temperatura.

En el ultimo ensayo, se aplico nuevamente el modelo de red neuronal en las
variables de pH y temperatura, en la Figura 74 se muestra el control efectuado sobre la
temperatura del medio, se puede apreciar un control adecuado con solo un pico en el
tiempo 345, sin consecuencia aparente en el potencial 6xido-reduccion. En la Figura 75
se muestra el control efectuado en el pH, nuevamente, el medio tiende a elevar su pH
hacia una alcalinidad durante las primeras 85 horas, posteriormente el control se hace
mas efectivo y el desequilibrio es menor, el patron que se aplico al pH es muy similar al
que presenta el microorganismo adaptado a medio sintético 9k (Chawakitchareon et al.,
1999) .

La Tabla IV, muestra el resultado del andlisis de espectrofotometria de
Absorcion Atomica para plomo en los ensayos 8, 9 y 10; con mejor biolixiviacion en el
ensayo 10. Para el Zn (Tabla V), se obtuvo mejor rendimiento para los ensayos 9y 10 y
para el As (Tabla VI), la mejor lixiviacion se obtuvo con el ensayo 10. La Tabla VII,
muestra una relacion del potencial 6xido-reduccion en los ensayos 8, 9 y 10 a diferentes
tiempos, el ensayo 10 es ligeramente mayor que el 8 y 9. El potencial 6xido -reduccion
de este ensayo, Figura 76, muestra un minimo de 244 milivoltios y un maximo de 382
milivoltios a las 400 horas, siendo el mejor rendimiento de los anteriores (Tabla IX).
Rivera-Santillan ef al., 1999 obtuvo un valor de 350 mv a mismo tiempo a 35 °C y
muestra el valor de 380 mv hasta los 30 dias.
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Comparacion cualitativa de los Gltimos tres ensayos a nivel fermentador con
Acidithiobacillus ferrooxidans durante las primeras 200 horas.

Tabla IX

ensayo | Control de variables Potencial 6xido-
reduccion

8 Constante, pH =2 354 mv
temperatura = 30 °C

9 por modelo de red|363 mv
neuronal

10 por modelo de red|380mv
neuronal
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8. CONCLUSIONES

El disefio del sistema fue adecuado para el tipo de ensayos que se pretendia
realizar, teniendo en cuenta que se inicio de el disefio del sistema y se continud
con la programacion de todos los cédigos en Visual Basic ®

La ventaja de tener las variables en linea es un avance relevante en el desarrollo
de los procesos fermentativos, cuyas nuevas tendencias son visualizar también
aspectos de viscosidad del medio y concentracion de sustratos asi como de
productos.

La caracteristica mas relevante del sistema es su flexibilidad para calibrar los
electrodos con pantallas interactivas lo que resulta en datos mas confiables y un
control mas preciso

La medicion en linea del potencial 6xido-reduccion con un electrodo apropiado,
permitié diferenciar a los iones H' de los iones debidos a la disolucion del
mineral, es de mencionarse que los cambios de pH tiene un efecto sobre el
potencial 6xido-reduccion cuando se realizan cambios importantes.

El control de temperatura (calentamiento) se logro con una banda térmica
alrededor del fermentador, lo cual fue determinante para tener estabilidad en las
lecturas de pH y potencial 6xido-reduccion al no haber interferencia eléctrica en
el medio.

Las variaciones que presento el sistema fueron minimas, lo que quedo
comprobado con las pruebas con agua y el ruido debido a interferencias
eléctricas no fue relevante en la mayoria de los ensayos, la velocidad de
respuesta del sistema es muy rapida para el sistema de lectura, pues se tuvo una
actualizacion de datos cada 'z segundo.

La velocidad de modificacion de las condiciones del medio fue adecuada debido
a que los procesos fermentativos con Acidithiobacillus ferroxidans se consideran
lentos, atn asi las pruebas de cambio de pH dieron buenos resultados cuando se
llevo el pH del medio a otro valor.

De las variable que se propusieron en el protocolo como variables de lectura se
desecho a la turbidez pues la presencia del mineral afecto el movimiento del
fluido a través de las tuberias, se propuso filtrar el biolixiviado para estimar la
cantidad de células, pero el hecho de que el microorganismo biolixivia al
mineral, cuando se une a el, fue determinante para desechar la idea. Para medir al
oxigeno disuelto, se utilizo un electrodo marca Biostat, el cual nunca dio una
lectura estable ni con un patron definido, por lo que no se mostraron esos
resultados.

Para la obtencion de datos experimentales, se utilizaron condiciones limites.

El andlisis de superficie determind que las condiciones Optimas de crecimiento
eran: pH 2 y temperatura 30 °C, sin embargo nuestra hipotesis argumentaba que
bajo condiciones cambiantes, el equilibrio entre la velocidad de disolucion del
mineral y la velocidad de crecimiento y adaptacion del microorganismo se
lograria.

La etapa II disenar un modelo de red neuronal para las variables de pH y
temperatura que maximizaran el valor de potencial 6xido-reduccion.
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La aplicacion y andlisis de los resultados en la etapa III nos permiten concluir
que el medio de crecimiento microbiano en minerales es un medio cambiante, en
este ambiente no solo cambia el pH sino que también la temperatura y que estan
correlacionadas como lo comprueba la Ley de Nerst.

El abatimiento de sustratos disponibles, la competencia con la flora nativa, la
presencia de Arsénico y Plomo, los efectos de corte y precipitacion de particulas,
la disponibilidad de oxigeno y CO, y otros factores como la adaptacion de la
cepa al mineral hacen de este tipo de ensayos, procesos altamente no-lineales que
justifican el uso de redes neuronales para su control y entendimiento.
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APENDICE

6.4.2 Ensayos a Nivel Fermentador
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Figura 47. Variacion de la temperatura en el fermentador durante el ensayo 1, la temperatura se mantuvo en 30 °C.
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Figura 50. Control efectuado en el pH durante el segundo ensayo con Acidithiobacillus ferrooxidans, se aplico un algoritmo

matematico en el control.
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Figura 51. Control efectuado en la temperatura en el ensayo 2 en este control se introdujo un algoritmo matematico que modifico el

valor de la temperatura en una funcidon matematica.
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Figura 52. Potencial 6xido-reduccion obtenido en el segundo ensayo, cuando se aplicé el modelo de red neuronal al control de

variables.
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Figura 53. Control de la temperatura durante el ensayo 3 el cual tuvo una duraciéon muy corta de solo 4 dias.
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Figura 54. Control sobre el pH en el ensayo 3, a las 48 horas aproximadamente se produjo una falla en la corriente eléctrica.
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Figura 55. Potencial 6xido-reduccion para el ensayo 3 que no desarrollé completamente.
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Figura 56. Control de la temperatura sobre el ensayo 4, se aplico nuevamente el algoritmo de la red neuronal

126



2.7

2.6

2.5

24

2.3

pH

2.2

2.1

1.9

1.8

1

9

17 25 33 41 49 57 65 73 81 89 97 105113 121 129 137 145 153 161 169 177 185
tiempo (hrs)

Figura 57. pH de control sobre el ensayo 4 con una duracion de 8§ dias
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Figura 58. Potencial 6xido-reduccion obtenido para el ensayo 4.
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Figura 60. pH de control durante el ensayo 5, se aplico el algoritmo matematico al proceso.

130



500

450

400

o
300 \/\/\-\l\f\’\ AN /\A/\/\/\/\A/\Af\ /\/‘\/\/\/\ Af/\/\/\J\/V\/\/\F\/\/\/V\/

MV WAL B VARV A VANV

250

Potencial éxido-reduccion (mv)

200 rrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr T T T T T T T T T T T T
1 7 13 19 25 31 37 43 49 55 61 67 73 79 85 91 97 103 109 115 121 127 133 139

tiempo (hrs)

Figura 61. Comportamiento del potencial 6xido-reduccion en el ensayo 5.
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Figura 62. Control sobre la temperatura del fermentador durante el ensayo 6, la variacion al segundo dia corresponde a alta

temperatura del agua de enfriamiento.
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Figura 63. Control del pH sobre el ensayo 6, el pH se mantuvo en 2.
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Figura 64. Potencial 6xido-reduccion para el ensayo 6.
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Figura 65. Control en la temperatura obtenido para el ensayo7, la temperatura se pretendia mantener en 30 °C
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Figura 66. Control obtenido en el pH del ensayo 7
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Figura 67. Resultado obtenido para el Potencial 6xido-reduccion en el ensayo 7
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Figura 69. pH obtenido en el ensayo 8.
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Figura 70. Potencial 6xido -reduccion obtenido en el ensayo 8
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Figura 72. pH de control en el ensayo 9
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Figura 73. Potencial 6xido-reduccion obtenido en el ensayo 9.

143



Temperatura (°C)

N N WO W W wWw W
N © -~ W o N o©

N
&)

1

22 43 64 85 106 127 148 169 190 211 232 253 274 295 316 337 358 379 400 421 442 463 484

tiempo (hrs)

Figura 74. Temperatura obtenida para el ensayo 10.

144



2.9

2.7

A

Nivyaw

pH
=
-<
s

2.1 %

it

tiempo (hrs)

1.9 %

17 ™
MIPTAW

15 1

1 22 43 64 85 106 127 148 169 190 211 232 253 274 295 316 337 358 379 400 421 442 463 484

Figura 75. pH que se obtuvo en el ensayo 10

145



400

380

360

340 W/\/’\/\/_“//v" v
320 A

WV |
300 W
280 A A

20 |fAN
:

240

Potencial 6xido-reduccion (mv)

220

200 -

tiempo (hrs)

1 23 45 67 89 111 133 155 177 199 221 243 265 287 309 331 353 375 397 419 441 463 485
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