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DESCRIPCION
Un método de tratamiento de un mineral de sulfuro
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a un método de tratamiento de un mineral de sulfuro o un sulfuro mixto y mineral de
Oxido para la recuperacién del contenido metalico. De aqui en adelante, la invencidon se describe con referencia, en
concreto, a la recuperacion de cobre. Esto es Unicamente a modo ilustrativo, y no limitante, de los principios de la
invencion que se pueden usar para la recuperacion de otros metales basicos tales como el niquel de minerales de
sulfuro de niquel, por ejemplo, pentlandita y millerita, y el cinc de minerales de sulfuro de cinc.

Estado de la técnica

El documento US 2008/0026450 describe un método de recuperacion de cobre a partir de menas de sulfuro de
cobre que contienen calcopirita, en el que la lixiviacién se lleva a cabo por medio de una bacteria oxidante del azufre
resistente a los iones cloruro en una solucion de lixiviacién que tiene una concentracion de iones cloruro de 6 g/l a
18 g/l y un pH en el intervalo de 1,6 a 2,5.

Se sugiere que, con dicho método, se potencia la velocidad de lixiviacion del cobre mediante el ajuste de la
concentracién de iones cloruro de la solucion de lixiviacién. Ademas, como el azufre se convierte en acido sulfarico,
se puede evitar una reduccion significativa de la velocidad de lixiviacién que, de lo contrario, seria producida por las
superficies de recubrimiento de azufre de la mena de sulfuro de cobre.

En el documento US2007/0202584, se desvela un enfoque similar al anterior, pero limitado al uso de un
microorganismo especifico.

Un aspecto sobre el que no se pronuncian las solicitudes de patente anteriormente mencionadas, y que se ignora en
gran medida en la técnica anterior, es que la presencia de cobre libre en forma de Cu? es generalmente toxica para
los microorganismos que se usan en los procesos de biolixiviacion. El efecto téxico del cobre en los organismos
relacionados con la biolixiviacion es especialmente grave en presencia de iones cloruro. Esto reduce la eficacia de la
recuperacion de metal.

El documento AU 2002254782 describe un método de biolixiviacion de un mineral de sulfuro en una solucién con un
contenido de cloruro en exceso de 5.000 ppm y a una temperatura en exceso de 10 °C usando al menos una
bacteria seleccionada entre las depositadas en virtud de los nimeros de acceso DSM14175 y DSM14174.

A pesar de dicha divulgacion, la limitada tolerancia a la sal de las bacterias significa que, en muchos casos, todavia
se requieren grandes voliumenes de agua dulce en las operaciones de procesamiento de minerales por biolixiviacién.
Ademas, a temperaturas relativamente bajas, por ejemplo de hasta 45°C, la lixiviacion de la calcopirita
generalmente es ineficaz.

La invencién se refiere a un método de biolixiviacion que presenta una mayor eficacia y que se puede poner en
marcha en condiciones de alto contenido de iones cloruro.

Objeto de la invencion

La invencién, en un aspecto, se basa en el sorprendente descubrimiento de que el uso de un consorcio de
microorganismos haléfilos o halotolerantes oxidantes del hierro y oxidantes del azufre tiene lo que se cree que es
una relacion comunalista que mejora el proceso de biolixiviaciéon. Por razones que no se comprenden totalmente en
la actualidad, parece que los microorganismos del consorcio participan en una relacién simbiética en la que un
microorganismo obtiene cierto beneficio mientras que el otro o los otros microorganismos, sea cual sea el caso, no
se ven afectados en gran medida. En la practica, esto se traduce en una mejora de la eficacia de biolixiviacion en
determinadas condiciones definidas.

En particular, la invencion proporciona un método de tratamiento de un mineral de sulfuro o sulfuro mixto y mineral
de 6xido que incluye la etapa de biolixiviacion del mineral en una solucién de iones cloruro con un consorcio de
cultivo mixto y que se caracteriza porque:

a) el contenido de iones cloruro esta en el intervalo de 1.500 ppm a 30.000 ppm;

b) la solucién contiene al menos uno de los siguientes: aluminio, magnesio y sodio;

c) la temperatura de la solucién es superior a 10 °C;

d) el pH de la solucioén estéd en el intervalode 1 a 3; y

e) el consorcio de cultivo mixto contiene, al menos, una cepa de Leptospirillum ferriphilum, que es una cepa Sp-
Cl depositada en DSMZ con el nimero de acceso DSM22399, y un microorganismo oxidante de azufre que es
haléfilo o halotolerante, consorcio que aumenta la velocidad de oxidacién del hierro ferroso.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 522969 T3

El contenido de iones cloruro puede estar en el intervalo de 5.000 ppm a 30.000 ppm.

Cuando se aplica el método a un proceso de lixiviacién en pila, la temperatura de la solucion en la pila puede estar
en el intervalo de 10 °C a 60 °C o ser incluso superior. Por lo general, la temperatura esta en el intervalo de 25 °C a
45 °C.

El consorcio se puede inocular en la pila de cualquier manera apropiada. En una forma de la invencién, el consorcio
se aflade por medio de irrigacion.

Al menos un microorganismo incluido en el consorcio se puede cultivar en uno o mas reactores de acumulacion. Se
puede hacer uso, por ejemplo, de una pluralidad de reactores cada uno de los cuales se usa para la acumulacién de
inoculos del respectivo microorganismo que es activo en un determinado intervalo.

La inoculacion puede tener lugar por lotes (de manera discontinua) o de manera continua.

Cuando la inoculacion se lleva a cabo de manera continua, el inoculante, derivado del consorcio, pueden tener una
concentracion celular de 10° células/ml a 10'° células/ml. Por lo general, la concentraciéon de células es de entre
107 células/ml y 10° células/ml.

Los reactores de acumulacién se pueden emplear en un lugar que esté cerca de la pila. Se puede rociar aire en
cada reactor y al aire se puede afadir diéxido de carbono. La administracion de suplementos de diéxido de carbono
puede estar en el intervalo del 0,1 % al 5 % v/v.

La inoculacién se puede llevar a cabo para mantener el recuento de células en la pila en un valor de 10 a 10"
células por tonelada de mena.

En una variante de la invencion, un inéculo de cada reactor, en lugar de que vaya directamente desde el reactor a la
pila, se dirige a un estanque que esta aireado, y en el que se almacena y mantiene el indculo. Luego se anade el
inoculo del estanque a la pila cuando sea necesario.

En una segunda variante de la invencion, el inéculo, por ejemplo, de uno 0 mas reactores de acumulacién, se afiade
a la mena triturada junto con acido, segun sea necesario, y la mena inoculada se afade a la pila segun sea
necesario.

En otra forma de la invencion, se emplea una pila que es relativamente pequefia en comparacion con la pila principal
en una configuracion de circuito cerrado. Se usa el in6culo procedente de uno o mas reactores de acumulacion o del
estanque de inéculos al que se hace referencia para irrigar la pila pequefa. Se vuelve a hacer circular la solucién de
lixiviacion desde la pila pequefia hacia la pila pequefia que actia de este modo como generador de inéculo. La mena
de la pila pequefa, a la que se han unido los microorganismos activos por si solos, se afiade a la pila principal para
introducir los microorganismos activos en la pila principal.

En una variante de la invencidon, una solucién de lixiviacién intermedia, es decir, una solucion que se extrae de la pila
y que no se somete a un proceso de recuperacién de metal, y residuo de refinado generado haciendo pasar una
solucidn de lixiviacion cargada para que realice un drenaje desde la pila a través de un proceso de recuperacion de
metal, se vuelve a hacer circular hacia la pila para aumentar el recuento de células activas de la pila. La solucion
intermedia puede tener un recuento de células de 10 células/ml a 10® células/ml. El residuo de refinado puede tener
un recuento de células similar. Se puede afadir acido al residuo de refinado segln sea necesario. Se puede rociar la
pila con aire suplementado con diéxido de carbono, por ejemplo, 0,03 a 2,0 CO> v/v, y preferentemente
aproximadamente 0,1 COz v/v.

La invencién se presta a la recuperacion de un metal basico, tal como cobre, niquel o cinc a partir de minerales de
sulfuro o de sulfuro mixto y de 6xido que contienen el metal. En el caso concreto del cobre, se ha observado que
ciertos microorganismos solo tienen una tolerancia limitada a niveles incluso relativamente bajos de cobre libre en
solucién. Por consiguiente, como el cobre se lixivia en una soluciéon por la accién microbiolégica, el proceso de
lixiviacién se convierte en autolimitante.

En las condiciones anteriormente mencionadas, la invencidén se caracteriza ademas, preferentemente, por que los
microorganismos tienen una tolerancia al cobre en exceso de 0,5 g/l. Un limite superior de la tolerancia al cobre es
de al menos 6 g/l, pero, preferentemente, los microorganismos son tolerantes a concentraciones de cobre tan altas
como de 20 g/l

El método de la invencién también puede aplicarse a un proceso de lixiviacion en tanque. En este caso, la
biolixiviacion puede tener lugar a una temperatura en el intervalo de 25°C a 55°C y, dependiendo de los
microorganismos del consorcio, normalmente a una temperatura en el intervalo 30 °C a 45 °C.
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El tanque puede incluir un agitador.

El consorcio se puede inocular directamente en el tanque o se puede afadir a la solucién de cloruro. La solucion de
cloruro se puede afadir a 0 mezclar con un concentrado del mineral, que luego se suministra al tanque.

Al menos uno de los microorganismos incluidos en el consorcio de cultivo mixto se puede adaptar con el fin de
aumentar la tolerancia del consorcio al cloruro y al cobre.

El consorcio de cultivo mixto puede incluir, al menos, los siguientes microorganismos: bacterias oxidantes de azufre
haléfilas o tolerantes a los cloruros (por ejemplo, Acidithiobacillus o Thiobacillus sp.) y Sp-Cl de Leptospihllum
ferriphilum.

El solicitante ha determinado que la cepa Sp-Cl, que es acidéfila y resistente a los cloruros, es adecuada para la
biolixiviacion de minerales de sulfuro en entornos de alto contenido de cloruro y metales solubles. El organismo fue
aislado de una solucion de lixiviacion cargada de la mina de Minera Spence S.A., de la regiéon de Antofagasta de
Chile. La cepa Sp-Cl del organismo Leptospirillum ferriphilum se deposité como un cultivo puro en la Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) con el nimero de acceso DSM 22399 el 2 de
marzo de 2009. La cepa Sp-Cl es una bacteria autdtrofa y quimiolitétrofa oxidante del hierro con la capacidad de
desarrollarse en hierro ferroso como Unica fuente de energia en ausencia de compuestos de azufre reducidos a altas
concentraciones de cloruro y metales solubles.

La cepa Sp-Cl oxida el hierro en un cultivo puro o en un cultivo mixto con una bacteria resistente a cloruros acidéfila
u oxidante de azufre haldfila.

Kinnunen y Punakka [2004] evaluaron la tolerancia al cloruro de lo que se estableci6 como un cultivo mixto
dominado por Leptospirillum ferriphilum. Los autores publicaron velocidades de oxidacién del hierro
significativamente reducidas a [CI] de 10 g/l y una inhibicion completa a 20 g/I, en comparacion con la velocidad de
oxidacion del hierro obtenida en ausencia de iones cloruro. Sin embargo, el documento no proporciona ninguna
evidencia que apoye que la especie de Leptospirillum ferriphilum domine en el cultivo mixto o que indique si una
cepa de Leptospirillum ferriphilum es realmente responsable de catalizar la oxidacion del hierro de los resultados
presentados en presencia de iones cloruro. Ademas, no se hizo referencia a las velocidades de oxidacion del hierro
ni a la inhibicion microbiana en presencia de cloruro y cobre soluble.

Las Unicas cepas autotrofas, aciddfilas, tolerantes a los cloruros, oxidantes del hierro descritas hasta la fecha, de las
cuales el solicitante tiene conocimiento, pertenecen al género Thiobacillus, especificamente al grupo de la especie
prosperus: - Thiobacillus prosperus [Huber y Stetter, 1989]. Dichos organismos tienen una necesidad inherente de
cloruro para su crecimiento 6ptimo (haléfilos). El grupo de Thiobacillus prosperus (cepa tipo, cepa V6 y otras cepas
presentes como cultivos mixtos) [Huber y Stetter, 1989; Simmons y Norris, 2004; Norris 2007; Davis-Belmar et al.,
2008] son bacterias acidéfilas, oxidantes del hierro y oxidantes del azufre, halotolerantes, capaces de crecer hasta
[CI'T de 28 g/l en hierro ferroso (con tetrationato) y hasta [CI] de 36 g/l en presencia de pirita como un cultivo mixto
con Acidithiobacilli oxidantes del azufre [Simmons y Norris, 2004]. Estos organismos requieren la suplementacion de
un compuesto de azufre reducido, probado especificamente solo en tetrationato, para un buen crecimiento en el
hierro ferroso como la Unica fuente de energia [Davis-Belmar et al., 2008; Simmons y Norris, 2002]. No se han
descrito niveles de tolerancia ni alta resistencia a metales aplicables a la biolixiviacion, especificamente a
concentraciones de cobre superiores a 1 g/I", u otras impurezas (por ejemplo, aluminio), para estos organismos
[Davis-Belmar et al., 2008].

Las bacterias que pertenecen a los géneros Thiobacillus/Halothiobacillus, Thioalkalirnicrobium y Thiomicrospira
[Kelly y Wood, 2000; Sorokin et al., 2001] son las que mas se relacionan filogenéticamente con el grupo de
Thiobacillus prosperus y no con la especie Acidithiobacillus (se requiere una reclasificacion del género Thiobacillus).
En contraste con las cepas de tipo Thiobacillus prosperus, estos organismos quimiolitétrofos oxidan compuestos de
azufre inorganicos en condiciones alcalinas con solucién salina y, por lo tanto, no pueden prosperar en condiciones
acidas ni utilizar el hierro ferroso como Unica fuente de energia.

Descripcion de las figuras

La invencion se describe en mayor profundidad por medio de ejemplos con referencia a las figuras adjuntas en las
que:

la Figura 1 presenta la secuencia parcial de ADNr 16S y un andlisis filogenético basado en el algoritmo del
método de unién al vecino y la distancia evolutiva, indicada como sustituciones de nucleétidos por pares de
bases (barra de escala);

la Figura 2 es una representacién en diagrama de bloques de un proceso de biolixiviacién en pila, con las
posibles variaciones del mismo, realizado de acuerdo con los principios de la invencion;

la Figura 3 es una representacién esquematica de un proceso de biolixiviacién en tanque realizado de acuerdo
con los principios de la invencién;
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la Figura 4 es una ilustracién grafica de la ecuacion de Nernst que demuestra la relacion del porcentaje de hierro
oxidado (Fe®*) y el potencial de solucién (milivoltios frente a la celda de referencia de Ag/AgCI/KCI 3 M a 25 °C);
la Figura 5 tiene tres graficos que presentan los parametros de funcionamiento y las condiciones fisicas/quimicas
de un sistema biorreactor alimentado con concentrado de cobre continuo (tanque de alimentacién, biorreactor
primario y secundario) empleado para el crecimiento de un consorcio mixto usado como inéculo en el método de
la invencion ;

la Figura 6 ilustra los resultados del andlisis de PCR en tiempo real realizado en el consorcio desarrollado en el
sistema biorreactor de la Figura 5;

la Figura 7 demuestra la capacidad de oxidacion delL hierro de un cultivo mesoéfilo de biolixiviacion en un intervalo
de concentraciones de cloruro de 0 a 12 g/l en medios de cultivo que contienen 3 g/l de hierro ferroso;

la Figura 8 muestra la capacidad de oxidacién de hierro de la cepa Sp-Cl de Leptospirillum ferriphilum en un
intervalo de concentraciones de cloruro de 0 a 12 g/l en medios de cultivo que contienen 3 g/l de hierro ferroso;

la Figura 9 presenta la capacidad de oxidacién del hierro de la cepa Sp-Cl de Leptospirillum ferriphilum en
presencia de una cepa oxidante de azufre en un intervalo de concentraciones de iones cloruro de 0 a 30 g/l en
medios de cultivo que contienen 3 g/l de hierro ferroso;

la figura 10 ilustra los resultados de un analisis de PCR en tiempo real realizado en la condicion de 21 g/l de Cl,
mostrada en la Figura 9, tras aproximadamente 11 dias de incubacién, y

la Figura 11 demuestra la capacidad de oxidacion del hierro de la cepa Sp-Cl de Leptospirillum ferriphilum como
un cultivo mixto en presencia de 5 g/l de Cu®*, 12 g/l de CI"' y 3 g/l Fe*".

Descripcion detallada de la invencion

En base de la filogenia del ADNr 16S (Figura 1), la cepa Sp-Cl pertenece al género Leptospirillum, especie
ferriphilum (grupo 1l de Leptospirillum). La secuencia de ADNr 16S se agrupa en un subgrupo diferente del grupo Il
de Leptospirillum sin representantes cultivados conocidos.

La cepa Sp-Cl aislada, denominada Sp-Cl de Leptospirillum ferriphilum, se deposit6 como cultivo puro en la
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) con el nimero de acceso DSM 22399 el
2 de marzo de 2009.

La Figura 2 ilustra un proceso de lixiviacién en pila implantado con el consorcio al que se hace referencia. Se
construye una pila 30 a partir de mena aglomerada en los lechos cortos 32 y 34 usando técnicas convencionales. Se
inyecta aire 36 a través de un ventilador 38 en un colector 40 de una zona inferior de la pila. Se afade diéxido de
carbono procedente de una fuente 42 a una velocidad controlada, normalmente CO- al 0,1 % v/v, a la corriente de
aire.

Opcionalmente, se vuelve a hacer circular una solucion de pila intermedia 44 (SPI) recogida en lecho corto 32 hacia
un sistema de irrigacion 46 situado sobre la pila. Se somete la solucién de lixiviacién cargada 48 (SLC) recogida en
el lecho corto 34 a un proceso de extraccion en disolvente (ED)/extraccion electrolitica (EE) 50 para recuperar el
contenido de cobre de la solucién de lixiviacion cargada sobre los catodos 52.

La Tabla 1 muestra como ejemplo algunas especies quimicas de la solucién de lixiviacion cargada de un proceso de
biolixiviacion en pila que contiene iones cloruro, siendo los cationes predominantes en el circuito de lixiviacion el
aluminio, magnesio, sodio, hierro y cobre.

Tabla 1
Analisis ICP de solucion de lixiviacion de un proceso de
biolixiviacién en pila
Elemento ICP de la solucién de
lixiviacién cargada
Cloruro g/l 7,09
Sulfato g/l 28,38
Cinc mg/l 25
Arsénico mg/l 3,88
Aluminio g/l 1,36
Cadmio mg/| 0,7
Calcio mg/| 456
Bario ppb 30
Magnesio mg/| 822
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Anadlisis ICP de solucién de lixiviacién de un proceso de
biolixiviacién en pila
Estroncio mg/l 1,2
Sodio g/l 3,08
Estafio ppb 50
Potasio mg/l 209
Vanadio mg/| 1,59
Hierro mg/| 799
Litio mg/| 15
Cobalto mg/| 3,61
Cobre g/l 5,05
Niquel mg/| 0,98
Manganeso mg/| 25

El residuo de refinado del proceso 50 se recoge en un estanque 54 y se le afiade acido sulfirico 56, segin sea
necesario. Al menos parte del residuo de refinado 58, que tiene una concentracion de células de 10" a 108
células/ml, se recicla hacia el sistema de irrigacion 46.

Se puede hacer uso de una 0 més técnicas para garantizar la obtencién de un volumen adecuado del consorcio, con
un recuento de células aceptable.

Una primera posibilidad es hacer uso de al menos un reactor de acumulacion en el que se cultive el consorcio. En
dicha técnica, se introduce un concentrado 60 a una pluralidad de reactores de acumulacién con in6culo 62A a 62E,
en los que se lleva a cabo el cultivo del consorcio. Los reactores pueden funcionar a diferentes temperaturas, segun
proceda, para lograr la propagacion 6ptima del consorcio. Cada reactor se puede agitar segun sea apropiado por
medio del respectivo impulsor 64A a 64E. El aire 66 se dirige a una zona inferior de cada reactor, y se afade didxido
de carbono 68 al aire para aumentar al maximo y controlar la acumulacion de inéculo en cada reactor. El diéxido de
carbono esta presente en el intervalo del 0,1 % al 5 % v/v.

El inéculo 70 se extrae de cada reactor, segun se requiera, para inocular la pila. El inéculo se puede afnadir a
intervalos regulares de manera discontinua, pero se afade preferentemente a una velocidad controlada y continua.
La concentracién celular del inéculo depende del funcionamiento de cada reactor y de cualquier diluciéon que pueda
tener lugar, 9pero normalmente esta en el intervalo de 10" a 10™ células/ml, estando un valor preferido en el intervalo
de 10" a 10° células/ml. En este sentido, es un objetivo mantener el recuento de células de la pila en el intervalo de
10°® a 10" células/tonelada de mena.

En otro enfoque, el indculo 72 de uno o mas de los reactores se dirige hacia un estanque de inéculo 74 que esta
aireado (76). El estanque es un estanque de almacengmiengo y mantenimiento y, en caso necesario, el inéculo 78,
por lo general, con una concentracion de células de 10° a 10° células/ml, se dirige hacia el sistema de irrigacion.

En otra variacion, el inéculo 78, ya sea del estanque o de cualquiera de los reactores, se dirige a una pila pequefa
separada 80 que funciona en condiciones de circuito cerrado. Se recoge la soluciéon de drenaje procedente de la pila
en un estanque de 82 y bien se vuelve a hacer circular directamente hacia la pila, o se almacena y se mantiene en el
estanque de inoculacién 74. La mena 84 que contiene el inéculo se separa de la pila 80 y luego se aglomera con la
mena en la pila 30 para ayudar a mantener la poblacién del consorcio de la pila a un nivel apropiado.

También es posible dirigir el residuo de refinado 58 y la solucién de lixiviacion intermedia 44, o una mezcla de los
mismos, al sistema de irrigacion para mantener el recuento de células de la pila.

En un enfoque diferente mostrado en la parte superior derecha de la Figura 2, se usa el inéculo 86 de uno o mas de
los reactores 68 para inocular mena triturada 88, que se aglomera en un proceso 90. Se afiade acido sulfurico 92 a
la mena, y se introduce la mena inoculada y aglomerada 94 en la pila 30 segun sea necesario.

La Figura 3 representa el uso del consorcio en una aplicacion de lixiviacion en tanque. Se dota un reactor 100 de un
agitador 102 y un anillo de inyeccion de aire 104. Se introduce una solucion del concentrado de sulfuro 106 que se
va a lixiviar en el tanque de una manera controlada. Se afiade una solucién salina 108 que contiene nutrientes bien a
una linea de alimentacion 110 que se extiende desde la fuente de concentrado al tanque o directamente al
concentrado 106. Se introduce una solucién 112 que contiene el consorcio, preparada fuera del proceso, en la
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solucion del tanque, segun sea apropiado, para lograr un recuento de células deseado. Se inyectan aire 114 y
diéxido de carbono 116 en el tanque a través de un sistema de inyeccion 118 situado en una zona inferior del
tanque, segln es necesario.

Las etapas de tratamiento del mineral llevadas a cabo antes de la fase de biolixiviacién y posteriormente a la misma
para recuperar el contenido de metal de la solucion de lixiviacion no se muestran para dichos aspectos, pero son
conocidas en la técnica.

La Figura 5 demuestra la capacidad de crecimiento del consorcio en un S|stema basado en reactores, al que se hace
referencia en la Figura 2, a una concentracion celular de entre 10" y 10° células/ml a 10-12 g/l de CI' y una
concentracién de iones de cobre superior a 5 g/l en un tiempo de retencién aproximado en el reactor de 4 dias,
manteniendo ademas un potencial rédox superior a 600 mV (Ag/AgCl) en los reactores primario y secundario. Los
reactores primario y secundario se mantuvieron a una temperatura de aproximadamente 35 °C y un pH, incluyendo
el del tanque de alimentacién, de entre 1 y 2. Se traté un concentrado de sulfuro de cobre en el sistema reactor y
sirvié como fuente principal de los valores de cobre solubles presentados.

La Figura 6 ilustra los resultados de los analisis de PCR en tiempo real realizados en el consorcio usado en el
método de la invencién para establecer la concentracién de células en una muestra de una soluciéon de biolixiviacion.
La concentracion celular del consorcio procede de las respectivas concentraciones de las cepas que se incluyen en
el consorcio, en concreto, de la cepa Sp-Cl de Leptospirillum ferriphilum 'y una cepa oxidante de azufre.

Las Figuras 7 y 8 muestran los resultados de los ensayos en matraz oscilante que se llevaron a cabo para comparar
la capacidad de oxidacién del hierro de un cultivo mesoéfilo normal, obtenido mediante un biorreactor de concentrado
de cobre, con el cultivo puro de la cepa Sp-Cl de Leptospirillum ferriphilum a diferentes concentraciones de una
mezcla de cloruro de sodio y cloruro de magne3|o y 1 g/l de CI'. El cultivo normal de biolixiviacién mostré una
inhibicion profunda entre 0 y 2,4 g/l de CI'", sin que se observara actividad a las concentraciones de iones cloruro
ensayadas superiores a 4,8 g/l (Figura 7) durante un periodo de crecimiento de 11 dias. La Sp-Cl de Leptosp/r//lum
ferriphilum no mostré inhibicién (oxidacion del hierro completa en menos de 8 dias) entre 0y 12 g/l CI”

La Figura 9 ilustra ademas, a través de ensayos en matraz oscilante, la capacidad de oxidacion del hierro del
consorcio usado en la presente invencion frente a un aumento de la concentracién de una mezcla de cloruro de
magnesio, cloruro de sodio y cloruro de aluminio (0-30 g/l cl’ ). El consorcio demostrd la capacidad de oxndamon
total del hierro a hasta 12 g/l en menos de 11 dias, observandose actividad microbiana hasta 30 g/l cr’
comparacién con el control negativo.

La Figura 10 confirma que la cepa Sp-Cl de Leptospirillum ferriphilum es el organismo que cataliza la oxidacion del
hierro a las altas concentraciones de cloruro evaluadas en la Figura 9.

La Figura 11 incide en la resistencia al cloruro del consorcio y la alta tolerancia al cobre en presencia de cloruro,
obteniéndose velocidades de oxidacion del hierro notables (en menos de 150 horas) a 12 g/l y 5 ¢/l de Cu®*. Las
muestras para los ensayos en matraz oscilante de oxidacion del hierro (in6culo al 10 % a los medios) se inocularon
con cultivo procedente del biorreactor secundario mostrado en la Figura 5. Los ensayos de oxidacién del hierro se
realizaron durante un periodo de funcionamiento del sistema biorreactor.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de tratamiento de un mineral de sulfuro o sulfuro mixto y mineral de éxido que incluye la etapa de
biolixiviacion del mineral en una solucién de iones cloruro con un consorcio de cultivo mixto y que se caracteriza
porque:

a) el contenido de iones cloruro esta en el intervalo de 1.500 ppm a 30.000 ppm;

b) la solucién contiene al menos uno de los siguientes: aluminio, magnesio y sodio;

¢) la temperatura de la solucion es superior a 10 °C;

d) el pH de la solucién esta en el intervalode 1 a 3; y

e) el consorcio de cultivo mixto contiene, al menos, una cepa de Leptospirillum ferriphilum, que es una cepa Sp-
Cl depositada en DSMZ con el nimero de acceso DSM22399, y un microorganismo oxidante de azufre que es
haléfilo o halotolerante, consorcio que aumenta la velocidad de oxidacién del hierro ferroso.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el contenido de iones cloruro se encuentra en el intervalo
de 5.000 ppm a 30.000 ppm, y la temperatura esta en el intervalo de 25 °C a 45 °C.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que al menos un microorganismo del consorcio se cultiva en
al menos un reactor de acumulacién.

4. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en7el que el mineralgse inocula con un inoculante que tiene una
concentracién de células gel cqrﬂsorcio de entre 10" células/ml y 10° células/ml para mantener un recuento de
células en el mineral de 10° a 10 células por tonelada de mena.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que un inéculo del reactor se dirige a un estanque que esta
aireado, y en el que se almacena y mantiene el indculo, y el indculo del estanque se afade al mineral.

6. Un método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el inéculo del reactor se afiade a mena triturada junto con
acido y la mena inoculada se afiade al mineral.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el consorcio se produce en un generador de indculos, y
la mena, a la que los microorganismos del consorcio estan unidos, se afiade al mineral.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que una solucién de lixiviacion intermedia, que se extrae del
mineral y que no se somete a un proceso de recuperacion de metal, y residuo de refinado, producido haciendo pasar
una solucion de lixiviacién cargada que drena desde el mineral a través de un proceso de recuperacion de metal, se
vuelven a hacer circular hacia el mineral para aumentar el recuento de células activas del mineral.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 usado para la recuperacién de cobre del mineral, en el que los
microorganismos del consorcio tienen una tolerancia al cobre en exceso de 0,5 g/l.

10. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que al menos uno de los microorganismos incluidos en el
consorcio de cultivo mixto esta adaptado a aumentar la tolerancia del consorcio al cloruro y al cobre.

11. Microorganismo aislado que es la cepa Sp-Cl de Leptospirillum ferriphilum depositada en DSMZ con el numero
de acceso DSM22399.
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> Secuencia de ADNr 16S parcial de la cepa Sp-Cl de Leprospirilium ferriphilum

Taacacatgcaagtccgacgtgsaaggggagoastoccccggtagggtggcasacgggtgagtaagacatgggtgateta
cectggagartggggatatcoctoogasagggggggcaataccgaatagagtecggttocgtgasggagaccogggaangg
gaggcoctoctggaacaagcttccgotectggatgageccatggecoatcagetagttggtagggtaaaggectaccaagge
gacgacgggtagctggtetgagaggacaaccagocacactggcactgagacacgggoccagactcotacgggaggcageag
tgaggaatattgcgcaatgggagcaaccctgacgecageaacgecgogtgtgggaagaaggctttegggttgtaasaceact
tttgcocegggacgaaasggggogtocagaatecggegettogatyacygtaccgggagaataagecacggetaactctgty
ccagcagcocgoggtaagacagaggtggcasgegttgrtcggagtaactgggcgtaaagagtotgraggrggrrrgtcany
tctttggtgasaggocgtggcttasceatgggastgocaaagagactggcagactggaggctgggagagggasgoggaat
ttctggtgtageggtggaatgcgt agatatcag aagggaggcceggtggegaaggeggcttecttggacaggectgacac
tgagagacgasagcgtgggagcaascaggattagataccctggtagtccacgecctaaacgatgggtactaagtgtggga
gggttaaacctccogtoccgeagecaacgcagtaagtaccecgecctggggagtacggecgecaaggrtgasactcaaagga
attgacgggggoccgcacaagoggtggtgcatgtggrttaattegacgcasacgcgaagaaccttacctgggcttgacata
ccgcgagtagggaactgaaaggggaccgacceggttcaglocggaagoggaacaggtgctgoatggctgregtcagetegt
gecgtgaggtgttgggttcagtccogocaacgagocgcaacectegecctetgttgocaccgggroatgeccgggcactcetga
ggggactgccagcgacaagttyggaggaaggagaggatgacgtcasagrcatcatggoccttatgoocagggooacacacgt
gcaacaatggccggtacagacggatgcgagaccgageggtggagcaaatccgagaaagccggtoccagticggattgagg
tectgcaactogaccteatg aagtoggaatogetagtaatteggegaattotggocattcaat

Sulfobacillus acidophilus (AF050169)
Proteobacteria ysin cultivar (AF339744)
'-_'—:Cepa DSM 5130 de Thiobacillus prosperus (ELU653291)
Cepa V6 de Thiobacillus prosperus (EU653290)
DSM 15147 de Halothiobacillus neapolianus (AB30826)
DSM 13162 de Halothiobacillus kelly! (AF17041)
—‘I E—DSM 7121 de Halothiobacillus hydrothermalis (M90662)
DSM 6132 de Halothiobacillus halophilus (U58020)
DSM 6690 de Thiobacillus plumbophilus (AJ316618)
DSM 12475 de Thiobacillus dentrificans (US58019)
DSM 12475 de Thiobacillus dentrificans (AJ243144)
DSM 8584 de Acidithiobacillus caldus (729975)
Cepa ATCC 19859 de Acidithiobacillus fercoxidans (AF362022)
TCC 53993 de Acidithiobacillus ferooxidans (CP001132)
Cepa ATCC 23270 de Acidithiobacillus ferooxidans (AF465604)
epa tipo ATCC 19377 de Acidithiobacillus thiooxidans (Y 11596)

Cepa ATCC 19377 de Acidithiobacillus thiooxidans (AY552087)
Acidithiobacillus albertensis (AJ459804)

Bacteria SCO7 sin cultivar (AF225453)
_—"__L(.‘epa UBAT de Leprospinllum ferrodiazotrophum (EF065178)
Bacteria BA29 sin cultivar (AF225448)

SM 2705 de Leptospirillum ferrooxidans (X86776)
eprospirilum ferrooxidans (AY952274)

Cepa P30 de Leptospirillum ferrooxidans (AF356837)
L[Cepa 49879 de Leprospirillum ferrooxidans (AF356832)

Cepa CF12 de Leptrospirillum ferrooxidans (AF356834)
Cepa ChH-L12 de Leptospirillum ferrooxidans (AF356835)
-lFepa LMT3 de Leprospirillum ferriphilum (AM502933)

Cepa Warwick de Leptospirillum ferriphilum {(AF356831)
DSM 2391 de Leptospirillum sp. (AJ237903)
Leprospirillum sp. (AJ237902)
Aislado LF-104 de Leptospirillum ferriphilum (AY485647)
epa Y17 de Leptospirillum ferriphilum (EF025340)
Cepa D1 de Leptospirillum ferriphilum (DQ665909)
Cepa ATCC 49881 de Leprospirillum ferriphilum (AF356829)
Cepa Fairview de Leptospirilfum ferriphilum (AF356830)
Cepa BY165 de Leptospirillum ferriphilum (EF025341)
Cepa Sp-Cl de Leprtospirilium ferriphilum
Clon K6-C22 de Leprospirillum sp. sin cultivar (EF612392)
Clon SK3-20 de bacteria sin cultivar (DQ469238)

Clon BS-C3 de bacteria sin cultivar (DQ667637)

0,1

FIGURA 1
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