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Resumen v

Resumen

En este trabajo se presenta el escalado y evaluacion del proceso de biooxidacion de un residuo de
mineria aurifera (proveniente de la mina La Maruja, Marmato-Caldas), desde una escala de
laboratorio hasta un nivel de planta piloto en reactores de tanque agitado. Para procurar el éxito del
escalado, se realizd una caracterizacion mineraldgica inicial del residuo y una adaptacion del
agente bioldgico, Acidithiobacillus ferrooxidans, al mineral. A escala de laboratorio se determind
el nivel méas apropiado de agitacion, y se evaluaron dos criterios de escalado seleccionados con
base en las necesidades del proceso. A través de la caracterizacion mineraldgica se establecié que
la fase mineral predominante en el residuo fue la pirita con un 34.1% y el contenido de Fe y S
ascendi6 a 24.9 y 28.7%, respectivamente; se observaron ademas particulas micrométricas de oro
diseminadas en la superficie de los sulfuros indicando la refractariedad del mineral. Mediante una
serie de cultivos sucesivos se obtuvo una cepa estable respecto a su actividad oxidativa y se
eliminaron las fases de latencia en las cinéticas de biooxidacion. Los ensayos preliminares en
reactores indicaron que el intervalo de agitacion idéneo para el proceso oscila entre 500 y 700
r.p.m, sobresaliendo 500 r.p.m por la reduccidn en el consumo de potencia. El criterio de escalado
maés adecuado fue velocidad en la punta del impulsor, el cual redujo el estrés hidrodinamico sobre
el microorganismo y condujo a los mas altos porcentajes de hierro y sulfatos disueltos. El escalado
desde laboratorio hasta planta piloto, preciso del ajuste y/o cambio de ciertas condiciones con cada
aumento en el volumen, particularmente la calidad del medio de cultivo y la relacién inicial
[células]/[mineral], algunos de estos cambios parecen haber afectado el arranque del proceso a
nivel de planta piloto. A nivel de laboratorio (matraz y 5L) los porcentajes de hierro y sulfatos
disueltos fueron de =22% y ~25%, y mejoraron con el aumento en escala (27-29% y 30-32%). Si
bien aun se requiere del ajuste de ciertos parametros y condiciones, particularmente en planta
piloto, en términos generales se encontrd que el escalado del proceso de biooxidacion de los
residuos de La Maruja, present6 resultados promisorios que pueden ser tomados como punto de

partida para la optimizacién del proceso y su implementacién a escala comercial.

Palabras clave: adaptacion, biooxidacion, caracterizacion mineraldgica, escalado, residuo minero.
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Abstract

This work presents the scale-up and the evaluation of the biooxidation process of mine tailings
(coming from La Maruja mine in Marmato, Caldas (Colombia)) from laboratory to a pilot scale in
stirred-tank reactors. To ensure a successful scaling, an initial mineralogical characterization of
mine tailings and an adaptation of the biological agent (Acidithiobacillus ferrooxidans) to the
mineral were carried out. The most appropriate level of agitation was established at laboratory
scale. Additionally, two scaling criteria were selected and evaluated based on the process needs.
Thanks to the mineralogical characterization it was established that the predominant mineral phase
in the residue was pyrite (35.7%) with Fe and S reaching 24.9 and 28.7% respectively. Micron
gold particles were observed in the mineral surface indicating refractoriness. By means of a series
subcultures, a stable strain was obtained and the latency phases were eliminated in the
biooxidation kinetics. Preliminary tests in reactors indicated that proper agitation rate is between
500 and 700 r.p.m, favoring 500 r.p.m because of lower power consumption. The most suitable
scale-up criteria was speed at the tip of the impeller. Thus, reducing hydrodynamic stress on the
microorganisms and generating the highest rates of diluted Fe and S. The scale-up from laboratory
to the pilot plant requires adjusting and/or changing certain conditions every time the volume is
increased, in particular, the culture medium and the initial relation [cells]/[mineral]. These changes
may have affected the onset process at pilot plant level. At laboratory level, the percentage of ore
biooxidation was significantly improved with an increase in the scale. While some parameters and
conditions might still require some adjusting, particularly at the pilot level, the overall scale-up of
the biooxidation process of mine tailings from La Maruja, produced promising results that can be

taken as a starting point for process optimization and commercial implementation.

Keywords: adaptation, biooxidation, mine tailings, mineralogical characterization, scale-up.
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Introduccion

El uso indiscriminado de las reservas de metales altamente puros y su consecuente agotamiento, ha
conducido a la bdsqueda de nuevas fuentes para suplir la creciente demanda de la industria. Hoy,
gran parte de la extraccién de metales preciosos se hace desde reservas secundarias, como menas
de baja ley y residuos de la actividad minera (Gentina y Acevedo, 2005; Hoque y Obbard, 2011;
Sekhar et al., 2012; Kaksonen et al., 2014a). En el caso particular del oro, se estima que un tercio
de su producciéon mundial proviene de depoésitos secundarios, constituidos en su mayoria por
minerales refractarios (Das y Sen, 2001; Arroyave, 2008). En las menas refractarias el oro se
encuentra encapsulado y/o en solucion solida en sulfuros insolubles, entre los que destacan la pirita
y arsenopirita, barreras fisicas o quimicas que evitan o hacen ineficiente la recuperacién del metal
por el método convencional de cianuracién, lo que ha conducido al desarrollo de diversos
pretratamientos (Das y Sen, 2001; Karamenev et al., 2001; Arroyave, 2008; Hoque y Hobbard,
2011; Kaksonen et al., 2014a). Entre las tecnologias o pretratamientos disponibles comercialmente
para destruir las matrices de sulfuros, la biooxidacion es considerada la més econdmica, versatil y

menos contaminante (Karamanev et al., 2001; Das y Sen, 2001).

La biooxidacién es un proceso natural de disolucion, en el que los microorganismos extremofilos
como Acidithiobacillus ferrooxidans, catalizan la oxidacion de sulfuros asociados a los metales
preciosos (Mishral y Rhee, 2014). Este proceso usualmente no genera la cantidad de residuos
peligrosos caracteristicos de pretratamientos como la tostacién u oxidacion quimica, y tampoco
presenta altos costos como la oxidacion a presion; los residuos de la biooxidacion consisten en
lixiviados que se pueden tratar facilmente mediante neutralizacién (Morin, 1995; Climo et al.,
2000; Mejia et al., 2011; Sekhar et al., 2012). Adicionalmente, este proceso bioldgico se puede
llevar a cabo en diferentes configuraciones de reactores, con diversos tipos de microorganismos y
condiciones de operacion (Acevedo, 2000; Karamanev et al, 2001; Hoque y Hobbard, 2011;
Kaksonen et al., 2014a).

Como cualquier proceso que involucra el uso de microorganismos, en la biooxidacion es necesario

conocer y controlar cierto tipo de factores que afectan el crecimiento celular. Se considera que la



2 Escalado de un proceso de biooxidacion de residuos de mineria ricos en sulfuros usando

reactores de tanque agitado

composicion ylo caracteristicas fisicas y quimicas del mineral es uno de los factores més
determinantes (Gentina y Acevedo, 2005), a este pueden estar sujetos, los cambios de pH en el
sistema de reaccion, y los tipos y concentraciones de metales pesados que conducen a la inhibicién
del microorganismo (Dew, 1997; Dopson, 2003, Watling, 2006); de las caracteristicas y clases de
fases presentes, depende también el grado de refracteriedad y el orden de oxidacién de los sulfuros
(Tributsh y Bennett, 1981b; Gasparrini, 1993; Mason y Rice, 2002). Para contrarrestar los efectos
adversos inherentes a las caracteristicas del mineral, se recomienda realizar una adaptacion previa
del microorganismo al concentrado, y de tal manera mejorar la actividad bacteriana y la eficiencia
del proceso (Sonnleitner, 1998; Xia et al., 2008; Haghshenas et al., 2009). Por otro lado de la
configuracion de reactor surgen otros aspectos a los que se debe prestar atencion. En el caso de
tanques agitados, la agitacion juega un papel importante puesto que garantiza la mezcla entre las
tres fases del sistema, y determina el nivel de estrés hidrodindamico sobre las bacterias, ademas es
imperante conocer su nivel mas adecuado si se desea llevar el proceso a otras escalas mediante
criterios tradicionales de escalado (Quintero, 1981; Gallego, 2002b; Deveci, 2002; Sun et al.,
2012).

Diariamente en Colombia se generan una gran cantidad de residuos provenientes de la mineria
aurifera, con oro u otros metales valiosos presentes no recuperados por los métodos tradicionales
empleados cominmente en la explotacion de los depoésitos. La biooxidacion, un proceso poco
conocido en nuestro pais, se presenta como una excelente alternativa que facilitaria la recuperacion
de estos metales. La economia colombiana depende en buena parte de la mineria, por lo que se
hace necesario pensar en la implementacion de procesos “nuevos” y efectivos para la recuperacion
de los metales presentes en depdsitos primarios y secundarios. Adicionalmente, vale la pena
explorar nuevos campos y avances con miras a una mineria aurifera eficiente, ambientalmente mas
limpia y a la vanguardia con los procesos que actualmente se vienen empleando exitosamente en

otros lugares del mundo.

Acorde a lo anterior y dando continuidad a la linea de investigacion en biomineralogia y
biohidrometalurgia del grupo de investigacion GMAB (Grupo de Biomineralogia Aplicada y
Bioprocesos), esta investigacion pretende: Evaluar a nivel de planta piloto, la eficiencia del
proceso de biooxidacién de residuos de mineria aurifera ricos en sulfuros, a partir de
condiciones de operacion preestablecidas a escala de laboratorio, usando reactores de tanque

agitado.
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Para dar cumplimiento al objetivo general se plantearon los objetivos especificos:

= Definir en reactores de tanque agitado, escala de laboratorio, la velocidad de agitacion mas
adecuada para alcanzar altas tasas de disolucion de sulfuros durante un proceso de oxidacion
bioldgica de residuos de mineria aurifera empleando 10% de pulpa.

= Evaluar, a escala de laboratorio, criterios de escalado que permitan llevar hasta un nivel de
planta piloto el proceso de biooxidacion de colas de mineria.

= Describir a nivel laboratorio y planta piloto las cinéticas asociadas a la disolucién sulfuros

durante la biooxidacion de residuos mineros.

A partir de esta investigacion, se espera obtener herramientas y/o conocimientos béasicos
preliminares, que en un futuro proximo contribuyan con la implementacion en nuestro pais de

procesos de biooxidacién de reservas secundarias a escala comercial.
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En primer lugar, es necesario resaltar que en este trabajo se emplearon reactores de tanque agitado
de diferentes volimenes (5L, 50L y 4000L) disponibles en el Laboratorio de Biomineria y
Biohidrometalurgia (LBB), como agente biologico la cepa comercial Acidithiobacillus
ferrooxidans ATCC 23270 proporcionada por el mismo laboratorio, y residuos de mineria
provenientes de la explotacion de oro en la mina La Maruja (Marmato, Caldas).

Durante el desarrollo de esta investigacion, y como complemento fundamental para el escalado del
proceso de biooxidacion, se realiz un estudio inicial sobre las caracteristicas mineraldgicas del
residuo, el cual permitié determinar la idoneidad del mineral como fuente de oro y sustrato para un
proceso de biooxidacién. Asi mismo, a través de una adaptacion preliminar del microorganismo, se
obtuvo una cepa de Acidiothiobacillus ferrooxidans con la capacidad de oxidar eficientemente el
residuo de La Maruja. Los resultados de estos dos trabajos se resumen en los capitulos dos y tres.
De acuerdo a los resultados mineralégicos y de adaptacion, se determind que el pH podia ser un
parametro determinante para la eficiencia global del proceso, por tanto se evalué la necesidad de su
control en reactores de tanque agitado de 5L; paralelamente en el mismo reactor, se estimé el nivel
mas adecuado de agitacion a escala de laboratorio. Todo lo anterior se presenta en un cuarto
capitulo. Partiendo de la velocidad de agitacion establecida en el reactor de 5L, se definié entre dos
criterios tradicionales de escalado, el mas idoneo para llevar el proceso hasta un nivel de planta
piloto. Los criterios de escalado fueron seleccionados con base en las necesidades del proceso de
mantener una buena mezcla y bajos niveles de estrés hidrodindmico, para estos ensayos se empled
un reactor de 50L. Finalmente, con ayuda de la informacion obtenida en el laboratorio, se evalu6
de manera preliminar la eficiencia del proceso de biooxidacion de los residuos de La Maruja a
escala piloto (4000L). Los resultados del ensayo en 4000L y una comparacién de la biooxidacion
en los demas volumenes de trabajo, seran descritos en el quinto capitulo. Cada uno de los capitulos
presenta sus respectivas conclusiones y recomendaciones. Es importante resaltar que durante este
trabajo, el seguimiento de diferentes cinéticas asociadas a parametros basicos del proceso de
biooxidacion, fue esencial para la toma de decisiones. A continuacion se presenta un diagrama de

flujo que resume el disefio metodoldgico global implementado.
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1. Marco teorico

1.1 Minerales refractarios

La extraccion de oro esta constituida por una serie de procesos que varian dependiendo del tipo y
caracteristicas del material a ser procesado. En general estos procesos secuenciales se dividen en:
extraccion del mineral desde su fuente, trituracion, molienda, concentracion gravimétrica,
cianuracién, recuperacién y fundicion (Maldonado et al., 2002). En la cianuracion, es usual
encontrar dificultades durante la extraccién del metal debido a la presencia de minerales
refractarios, por lo que el oro se termina desperdiciando en vertederos mineros (Gentina y
Acevedo, 2005).

Un mineral se considera refractario cuando la extraccion de oro, usando métodos tradicionales, es
menor al 60% del oro total en la mena. La refractariedad es ocasionada por la complejidad con que
se aloja el metal valioso en el mineral y las caracteristicas de los minerales de “la ganga” o
minerales de bajo valor econémico que acompafian. Entre las situaciones que dan origen a los
minerales refractarios estan: (i) oro finamente diseminado o encapsulado en matrices de sulfuros
insolubles como la pirita, pirrotita, esfalerita, arsenopirita, calcopirita, galena, entre otros sulfuros
y/o sulfosales asociados; (ii) oro asociado a teluros; (iii) oro contenido en sulfuros metalicos base,
como plomo, cobre y zinc; (iv) oro en minerales con contenido de carbén organico (Bhappu, 1990;
Gentina y Acevedo, 2005; Schippers et al., 2013).

En la actualidad las investigaciones en mineria se centran en la bisqueda y perfeccionamiento de
tecnologias que permitan procesar estos minerales refractarios (primarios o en forma de “colas”),
particularmente aquellos consistentes en matrices de sulfuros insolubles, de tal forma que se
aproveche y extraiga la maxima cantidad de oro contenido en ellos. Entre los desarrollos
alcanzados a la fecha estan el proceso de tostacidn, que se presenta como el mas extendido pero
también el mas contaminante, la oxidacion quimica, la oxidacion por presion y la biooxidacion,
esta Ultima considerada como la tecnologia mas limpia y econémica (Parga y Carrillo 1995;
Gentina y Acevedo, 2005)
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1.1.1 Sulfuros insolubles mas abundantes

= La pirita o disulfuro de hierro (FeS,,) es el sulfuro mas abundante en la corteza terrestre. Este
mineral de bajo valor econémico, puede estar asociado a otros sulfuros y suele tener
inclusiones de metales valiosos como el oro, por lo que es comin en vetas auriferas. Su
estructura quimica estad compuesta de hierro ferroso (Fe*?) y el anién disulfuro S, Como
compuesto puede tener dos estructuras cristalinas, la de la pirita que es cubica y la marcasita
gue se presenta como una estructura ortorrémbica menos estable. La oxidacion de la pirita que
resulta en la produccion de ion ferroso, sulfatos, sulfuro de hidrogeno, hidréxido de hierro,
entre otros, es uno de los factores, que no controlados, contribuye en mayor medida con la
formacion de drenajes &cidos, un problema ambiental actual (Marchand, 2003; Chandra y
Gerson, 2010).

» La arsenopirita (FeAsS) es un mineral comin en los depdsitos de oro, donde este ultimo
frecuentemente se encuentra finamente incrustado. Este sulfuro es la fuente mineral de
arsénico mas amplia de la superficie terrestre. Es un compuesto estable, pero bajo ciertas
condiciones puede oxidarse liberando el arsénico en las formas H,AsO4, HzAsOz y H3;AsO,
(Mérquez et al., 2012). Superficialmente se puede disolver mediante la accion de ion férrico y
el oxigeno (Ballester, 2005; Corkhill y VVaughan, 2009).

= La esfalerita (ZnS) es un mineral ampliamente distribuido en la naturaleza. Se encuentra
asociado a la pirita y pirrotita, y otros sulfuros de cobre como la covelita, bornita y calcopirita.
Es estable a amplios rangos de temperatura y presion. Al igual que los sulfuros anteriores es un
mineral susceptible a ser oxidado por la accion del hierro férrico y el oxigeno. Generalmente se
emplea como fuente de Zn (Lusk y Calder, 2004; Ballester, 2005).

= La galena (PbS) es un monofulfuro de plomo susceptible a la oxidacion, durante la cual
generalmente presenta un alto consumo de &cido (Bhatti et al., 1993; Mejia, 2010). Se emplea
como fuente de plomo y eventualmente puede presentar Ag de manera econdémica. Es comdn
encontrarla como fase menor en depdsitos de oro.

» La calcopirita (CuFeS,) es un mineral formado por atomos de cobre, hierro y azufre. Su
estructura cristalina consiste en una red tetragonal, con iones de sulfuro rodeados por cuatro
metales de cobre y hierro. Es la fuente mas abundante de cobre en el mundo, metal que se
extrae principalmente por procesos pirometalrgicos e hidrometaltrgicos, en este Gltimo
campo la biolixiviacion ha sido ampliamente estudiada y aplicada (Cérdoba et al., 2008).

» La pirrotita (Fey,S) es un sulfuro con una estructura desordenada que resulta de la unién no

estequiométrica del hierro y el azufre. Comprende varios intermediarios como el FegSq, FegSig



8 Escalado de un proceso de biooxidacion de residuos de mineria ricos en sulfuros usando

reactores de tanque agitado

FeoS11 Yy FesSg. Junto a la pirita es uno de los sulfuros de hierro mas comunes en colas de
mineria aurifera. Puede ser oxidada por hierro férrico por lo que la biooxidacién se convierte

en una alternativa para su solubilizacién (Janzen et al., 2000).
1.2 Biooxidacion

La biooxidacion es una tecnologia que estudia y aplica las interacciones microorganismo — mineral
para mejorar la explotacion de metales de interés industrial (Rossi, 1990). Mediante este
pretratamiento los sulfuros insolubles son disueltos por la accion microbiana, de tal manera que los
metales preciosos alojados en la fase solida quedan mas disponibles y/o expuestos para ser
extraidos por un agente quimico, comunmente el cianuro (Ballester, 2005; Rawlings, 2005; Hoque
y Hobbard, 2011; Anjum et al., 2012; Schippers et al., 2013; Johnson, 2014; Mishra y Rhee,
2014).

1.2.1 Mecanismos de biooxidacién

Desde hace varias décadas se propusieron dos mecanismos que explican el proceso de
biooxidacion, el directo y el indirecto. EI primero supone la adhesion del microorganismo al
mineral y la posterior oxidacion enzimatica de este. Entre tanto, el mecanismo indirecto involucra
un ciclo de conversiones de hierro férrico/ferroso, donde el hierro ferroso es oxidado por los
microorganismos, el ion férrico actia como un oxidante sobre la superficie de los sulfuros, se
reduce a ferroso quien nuevamente es biooxidado (Figural-1) (Tributsch, 2001; Ballester, 2005;
Sand et al., 2001; Hoque y Hobbard, 2011; Kaksonen et al., 2014a).

Aunque adn no esta bien dilucidado el mecanismo real de biooxidacion, los investigadores se
inclinan cada vez mas por el mecanismo indirecto (Liu et al., 2011), el cual se ha llegado a dividir
en dos submecanismos, el indirecto de contacto y el de no contacto. En el de contacto los
microorganismos se adhieren a la superficie del mineral mediante sustancias poliméricas
extracelulares, capa donde la bacteria genera hierro férrico, que es reducido nuevamente a hierro
ferroso luego de su reaccion con el mineral. En el mecanismo de no contacto las bacterias
suspendidas oxidan el hierro ferroso en solucion, el ion férrico resultante entra en contacto con la
superficie del mineral y se reduce nuevamente para reiniciar el ciclo (Rawlings, 2002; Rohwerder
et al., 2003; Sand y Gehrke, 2006).
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Figura 1-1: Mecanismos de biooxidacién de la pirita: directo e indirecto. Tomado de Hoque y
Hobbard (2011)

1.2.2 Mecanismos de reaccion

Paralelo a los mecanismos generales de biooxidacidn, se han definido dos mecanismos de reaccion
asociados a la disolucion de los sulfuros, ellos son el mecanismo via tiosulfato y el polisulfuro, que
toman lugar dependiendo de mineral a solubilizar (Figura 1-2) (Rohweder et al., 2003; Kundu y
Kumar, 2014; Simate y Ndlovu, 2014; Tao y Dongwei, 2014).

El mecanismo tiosulfato (Figural-2A) es propio de sulfuros como la pirita (FeS,), molibdenita
(MoS,) y la volframita (WS,), cuyas bandas de valencia se forman por la combinacion de orbitales
procedentes solo de atomos metalicos, y sus enlaces son oxidados exclusivamente por el hierro
férrico hexahidratado. Luego de determinadas reacciones sucesivas se libera tiosulfato como
principal intermediario de la oxidacién. Los productos finales de este mecanismo son &cido y
sulfato. Por otro lado, el mecanismo polisulfuro se da con minerales que ademas de ser atacados
por un oxidante como el hierro férrico, también pueden ser despojados de electrones por un &cido.
Entre estos sulfuros se encuentran la esfalerita (ZnS), calcopirita (CuFeS,), arsenopirita (FeAsS) y
la galena (PbS), que a diferencia de los minerales del grupo de la pirita, poseen bandas de valencia
formadas por orbitales procedentes tanto del metal como del azufre. Tras una serie de reacciones,
los sulfuros metalicos son degradados a polisulfuros, intermediarios que dan lugar a uno de los

productos méas importantes de este mecanismo, azufre elemental (Rohwerder et al., 2003;
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Ballester, 2005; Sand y Gehrke, 2006; Sekhar et al., 2009a; Kundu y Kumar, 2014; Tao y
Dongwei, 2014).

Fe3+ f\

. (Tf, Tt)
(A) Tiosulfato: (Ff, Lf SM2* +5,0,2"-— — — »$0,% + H*
Fe2+

H+%

/ Tf, Tt
Fe** /\ (Tf, Tt)

2 2~ .
(B) Polisulfuro: % Xif —> M7 45,7 . 5 8 $0,>

Fe2+ e/

Figura 1-2: Comparacion de los mecanismos de oxidacion de los sulfuros. (A) Mecanismo

tiosulfato; (B) Mecanismo polisulfuro. Tomado de Kundu y Kumar (2014).

1.2.3 Microorganismos

Las transformaciones naturales que sufrian ciertos compuestos de hierro y de azufre como
consecuencia de la disolucion de diversos minerales, supuso la existencia de un grupo especial de
microorganismos que pudieron aislarse por primera vez en 1951 (Gémez y Cantero, 2005), desde

entonces han sido extensivamente investigados y aplicados en el sector de la hidrometalurgia.

Estos microorganismos en su mayoria, se caracterizan por su habilidad de oxidar sulfuro
inorganico y/o hierro ferroso en presencia de O, para obtener energia, y fijar CO, como fuente de
carbono, metabolismo quimiolitoaut6trofo (Rawlings et al., 2003). También estan facultados para
crecer en ambientes de extrema acidez y sobrevivir en presencia de ciertos metales pesados. De
acuerdo a su tolerancia a la temperatura se les ubica en tres grupos, mesofilos (25 — 35°C),
termofilos moderados (35 — 50°C) y termofilos extremdfilos (50 -80°C) (Olso et al., 2003).

Las mesofilas Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans se consideran las
bacterias clésicas asociadas a los procesos de biooxidacion, fueron las primeras en aislarse, y son
de las mas empleadas y estudiadas. Junto a la termdfila moderada Acidithiobacillus caldus

pertenecen al grupo de las Gram negativas y-proteobacterias. A. ferrooxidans esta dotada con un
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amplio metabolismo, que le permite sobrevivir en ambientes aerobios y/o anaerobios, oxidando o
reduciendo determinadas especies de hierro, sulfuros, entre otros compuestos como acido férmico
e hidrogeno. Ademas de carbono, puede fijar nitrdgeno atmosférico bajo ciertas condiciones, lo
gue confiere importancia en el tratamiento de drenajes acidos y en los ciclos biogeoquimicos
(Rohweder et al., 2003; Valdés et al., 2008). Otras proteobacterias usadas en los procesos de
biolixiviacion son las de las del género Acidiphilum, como Acidiphilium acidophilum (Rohweder et
al., 2003).

Leptospirillum (L. ferrooxidans y L. ferriphilum) es otro género microbiano que ha adquirido gran
importancia en el campo de la biooxidacién de minerales. Se ha encontrado que la especie L.
ferrooxidans al crecer conjuntamente con A. thiooxidans puede oxidar la pirita mucho mas rapido
gue A. ferrooxidans, y su resistencia a temperaturas de 45°C la hace mas atractiva en procesos
comerciales. Su principal limitante sin embargo, es el espectro reducido de sustratos que puede
asimilar, solo crecen bajo condiciones aerdbicas oxidando hierro (Olson et al., 2003; Arroyave,
2008).

Dentro de los termdéfilos moderados se encuentran las bacterias Gram-positivas del género
Acidimicrobium, Ferromicrobium y Sulfobacillus, y en los termofilos extremos estan las
arqueobacterias Sulfolobales, Sulfobulos, Acidianus, Metallosphaera y Sulfarisphaera (Rohweder
et al., 2003).

Adicionalmente a las bacterias, Sarpong et al. (2011) le apuestan a la capacidad oxidante del hongo
Phanerochaete chrysosporium, este microorganismo ademas de generar peroxido de hidrégeno, el
cual es capaz de oxidar pirita y arsenopirita, también secreta enzimas oxidativas como la lignina y
manganeso peroxidasa, catalizadores en las reacciones de degradacion de materiales carbonaceos,

caracteristicos de minerales doblemente refractarios.

1.2.4 Factores que intervienen en un proceso de biooxidacion

El grado de actividad que presenten los microorganismos durante una biooxidacién y la efectividad
global del proceso, dependera en gran medida de las condiciones ambientales del sistema de

reaccion. A continuacion se realiza una descripcion breve de los factores mas influyentes.

= Temperatura: La temperatura es un factor determinante en la actividad bacteriana y debe ser
especialmente controlado debido a los intervalos 6ptimos permitidos por los diferentes grupos

de bacterias (mesofilos, termdfilas moderadas y extremas). De no crecer bajo condiciones
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adecuadas de temperatura, los microorganismos se inhiben o mueren trayendo consigo una
disminucidn de las tasas de oxidacion (Hayward et al., 1997). En la mayoria de los procesos
comerciales se emplean bacterias mesdéfilas, principalmente las de los géneros
Acidithiobacillus y Leptospirillum, no obstante la tendencia actual es estudiar y aplicar
bacterias termofilas debido a los elevados costos y dificil control de las altas temperaturas
ocasionadas por las reacciones exotérmicas asociadas a la biooxidacion (Arroyave, 2008; Haris
et al., 2009; Rivadaneira, 2011).

pH: En su mayoria los microorganismos asociados al proceso de biooxidacion viven en
ambientes acidos, y mantener el pH por debajo de 3 es esencial para que se dé la oxidacion del
ion ferroso (Das et al., 1999; Gémez y Cantero, 2005). Tal como como ocurre con la
temperatura, también existen rangos 6ptimos pH que varian de acuerdo a la bacteria, mientras
A. ferrooxidans tolera pH entre 1.0 y 2.5, L. ferrooxidans y A. thiooxidans son activos a pH
mas bajos (Battaglia et al., 1994; Dew et al., 1997; Valdés et al., 2008). Otro aspecto muy
importante relacionado con este parametro es la formacion de subproductos no deseados como
la jarosita, por lo general se prefiere y trata de trabajar a pH bajos tolerados por las bacterias,

ya que a menor pH menor precipitacién (Rivadaneira, 2011).

Potencial de 6xido-reduccion (Eh): El potencial de 6xido-reduccion (Eh) es una medida
de la tendencia de una solucion a ser oxidada o reducida, es decir, su habilidad de capturar o
ceder electrones. En la mayoria de los casos este parametro es usado como una medida
indirecta del crecimiento microbiano y la evolucion del proceso de oxidacién bioldgica. Por lo
general cuando se emplea A. ferrooxidans el comportamiento del Eh tiende a crecer desde
valores aproximados de 320mV hasta 580mV (Rossi, 1990; Kundu y Kamur, 2014).
Normalmente la oxidacién de sulfuros alcanza sus mayores velocidades cuando los valores de
Eh superan los 400 - 450 mV (Acevedo y Gentina, 2005; Arroyave, 2008; Rivadeneira, 2011).

Nutrientes: Como se mencioné previamente, la gran mayoria de los microorganismos
involucrados en los procesos de biooxidacion son quimiolitoautotrofos, es decir, obtienen su
carbono del CO, atmosférico y la energia de compuestos inorganicos como el Fe*? 0 S2
provenientes de los minerales. Los demas nutrientes basicos, N, Mg, P y K, se suministran en
proporciones adecuadas al medio de cultivo en forma de sales, entre los medios sintéticos mas
utilizados se encuentran 9 K y el T&K. Cuando no hay mineral, el sustrato limitante es la

fuente de energia adicionada en forma de sulfato ferroso. Al emplear minerales la situacion se
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torna compleja ya que coexiste mas de un sustrato, lo que a su vez podria implicar la
activacién de controles metabolicos en los microorganismos que regulen el consumo de las

diferentes fuentes de energia (Acevedo y Gentina, 2005).

= Inhibidores: En los concentrados minerales se presentan algunos compuestos que resultan
toxicos para las bacterias cuando sus concentraciones son méas altas a las toleradas por los
microorganismos. Algunos de estos inhibidores son cationes o aniones que resultan de la
solubilizacién de los sulfuros, como el Zn**, Ni**, Cu®*, AsO,*, entre otros. Es posible que el
efecto negativo de estas especies se pueda contrarrestar con un adecuada adaptacion (Dopson,
2003; Acevedo y Gentina, 2005; Haghshenas et al., 2009). Por otro lado, compuestos
orgdnicos como el extracto de levadura, peptona, aminoacidos, &cidos carboxilicos,
detergentes, surfactantes catiénicos y compuestos de amonio, muchos de ellos empleados en la
elaboracién de medios de cultivo, afectan el crecimiento de A. ferrooxidans y su actividad
oxidativa (Tuttle y Dugan, 1976). Este efecto inhibitorio de los compuestos organicos sobre la
oxidacion del ion ferroso por A. ferrooxidans, ha sido estudiado por Frattini et al. (2000) como
una alternativa para prevenir la generacion de drenajes &cidos. Finalmente, segiin Acevedo y
Gentina (2005), los agentes de flotacion interfieren en el crecimiento microbiano y la

solubilizacion de minerales de forma mas significativa que los mismos compuestos organicos.

= Oxigeno y diéxido de carbono: ElI O, y el CO, se consideran los dos componentes
gaseosos de mayor importancia en un proceso de biooxidacion, el oxigeno por ser el aceptor
final de electrones y el dioxido de carbono la fuente principal de carbono (Acevedo y Gentina,
2005). Aunque algunas especies microbianas pueden responder en ambientes deficientes en
oxigeno, las vias metabodlicas alternativas conducen a resultados inversos al deseado, como
ejemplo A. ferrooxidans en lugar de oxidar el Fe*?, reduce el Fe*® (Watling, 2011). Para evitar
lo anterior es necesario que el oxigeno sea suministrado a una velocidad al menos igual a la
demanda, algunos autores recomiendan mantener la concentracion de oxigeno disuelto en el
sistema, minimo en 2 mg/L para A. ferrooxidans (Gomez y Cantero, 2005).Por otro lado,
segun Gericke (2009), la concentracion critica de OD para un proceso de oxidaciéon de
minerales es 1 mg/L. Respecto al CO, se ha sugerido, que las maximas tasas de crecimiento se
obtienen cuando este compuesto se encuentra en un rango de concentracion entre 7-8%,
incrementos por encima del 8% pueden resultar inhibitorios para el crecimiento del cultivo
(Gémez y Cantero, 2005; Watling, 2011).



14

Escalado de un proceso de biooxidacion de residuos de mineria ricos en sulfuros usando

reactores de tanque agitado

Minerales e interacciones galvanicas: La disolucion de los distintos sulfuros no es
idéntica y su solubilizacion depende de la estructura molecular interna de cada mineral
(Rawlings et al., 2003). Los sulfuros son considerados semiconductores en las reacciones de
disolucion y pueden actuar como catodos o anodos. Cada mineral tiene su propio potencial de
electrodo dependiendo de factores como la estructura cristalina, la composicion de la solucion
y la concentracion de iones. En la interaccion de minerales, el que tiene mas alto potencial,
catodo, corroe u oxida al de menor potencial, anodo; este es el caso de la pirita y la esfalerita,
donde el primero incrementa por efecto galvanico, la disolucion del segundo (Das et al., 1999;
Tao y Dongwei, 2014).

Densidad de pulpa: La cantidad de mineral en el medio es un factor que depende en gran
medida de la configuracién del reactor seleccionada. Cuando se eligen columnas de
percolacion o pilas el porcentaje de mineral a tratar puede ser casi del 100% y los efectos
negativos sobre los microorganismos se concentran en las condiciones ambientales cambiantes
gue se presentan en el interior de estos sistemas de oxidacion, como ejemplo, altas
temperaturas y baja concentracién de oxigeno (Watling, 2011). En un reactor de tanque
agitado, sin embargo, solo se admiten porcentajes maximos de 20% de pulpa, mayores
cantidades de mineral precisan el aumento de la agitacion, y con esta la friccion de los sélidos
sobre las bacterias causando graves dafios celulares. La concentracion de oxigeno disuelto
también se ve afectada con la densidad de pulpa al disminuir la velocidad de transferencia, lo

que a su vez extiende los tiempos de biooxidacién (Deveci, 2002).

Tamarfio de particula: El tamafio de particula es un parametro critico en la biooxidacion
gue influye en la velocidad del proceso y los costos de molienda. Tal como sucede con la
densidad de pulpa, dependiendo del reactor se requiere de un tamafio de particula especifico.
Cuando se usa percolacion, la dimension de las particulas debe ser lo suficientemente grande
para permitir la circulacion del aire y los liquidos biolixiviados, mientras en reactores de
tanque agitado se prefieren particulas mas pequefias con una area superficial mayor y por tanto

mas sitios activos donde se puede iniciar su oxidacion (Acevedo y Gentina, 2005).

Subproductos: Un proceso de biooxidacion puede dar lugar a tres tipos de subproductos,
yeso, compuestos de hierro precipitado y azufre. El yeso se genera a partir de la neutralizacion
de carbonatos y silicatos muchas veces presentes en los concentrados de sulfuro. El hierro

férrico producto de la oxidacién bacteriana puede precipitar en compuestos como goethita,
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jarosita o hematita, minerales que se forman de acuerdo a las condiciones de pH, Eh y la
concentracién del ion férrico. El azufre se produce durante la disolucion de los minerales por el
mecanismo polisulfuro y precipita en una capa densa, protectora y aislante sobre el mineral. En
lo posible se deben controlar todas las condiciones de operacion del proceso, principalmente el
pH y la temperatura, para minimizar la produccion de estos compuestos ya que estas capas de

subproductos limitan las velociades de disolucion de los sulfuros (Das et al., 1999).

Agitacion: Este factor toma particular importancia cuando se trabaja en reactores agitados. Se
ha observado que un nivel inadecuado de la agitacién en un proceso con A. ferrooxidans,
conduce a la disminucion de las tasas de oxidacién, produce dafios celulares en las bacterias
suspendidas y reduce la adsorcion de células en la superficie del mineral, adicional a esto, la
actividad metabdlica asociada al consumo de oxigeno, oxidacion de hierro ferroso y la
expresion de genes fundamentales del sistema oxidativo del hierro como el rus, sufren un
decrecimiento (Deveci, 2002; Deveci, 2004; Sun et al., 2012). Encontrar una velocidad de
agitacion adecuada, que equilibre aspectos como una adecuada mezcla entre las tres fases del
sistema, velocidades de transferencia de masa y calor aceptables, buena suspension de sélidos,
y bajo estrés hidrodinamico, es imprescindible para cualquier proceso de biooxidacion llevado

a cabo en reactores de tanque agitado.

1.2.5 Configuraciones de biorreactores mas empleados en biooxidacion.

Una de las ventajas que ofrece el proceso de biooxidacion, es que puede llevarse a cabo en

diferentes configuraciones de biorreactores, entre los cuales destacan las biopilas y los reactores de
tanque agitado (Watling, 2011; Sekhar et al., 2012; Zammit et al., 2012).

Biopilas: La biopila consiste en una cama estatica de mineral que es aireada e irrigada
constantemente con una solucién de nutrientes y otros compuestos indispensables para los
microorganismos. Las bacterias crecen sobre la superficie de los sulfuros produciendo hierro

férrico y acido, principales agentes oxidantes de los minerales (Rawlings, 2005).

Entre los aspectos positivos de esta configuracion destacan su economia y facilidades de
montaje. No es indispensable inocular debido a que se emplean los microorganismos nativos
presentes en el mineral, microorganismos que solo precisan de una aclimatacion preliminar
(proporcionarles las condiciones ambientales y de nutrientes necesarias para incentivar su

crecimiento). Finalmente, esta configuracion ofrece la posibilidad de tratar de manera



16

Escalado de un proceso de biooxidacion de residuos de mineria ricos en sulfuros usando

reactores de tanque agitado

simultdnea una concentracion elevada de material. Entre las desventajas se encuentran su
dificil control, no se conoce con certeza lo que ocurre el cada punto del sistema, cada lote toma
muchos meses en tratarse, y se aplica principalmente para metales de bajo valor comercial
como el cobre, cobalto, niquel y zinc de menas de bajo grado por lo que se prefiere para
procesos de biolixiviacion (Watling, 2011).

Tanques agitados: Un reactor de tanque agitado consiste en un recipiente cilindrico con
fondo semiesférico, al que se acopla un impulsor cuyo disefio depende de las caracteristicas
reoldgicas del fluido y el tipo de células, un difusor de aire u oxigeno, accesorios como lineas
de entrada y salida, serpentines o chaquetas para el control de la temperatura, y una serie de
sondas para la medicion permanente de las condiciones del proceso (Mc Cabe et al., 2007;
Garcia et al., 2011).

El principal reto de este tipo de configuracidn, es mantener una buena mezcla de la suspensién,
evitando asi zonas muertas en el interior del tanque. En el caso de un proceso de biooxidacion,
la suspension consiste en un sistema de tres fases, una liquida compuesta por el medio de
cultivo y las bacterias libres, una sélida consistente en el mineral a biooxidar, y una gaseosa
formada por el O, y CO, necesarios en la respiracién y crecimiento bacteriano. Para lograr una
mezcla adecuada existe una serie de impulsores divididos en dos tipos, los de flujo axial y
radial (Mc Cabe et al., 2007), en el caso de los procesos biohidrometallrgicos se prefieren los
de flujo axial, puesto que permiten dispersar la fase gaseosa y suspender los sélidos al mismo

tiempo (Nienow y Bujalki, 1997).

A diferencia de las pilas, el uso de reactores agitados requiere de un in6culo para que el
proceso sea mas eficiente y rapido (Doran, 1998; Watling, 2011). Esta configuracion ofrece
ademas multiples ventajas como, (i) cortos tiempos de operacién; (ii) permite monitorear y/o
controlar parametros como la temperatura, el pH y la concentracion de oxigeno disuelto
garantizando unas condiciones adecuadas para los microorganismos y potenciando las
velocidades de disolucion; (iii) se pueden implementar procesos por lotes y/o en continuo de
una o varias etapas. Paralelamente, como gran desventaja se tiene la concentracion de solidos a
ser tratada, la cual no debe superar el 20% (Doran, 1998; Rawlings, 2005; Rawlings y Johnson,
2007; Sekhar et al., 2012).
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1.2.6 Biooxidacion en la actualidad

Desde los afios 70 se demostro que la biooxidacion aumenta la recuperacion de oro a partir de
sulfuros, no obstante solo diez afios después obtuvo el reconocimiento como tecnologia viable en
el tratamiento de minerales refractarios y se comenz6 a emplear exitosamente a escala comercial
(Rawlings et al., 2003). Segun Schippers et al. (2013), al menos 14 proyectos de biooxidacion a
nivel industrial pueden ser identificados en las bases de datos del Mineral Economics Group y en
otras fuentes como el BGR databanks (Tabla 1-1). Hasta el 2010 estas industrias producian 84 t de
oro, correspondiente al 3.3% de la produccion mundial estimada en 2450 t (Schippers et al.,
2013).

Tabla 1-1: Estado de la produccién anual de oro en los proyectos que emplean procesos de
biooxidacion. Datos consolidados hasta el afio 2010. Tomada y adaptada de Sekhar et al. (2012),
Brierley y Brierley (2013), Schippers et al. (2013), Kaksonen et al., (2014a).

. L Capacidad de Au
Pais Operacion Operador del proyecto procesamiento (t/dia) (oz/afio)
Australia Fosterville UnEnergy Capital Ltd 211 112.000
Australia Tasmania BCD Resources NL ~70 80.000
Australia Wiluna Franco-Nevada Corp 158 120.000
China Jiaojia - 55.000
China Jinfeng Eldorado Gold 790 150.000
China Laizhou Shandong Tiancheng ~100 65.000
Biotechn
Ghana Bogoso-Prestea  Golden Star Resources 750 280.000
Ghana Obuasi Anglogold Ashanti 960 400.000
Kazakhstan Suzdal Nord Gold (Severstal) 196 72.000
New Zealand  Reefton Royalco Resources Ltd - 87.300
Coricancha
Peru (Previamente Nyrstar 60 15.000
Tamboraque)
Russia Olimpiada Polyus Gold Mining - 839.000
South Africa Fairview Pan African Resources PLC 62 98.000
Uzbekistan Kokpatas Navoi Mining 1069 353.000

Todas las plantas industriales de biooxidacion que se citan en el Tabla 1-1, trabajan con reactores
de tanque agitado a través de los procesos BIOX o BacTech Bacox (Jaeheon, 2011; Sekhar et al.,
2012; Brierley y Brierley, 2013). El proceso BIOX fue desarrollado por Gencor y opera entre 40-
45°C con bacterias mesofilas. Para el proceso BacTech Bacox se seleccionan termofilos
moderados y se desarrolla entre 45 y 55°C (Sekhar et al., 2012). Otros tipos de procesos disefiados

para la biooxidacion y/o biolixiviacion de minerales a nivel comercial son: el MINBAC que usa
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consorcios de Acidithiobacillus ferrooxidans y Leptospirillum ferrooxidans y el GEOCOAT que se
realiza en pilas, el Mintek, BioNIC/BioZinc y BioCOP (Gentina y Acevedo, 2005; Carretero et al.,
2011).

Por otro lado y debido al agotamiento de los depoésitos primarios de metales valiosos, la
produccion actual depende en gran medida de los depdsitos secundarios o de baja ley. Entre los
minerales de baja ley se encuentran los residuos mineros, quienes a menudo contienen cantidades
apreciables de metales valiosos que pueden ser recuperados mediante tratamientos de biooxidacion
y biolixiviacién (Hoque y Hobbar, 2011; Schippers et al., 2013). Un ejemplo exitoso del uso de
residuos como fuente de metales, es el de la mina Kasese en Uganda, en esta se emplean reactores
de tanque agitado a nivel industrial para la recuperacion de cobalto desde 900 kt de colas de pirita
cobaltifera, residuos generados entre 1956 y 1982 (Sekhar et al., 2012). Respecto a la extraccion de
oro, Zahari et al. (2003) reportan recuperaciones del 65% y 44% desde los residuos de la mina
Lubuk Mandi en Malaysia, empleando consorcios de A. thiooxidans, A. ferrooxidans, L.
ferrooxidans y Caldibacillus ferrivorus. Schippers et al. (2008) por su lado, lograron
recuperaciones de oro y plata del 97% y 50% respectivamente, en este trabajo se seleccionaron los
residuos de un vertedero localizado en la villa Ticapampa, Perl, y como agente biooxidante un

consorcio de A. thiooxidans, A. ferrooxidans, L. ferrooxidans.
1.3 Nociones generales sobre el escalado de bioprocesos

Pese al éxito de otros paises en la implementacion a gran escala de la biooxidacion de sulfuros, en
Colombia hasta ahora se comienzan a dar los primeros pasos con miras al escalado de este proceso

desde laboratorio hasta planta piloto en reactores de tanque agitado (Arroyave, 2008).

El escalado ascendente de cualquier proceso biotecnolégico en reactores de tanque agitado, implica
importantes desafios debido a la dificultad que precisa controlar en un reactor de grandes
dimensiones todos los factores que afectan el crecimiento microbiano (Junker, 2003).
Adicionalmente es imprescindible entender el proceso, las condiciones de operacion, las
interacciones entre los biocatilizadores, sustratos y el ambiente fisico del reactor (Tufvesson et al.,
2010). Debido a que no existe una formula o modelo completamente eficaz con el que se logre
escalar un proceso de manera efectiva, es necesario recurrir a modelos fisicos de menores
proporciones (reactores mas pequefios), y con base en los resultados experimentales de estos, pasar

a la escala deseada (Orozco, 2012).
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El método tradicional que se emplea en el escalado de un bioproceso esta basado en criterios
empiricos que se mantienen constantes de un nivel a otro (Tabla 1-2). Su gran limitante, sin
embargo, es que solo se relacionan con fendmenos de transporte inherentes al sistema y deja de
lado la cinética celular, complicandose aun mas cuando cambia el régimen de flujo (Hsu y Wu
2001). También es habitual y recomendado conservar la similitud geométrica en la configuracion
general de los reactores para procurar una duplicacion de los patrones de mezcla (Gormeley,
1992).

Tabla 1-2: Criterios para cambio de escala en tanques geométricamente similares con medio y

propiedades fisicas constantes (Nge > 10%, N, = constante). Tomada de Quintero (1981).

Criterio Relacion
Potencia por unidad de volumen P/« (N°D?) N, (D; 2/3
constate |4 N, \D,
Flujo proveniente del impulsor Q/ N P, /Dy 5
por unidad e volumen constante v a P, (D_2>
N D
Velocidad tangencial constante nND a K L=
N, D,
N D,\?
Numero de Reynolds constante Nz, a ND? —1_ (_2)
N, D,
_ N D\Y*
Igual tiempo de mezcla f =tyN?/3p=1/6 1= (_1)
N2 D2
k_a constante kia a N*D?%-1 2 <_1)
Ny D,
2a-1
P a
k,a constante ka a <_> M (&) *
Ds N, \Dy

a

P
k_a constante ka a (ﬁ) VsP N;a,

) (e
D, Dyaq

a*xK; B#K

La eleccion de los criterios (Tabla 1-2) depende del tipo de proceso, principalmente del material
bioldgico, el medio de cultivo y el pardmetro (potencia o consumo de energia, esfuerzos de corte,
oxigeno disuelto, régimen de flujo, homogeneidad del fluido, etc.) mas importante que favorezca la

economia y productividad del proceso.

Otros métodos usados en el escalado se clasifican en (Ruiz, 2009; Orozco, 2012):
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= Analisis dimensional
= Anadlisis de régimen y escalado descendente
= Tratamiento y error

=  Modelos matematicos usando la teoria del control



2. Evaluacion de las caracteristicas mineralogicas
de residuos de mineria aurifera, como materia
prima para biooxidacion.

Resumen.

Un residuo de mineria aurifera proveniente del distrito minero de Marmato (Caldas) fue sometido a una
caracterizacién mineralégica con el fin de establecer su potencial como fuente de oro, grado de
refractariedad, y principalmente anticipar con base en sus caracteristicas mineraldgicas, los posibles
inconvenientes durante su biooxidacion con Acidithiobacillus ferrooxidans. Para esta caracterizacion se
emplearon diferentes técnicas de analisis como Fluorescencia de rayos X (FRX), Difraccion de rayos X
(DRX), Microscopia Optica de Luz Plana Polarizada (MOLPP/LR) y Microscopia Electronica de Barrido
(SEM/EDX). El analisis granulométrico del residuo indicé que en su mayoria estd compuesto por particulas
de 38 a 75 um, mallas 325 y 200. El ensayo al fuego arrojé concentraciones de 1.74 g/t de Au y 37.42 g/t de
Ag. Los elementos méas abundantes fueron el S, Fe y Si con porcentajes de 28.7%, 24.5%, y 14.2%,
respectivamente. Las fases minerales predominantes fueron la pirita (34.1%) y el cuarzo (25.1%). El oro se
observé diseminado como particulas micrométricas (<5um) en los granos de pirita, sugiriendo que el
residuo presenta refractariedad fisica. No se encontraron evidencias de otros tipos de refractariedad. De
acuerdo a lo anterior, el residuo de La Maruja resulta indicado para el uso de un pretratamiento oxidante
como la biooxidacién; no obstante, de acuerdo a sus caracteristicas mineraldgicas y alta concentracion de
pirita, se prevé que durante su biooxidacion pueden ocurrir caidas considerables del pH vy resistencia del
mineral a ser oxidado, adicionalmente los metales pesados presentes (Pb, Zn, Cu, Fe y Ag) vy la
granulometria del mineral, eventualmente podrian afectar la actividad de A. ferrooxidans, por lo que se

recomienda una adaptacion preliminar de la cepa.

Palabras clave: biooxidacion, caracterizacion mineraldgica, refractariedad, residuos mineros.
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Abstract

Mine tailings from Marmato (Caldas) were subjected to a mineralogical characterization in order to establish
their potential as a gold source, refractoriness degree, and anticipate the potential drawbacks during
biooxidation with Acidithiobacillus ferrooxidans based on their mineralogical characteristics. In this
characterization, different analysis techniques like X-ray fluorescence (XRF), X-ray diffraction (XRD),
Optical Microscopy Polarized Light Plana (MOLPP / LR) and Scanning Electron Microscopy (SEM / EDX)
were used. The sieve analysis indicated particles sizes of 38 to 75 microns. Fire assay produced
concentrations of 1.74 g/t of gold and 37.42 g/t of silver. The most abundant elements were S, Fe and Si with
percentages of 28.7%, 24.5% and 14.2% respectively. The predominant mineral phases were pyrite (34.1%)
and quartz (25.1%). Gold was found disseminated in the pyrite grains, its size was <5microns, thus
suggesting tailing’s physical refractoriness, this was the only kind of refractoriness found. La Maruja’s
tailings becomes then a good candidate for use in a biooxidation process. However, based on its
mineralogical characteristics and higher pyrite concentrations significant pH declines and resistance to be
oxidized are to be expected during the biooxidation process of this mine tailings. It is also possible that A.
ferrooxidans activity will be affected by the presence of heavy metals (Pb, Zn, Cu, Fe and Ag) and mineral

particle size. Therefore, a preliminary adaptation of the strain to the mineral is recommended.

Keywords: biooxidation, mineralogical characterization, refractoriness, mine tailings.
2.1 Introduccion

Una de las caracteristicas mineralégicas con mayor influencia en la recuperacion del oro es la
refractariedad, un problema bien conocido y documentado mundialmente. Esta condicién ocurre en
minerales auriferos donde parte del oro estd encapsulado o enlazado quimicamente a diversos
sulfuros dificultando su extraccion (Hoque y Hobbard, 2011). Como consecuencia en Colombia, y
particularmente en el distrito minero de Marmato, diariamente se depositan en vertederos una gran
cantidad de residuos (aproximadamente 120 ton/dia en una mina tecnificada) con concentraciones
remanentes del valioso metal (Gordillo et al., 2009; Hoque y Horbbard, 2011; Schippers et al.,
2013).

La biooxidacion surge como una alternativa viable para la recuperacion de metales preexistentes en
residuos mineros refractarios, que se caracteriza por sus bajos costos de operacion y reducida
produccion de residuos contaminantes (Karamanev et al., 2001; Das y Sen, 2001; Hoque y
Horbbard, 2011). Esta tecnologia implica la solubilizacién de los sulfuros asociados al oro

mediante el uso de microorganismos; después del pretratamiento el metal queda mas disponible y



Capitulo 2 23

puede recuperarse con mayor eficiencia a través de los métodos hidrometaldrgicos convencionales
(Morin, 1995; Climo et al., 2000; Mishra y Rhee, 2014).

En todo proceso biotecnolégico, la actividad microbiana esta sujeta a las condiciones ambientales a
las que son sometidas las células. En el caso particular de un proceso de biooxidacion, esta
actividad y el éxito del proceso, dependen entre muchos factores de la concentracion de iones
metalicos que pueden solubilizarse, la densidad de pulpa, el tamafio de particula y los tipos de
sulfuros y/o fases minerales presentes, en otras palabras de las caracteristicas mineraldgicas y

guimicas del concentrado mineral (Rossi, 1990; Das et al, 1999; Watling, 2011).

En linea con lo anterior, segin Watling (2006) el impacto de la mineralogia sobre la biooxidacion
no puede ser ignorado, y dependiendo del analisis mineralégico inicial se deberia disefiar el
diagrama de flujo del proceso. Como ejemplo, Watling (2006) hace referencia a la biolixiviacién
en biopilas, donde el consumo de &cido por la ganga puede ser un parametro clave que delimita el
costo del proceso dado los altos requerimientos de acido sulfarico. De no prever la situacion
mediante una identificacion preliminar de las fases minerales, y garantizar un nivel de pH
adecuado, la oxidacion microbiana del hierro y la oxidacion quimica del sulfuro no podrian ocurrir

o serian altamente ineficientes.

En el presente trabajo se caracterizé mineral6gicamente un residuo de mineria aurifera proveniente
del distrito minero de Marmato (Caldas) proporcionado por la mina La Maruja. Esta
caracterizacion se realiz6 con el fin de identificar la viabilidad del residuo como fuente potencial
de oro, grado de refractariedad, y principalmente determinar con base en su mineralogia, los
posibles inconvenientes y/o ventajas durante su biooxidacion con una cepa comercial de

Acidithiobacillus ferrooxidans.

2.2 Materiales y métodos
2.2.1 Mineral

El mineral caracterizado en este trabajo y posteriormente empleado en un proceso de biooxidacion,
fue proporcionado por la empresa Mineros Nacionales S.A y provino de la mina La Maruja,
ubicada en el sector el Llano (zona baja) del distrito minero de Marmato, departamento Caldas
(Colombia) (Figura 2-1). Una vez llego el mineral a las instalaciones de la Universidad (12 ton),

se tom6 una muestra representativa (800 Kkg), se dejo secar, se cuarteo y se tomaron
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aproximadamente 2 kg para los analisis mineralogicos, el mineral restante fue empleado en

ensayos de biooxidacion.

Marmato S\\\/\»g \’j’\%
= N
\‘ .

L7 5

Figura 2-1: Ubicacién de Marmato en Colombia.
2.2.2 Caracterizacion quimica

Para establecer y cuantificar el tipo de metales presentes en el residuo, este fue sometido a un
analisis quimico por Fluorescencia de Rayos X (FRX) llevado a cabo por el Centro de
Investigacién y Desarrollo Argos. Para dicho analisis se tom6 una muestra de 10g, se maceré y
tamizo6 hasta garantizar una distribucion de tamafio de particula pasante malla Tyler 325. En las
instalaciones de Argos se realizé un analisis con la aplicacion WROXI, perla fundida con 1.00 g de
muestra y 10.80 g de fundente, ademas de un analisis de LOI (pérdidas por ignicién) a 950 °C. La
concentraciéon de plata y oro remanentes, fue determinada mediante ensayos al fuego por el
Instituto de Minerales CIMEX. Adicionalmente se determind la concentracion de azufre total

segun la norma ASTM D 4239, por el Laboratorio de Carbones de la Facultad de Minas.
2.2.3 Analisis Granulométrico

Para la determinacion del tamafio de particula, se realiz6 un analisis granulométrico pasando una
muestra de 300g a través de un juego de tamices normalizados Tyler N° 16 (1180um), 20
(850um), 50 (300um), 60 (250um), 100 (150um), 140 (106um), 200(75um), 325 (45um) y 400
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(38um). Todos los tamices fueron colocados en forma descendente en un rottap marca Humboldt
MFG, durante 20 min.

2.2.4 Caracterizacion mineraldgica

La caracterizaron mineralogica se realizo mediante Microscopia Optica de Luz Plana Polarizada,
modo luz reflejada (MOLPP-LR), Difraccion de rayos X (DRX) y Microscopia electrénica de
Barrido (SEM: Scanning Electron Microscopy). A través de estas técnicas fue posible determinar

el tipo de fases minerales presentes.

Para los analisis por DRX las muestras fueron maceradas en mortero de 4gata y pasadas por malla
Tyler 200. Se prepararon probetas de aproximadamente 3g de muestra y se analizaron en un
difractometro marca Rigaku Miniflex Il, usando una radiacion de Cu Ka y monocromador de
grafito, 30 kV voltaje y una corriente de 15 mA. Los difractogramas se realizaron bajo las mismas
condiciones, modo paso a paso, con un tamafio de paso de 0.02, tiempo por paso de 2 s y un angulo
de barrido de 26 entre 3° y 70°. Los espectros se analizaron mediante el software X-Pert High

Score Plus, el cual ademas se emple6 para la cuantificacion por refinamiento de Rietveld

La observacion de minerales por MOLPP/LR fue realizada en un microscopio petrogréafico
Olympus BX41. Para esto se prepararon 12 secciones pulidas, y se observaron a través del objetivo
en aire de 20X, y de inmersion en aceite de 40X y 100X. De estas mismas secciones se tomaron
micrografias en un microscopio electrénico de barrido (SEM) marca JEOL JSM 5910 LV usando
modo BSE (Backscattering electron: electrones retroproyectados), con detector de estado sélido
tipo EDX marca OXFORD para los andlisis microquimicos. Previo a este ultimo andlisis las

secciones fueron metalizadas con oro.

2.3 Resultados

2.3.1 Andlisis granulométrico y caracterizacién quimica

El analisis granulométrico arrojo un Dgp igual a 60pum (Figura 2-2A) y segun la Figura 2-2B, el
71.59% de los granos tienen diametros entre 38 y 75 um, mallas 325 y 200. El analisis quimico
obtenido por FRX entregd un porcentaje de 24.99% de Fe, 0.41% de Zn, 0.08% de Cu, 0.06% de
Pb y 14.2% de Si (Tabla 2-1). El anélisis proximo mostré que el contenido de azufre total en el
residuo fue de 28.7%. Los resultados correspondientes a los ensayos al fuego indicaron una

concentracién de Au de 1.74 g/t y una concentracién de Ag de 37.42 g/t.
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Tabla 2-1: Elementos méas abundantes cuantificados por FRX

Concentracion (%)

Fe Si
24.99 : 14.20

Al Zn i Na | Ca K i Mg @ Ti Ba @ Mn P Cu  Pb | LOI
432 041 065 100 041 044 0.14 0.09 0.07 0.04:0.08 0.06 19.36

LOI: Perdidas por ignicion
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Figura 2-2: Analisis granulométrico: (A) Diagrama de porcentajes acumulados de particulas

pasantes vs diametro de grano. (B) Diagrama de barras con las frecuencias absolutas de cada
tamafio de grano
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Counts

2.3.2 Caracterizacion mineraldgica

Los andlisis realizados por DRX, MOLPP/LR y SEM/EDX (Figuras 2-3, 2-4 y 2-5) permitieron
establecer el tipo de sulfuros presentes en el residuo de la mina La Maruja, entre ellos, pirita
(FeS,), galena (PbS), calcopirita (CuFeS,), arsenopirita (FeAsS), esfalerita (ZnS) y pirrotita (Feg .
1S). Por MOLP/LR se observé que la calcopirita, esfalerita y pirrotita pueden encontrarse en granos
independientes o incluidas en granos de pirita (Figura 2-4C). La pirrotita no fue detectada en los
difractogramas pero si se observo claramente en los analisis por MOLP/LR (Figura 2-4 C y D). En
los analisis por EDX de esfalerita y galena se detectaron contenidos de Fe, para la esfalerita de
11.46 Wt% y para la galena de 0.93W1t%, seguramente en solucion sélida (Figura2-5By C)
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Figura 2-3: Difractograma. La nomenclatura designada para las fases minerales se estableci6 de
acuerdo con Kretz (1983): albita (Ab), anortita (An), arsenopirita (Apy), calcita (Cal), calcopirita
(Ccp), clinocloro (Clc), cuarzo (Qtz), esfalerita (Sp), feldespato (Fsp), galena (Gn), moscovita

(Ms), pirita (Py).

Tanto en el difractograma (Figura 2-3) como en los analisis microquimicos (Figura 2-6) se
detectaron silicatos como cuarzo (SiO,), moscovita (KAI,(AISi;010)(OH),), las plagioclasas albita
(NaAlSi;Og) y anortita (CaAl,Si,Og), clinocloro ((Mg,Fe*)sAl((OH)s/AlSiz0y)), feldespato

potésico (KAISi;Og) y el carbonato calcita (CaCO3). De acuerdo a los andlisis microquimicos
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(SEM/EDX) la mayoria de los silicatos pueden estar presentes en un mismo grano (Figura 2-6 B, C
y D)

De acuerdo a la cuantificacion mediante refinamiento de Rietveld, la fase mas abundante en el
mineral de La Maruja fue la pirita con un 34.14% seguida del cuarzo con un 25.10 % (Tabla 2-2).
Respecto a la pirita y de acuerdo a las imagenes obtenidas por MOLPP, es posible afirmar que en
este residuo se trata de una pirita cristalina con granos euedrales y subedrales, es decir, se ven

todas las caras o alguna.

Tabla 2-2: Proporciones relativas de fases minerales presentes en el residuo de La Maruja,

determinadas a partir de DRX

Concentracion de fases minerales mas importantes (%)

Pirita  Esfalerita Arsenopirita Calcopirita Galena

34.14 1.01 0.29 0.43 0.08

Sulfuros

Cuarzo Clinocloro Albita Moscovita Feldespato Calcita Anortita

Ganga
25.10 10.16 7.50 8.79 5.28 3.98 3.33
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Figura 2-4: Imagenes de microscopia Optica de luz plana polarizada, modo luz reflejada
(MOLPP/LR) para granos de diferentes sulfuros: (A) grano de arsenopirita; (B) granos de galena 'y
pirita; (C) grano de pirita con inclusiones de esfalerita, calcopirita y pirrotita; (D) grano de
pirrotita; (E) grano de esfalerita disease; (F) grano de pirita euedral. Nomenclatura: arsenopirita

(Apy), calcopirita (Ccp), esfalerita (Sp), galena (Gn), moscovita (Ms), pirita (Py), pirrotita (Po).
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(D) arsenopirita; (E) calcopirita
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Figura 2-5: Andlisis microquimico (SEM/EDX). Sulfuros: (A) pirita; (B) esfalerita; (C) galena;



Capitulo 2 31
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Figura 2-6: Analisis microquimico (SEM/EDX). Minerales de la ganga: (A) cuarzo; (B) grano
compuesto por feldespato potasico; (C) grano compuesto por clinocloro; (D) grano compuesto por
plagioclasa

2.3.3 Oro micrométrico

En las secciones pulidas observadas mediante MOLPP/LR (Figura 2-7) se observd la presencia de
particulas micrométricas de oro encapsuladas en los sulfuros, particularmente en granos de pirita.
La cantidad del metal fue relativamente abundante. La Figura 2-8 muestra un diagrama del
porcentaje asociado a los distintos tamafios de las particulas, donde cerca de un 46% presentd

didmetros entre 1.0 y 1.9 um y alrededor del 70% del oro presentd tamafios entre 1y 3 um.
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Figura 2-7: Particulas micrométricas de oro encapsuladas en pirita. (A) 3.9um. (B) 1.6um. (C)
3.4pm. (D) 1.2pmy 0.9um. Pirita (Py), oro (Au).
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Figura 2-8: Porcentajes relativos asociados a los distintos tamafios de las particulas de oro.



Capitulo 2 33

2.4 Discusion

2.4.1 Efecto de las fases minerales sobre un proceso de biooxidacion.

Todos los sulfuros encontrados en el mineral bajo estudio, pirita, esfalerita, arsenopirita, galena,
pirrotita y calcopirita, presentan caracteristicas que los hacen mas, o menos iddneos para ser
oxidados por A. ferrooxidans (Tributsch y Bennett, 1981). La mayoria de ellos son
semiconductores y su reactividad superficial con especies electroliticas se describe con base en
potenciales electroquimicos, posiciones energéticas, bandas de valencia y propiedades de
intercambio de electrones (Tributsch, 2001). Relacionadas con las propiedades anteriores, existen
caracteristicas inherentes a estos sulfuros que resultan determinantes durante su oxidacion
bacteriana. Segun Tributsch y Bennett (1981), minerales con productos de solubilidad o Kps altos,
suelen ser buenos sustratos para oxidar, mientras que aquellos con Kps bajos podrian ser sustratos

pobres.

El potencial de electrodo es otro de los parametros con mayor influencia en la disolucion de este
tipo de fases minerales. Usualmente cuando los sulfuros se encuentran en mezcla, se generan
interacciones galvanicas en las cuales el mineral con mayor potencial de electrodo (menos
susceptible a la oxidacién) actia como un catodo, contribuyendo con la biooxidacién preferencial
del mineral con menor potencial o &nodo, como ejemplo la lixiviacion acelerada del cobre de la
calcopirita, a partir de la pirita, y la oxidacion de la esfalerita a partir de la galena, calcopirita y
pirita (Hutchins et al., 1986; Jyothi et al., 1989; Das et al., 1999, Suzuki, 2001; Da Silva et al.,
2003; Nazari et al., 2012).

La superficie y/o caracteristicas especificas en la estructura cristalina de las fases también
interfieren en su reactividad; en general la presencia de defectos como vacancias, dislocaciones y
los bordes de grano, involucran sitios atdmicos de baja coordinacién haciendo que estas areas
adquieran mayor energia y se conviertan en sitios preferenciales para las reacciones y procesos de
solubilizacion (Banfield y Hamers, 1997; Zapata, 2006; Xun et al., 2014).

Un cuarto aspecto a tener en cuenta, es el mecanismo o via de oxidacion. De acuerdo a la
conformacion de sus bandas de valencia, los sulfuros se pueden disolver por dos mecanismos, el
tiosulfato y el polisulfuro. Mediante el mecanismo tiosulfato, minerales como la pirita (FeS,),
cuyas bandas de valencia estan formadas por la combinacién de orbitales procedentes de atomos

metalicos, solo pueden ser atacados por un agente oxidante, el Fe* producto principal del
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metabolismo energético de A. ferrooxidans. La oxidacidn de los minerales a través del mecanismo
tiosulfato conlleva a la generacion de H* y S0, En el mecanismo polisulfuro, ademas del Fe™
los sulfuros también pueden ser atacados por un cido, y como producto final se obtiene en un alto
porcentaje S°. Entre los minerales que se solubilizan por esta Gltima via se encuentran la esfalerita
(ZnS), calcopirita (CuFeS,), galena (PbS) o arsenopirita (AsFeS) (Schippers y Sand, 1999;
Tributsch, 2001; Sand et al., 2001; Rohwerder et al., 2003; Rawlings et al., 2003; Ballester, 2005;
Sekhar et al., 2009%; Kundu y Kumar, 2014; Tao y Dongwei, 2014).

Con base en lo antes expuesto, se esperaria que de los sulfuros presentes en el residuo de La
Maruja, la pirrotita, esfalerita, galena y arsenopirita, cuyas concentraciones fueron relativamente
bajas, serian los primeros en ser biooxidados. Estos ademés de sus Kps (Figura 2-9), resultan
favorecidos por las interacciones galvanicas y/o los potenciales de electrodo estando en contacto
con pirita. Adicionalmente al ser fases que se disuelven por el mecanismo polisulfuro, su proceso
de solubilizacion comenzaria mas rapido debido a la disponibilidad de dos agentes oxidantes. La
premisa anterior concuerda con lo encontrado por Mason y Rice, (2002), quienes en la
biooxidacion de un concentrado de sulfuros con A. ferrooxidans, encontraron que el orden de

oxidacion fue: pirrotita > esfalerita > calcopirita > violarita > pentlandita > pirita.

Log solubility product

Figura 2-9: Gréfica del producto de solubilidad
de varios sulfuros en funcion de los conteos
celulares. Las flechas indican los cambios tras la
adicion de Fe™ a los cultivos. Tomada de
Tributsh y Bennett (1981b).

108 107 108 10°
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La pirita, el mineral mas abundante, seria el méas dificil de solubilizar tanto por su estabilidad como
por poseer una de las cinéticas de disolucion mas bajas (Rossi, 1990; Tributsh, 2001). De acuerdo
al mecanismo tiosulfato, su oxidacion s6lo comenzaria hasta que haya disponibilidad de Fe*® en el
medio, el cual debe ser producido en primer lugar por los microorganismos. Sumado a lo anterior,
segun Boon et al. (1999c¢) la morfologia o estructura cristalina de la pirita influye su grado de
reactividad, donde la pirita euedral (altamente cristalina) que se presenta en el residuo, es la mas
dificil de atacar.

Por otro lado, debido a las altas concentraciones de pirita, y conociendo que entre los productos de
su degradacion se encuentran el ion H¥, es de esperarse que el pH del sistema pueda decaer
considerablemente en caso que la biooxidacion de esta fase resulte eficiente. Para este sulfuro se
reporta una produccién de 0.408 kg de H,SO,4 /kg de mineral (Dew et al., 1997; Acevedo y
Gentina, 2005). Otras propiedades que se documentan para la pirita y que podrian ser tomadas en
consideracion en los proximos capitulos, son: calor de reaccion de -12.88kJ/kg de mineral y -
24.17kJ/kg de S, y una de manda de oxigeno de 1.88kg de O,/kg de S (Dew et al., 1997).

Respecto a los componentes principales de la ganga, como silicatos y carbonatos, se considera que
eventualmente podrian acarrear efectos adversos en una futura biooxidacién. Se conoce que
algunos de estos minerales, particularmente la calcita, pueden llegar a ser consumidores de acido
provocando aumentos en el pH, lo que a su vez interfiere en el crecimiento celular y favorece la
produccion de jarosita (KFes(SO,).(OH)s), subproducto poco deseado que comienza a formarse a
pH superiores a 2.0 (Ahonen y Touvinen, 1994; Stromberg y Banwart, 1999; Watling, 2006;
Dopson et al., 2009; Sekhar et al., 2009%; Nurmi et al., 2010; Carretero et al., 2011; Kaksonen et
al., 2014b). Otro aspecto que debe tenerse en cuenta, es que la disolucién de estos minerales, al
igual que la jarosita, conduce a la formacion de peliculas que pueden inhibir el progreso de la
biooxidacion. Adicionalmente, estos precipitados, debido a que se dan en condiciones muy
desventajosas energéticamente, pueden generar micro y nanoparticulas que en suspensién podrian

aumentar la viscosidad del medio de cultivo.
2.4.2 Efecto de los iones metalicos sobre un proceso de biooxidacion

De acuerdo a los analisis quimicos y mineralégicos, es posible afirmar que la mayoria de los
elementos més abundantes en el residuo, corresponden a los constituyentes basicos de las fases
minerales halladas. El Fe por ejemplo, estaria asociado a la pirita, calcopirita y arsenopirita, en

menor proporcion al clinocloro, galena y la esfalerita. En la esfalerita es comin encontrar bajos
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contenidos de Fe debido a la insercion del metal en la estructura cristalina del sulfuro durante su
formacidon a determinadas condiciones de temperatura y presion (Doe et al., 1961; Barton y
Bethke, 1987). El Zn, Cu y Pb, son caracteristicos de la esfalerita, calcopirita y galena
respectivamente. El Si, se asocia al cuarzo, clinocloro, moscovita y plagioclasas. El Ca y el Na son
tipicos de las plagioclasas anortita y albita, y del carbonato calcita. EI Al por lo general esta
presente en el clinocloro, la moscovita, los feldespatos y/o las plagioclasas. Segun el analisis
microquimico el Ba estaria presente en el fesdespato.

Algunos de los iones metalicos y/o elementos presentes en los minerales podrian resultar téxicos
para las bacterias, causando su inhibicién y por ende retardando el proceso de biooxidacion. Entre
los mas comunes se encuentran el Zn®*, Cu*, As™, Pb*, Ag™ e inclusive el Fe** en altas
concentraciones (Rawlings et al., 1999; Dopson, 2003). En el caso particular del Zn y el Cu,
Acevedo y Gentina (2005), reportan que la tolerancia de A. ferrooxidans a estos metales se
encuentra entre 15 - 72 g/L y 15 g/L respectivamente, mientras que Dopson et al. (2003) dicen que
el maximo nivel es de 69.9 g/L y 50.8 g/L. Mazuelos et al. (2010) por su parte, encontraron un
decrecimiento del 0.8% en las velocidades de biooxidacion por cada g/L de Zn*? segun ellos la
presencia del Zn*? desacelera la transferencia de oxigeno desde el gas a las células a causa de una
disminucién en la solubilidad del O,. Con base en lo anterior, se estima que las cantidades de Zny
Cu en el residuo son tan bajas (0.62 g/L y 0.12 g/L, considerando 15% de mineral en el medio de
cultivo) que no generarian en principio, un efecto deletereo o inhibitorio sobre la bacteria, y la

dismunicidn sobre la velocidad de biooxidacién no seria significativa.

Respecto al Pb, Aston et al. (2010) reportan que sélo 0,036 mg/L de Pb causa inhibicién celular en
cepa de A. caldus. Al emplear porcentajes del 10% y 15% del residuo de La Maruja, las
concentraciones de Pb en el medio de cultivo ascenderian hasta 60 mg/L y 90 mg/L
respectivamente, cantidades considerablemente altas que eventualmente podrian resultar toxicas en
otros tipos de bacterias acidofilas. No obstante, en trabajos sobre biooxidacion de galena con A.
ferrooxidans, se ha encontrado que el plomo precipita facilmente en forma de anglesita (PbSO,),
un sulfato poco soluble (Makita et al., 2004; Mejia et al., 2007), por lo que es posible que este ion

metalico se termine convirtiendo en un residuo inocuo.

De los elementos hallados, el As es uno de los que mas afecta la actividad bacteriana ya que
interfiere directamente en la formacion del ATP, lo que a su vez afecta la velocidad de crecimiento

(Havey y Crundwell, 1996). Este elemento puede existir como arsenito (As™) o arsenato (As™)
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donde el As* es el mas toxico y movil, especialmente a pH &4cidos (Tanaka et al., 2014). La
tolerancia hacia el As* depende de cada especie microbiana, las bacterias acidéfilas por ejemplo
suelen ser mas resistentes que Escherichia coli (Dopson, 2003). En el caso de A. ferrooxidans, se
han reportado diferentes rangos de concentraciones en las cuales el As™ comienza a ser nocivo,
entre 50 y 100mg/L segin Tuovinen et al. (1971), 97.4 y 200mg/L de acuerdo a Braddock et al.
(1984) y 5¢/L segun Collinet y Morin (1990), estos ultimos autores también reportan una
tolerancia al As™ de hasta 40g/L. Es posible que las variaciones entre estos limites, dependan en
gran medida del grado de adaptacion de las cepas empleadas (Attia y Elzeky 1995). Pese a que no
se cuenta con la cuantificacion del arsénico en el residuo, si se sabe que la cantidad de arsenopirita
no es muy alta, por ende no se espera una concentracion significativa de este elemento que pueda

alterar la actividad microbiana y consecuentemente el proceso de biooxidacion de los minerales.

Aunque la plata (Ag) no es un constituyente basico de los minerales presentes en el residuo, si es
comun encontrarla atrapada en forma de particulas finas dentro de los sulfuros, y su liberacion es
posible durante los procesos de biooxidacion (Dopson, 2003). La Ag al igual que muchos
elementos resulta altamente toxica para las bacterias. En el caso de A. ferrooxidans, el ion Ag*™
inhibe la oxidacion del Fe* al unirse al sitio activo de la enzima encargada se esta reaccion.
Algunos trabajos reportan que la concentracion de Ag nociva para A. ferrooxidans es de 0.1 mg/L
(De et al., 1996; Dopson, 2003); también se dice que 100 mg/L de Ag puede reducir
significativamente la oxidaciéon de pirita (Norris y Kelly, 1978; Dopson, 2003); De otro lado,
Acevedo y Gentina (2005) hablan de un nivel inhibitorio <50 mg/L y tolerancias de 1mg/L. Con
base en lo anterior, en un sistema de biooxidacion con 15% (p/v) del residuo de La Maruja, la
cantidad de Ag podria ascender hasta un maximo de 5.31mg/L, concentracion que podria resultar
critica para la bacteria. Sin embargo, también cabe la posibilidad de que parte de la plata en este
residuo, esté asociada al oro mediante aleacion o electrum (Allan y Woodcock, 2001; Chryssoulis
y McMullen, 2005), de ser asi este metal (Ag) no estaria disponible en solucién afectando la

actividad bacteriana.

El Fe en sus dos estados de oxidacion (Fe*® y Fe*?) es uno de los elementos més importantes en un
proceso de biooxidacion, éste ademas de ser esencial para el crecimiento de bacterias como A.
ferrooxidans y L. ferrooxidans, también es el principal agente oxidante de los sulfuros (Schippers y
Sand, 1999; Tributsch, 2001; Sand et al., 2001). No obstante, se ha encontrado que el Fe* en
concentraciones muy elevadas (entre 2g/L y 20g/L) puede tener un efecto inhibitorio en la
oxidacion microbiana del Fe*? e inclusive provocar lisis celular (Shrihari y Gandhi, 1990;
Curutchet et al., 1992; Boon et al., 1999a; Boon et al., 1999b; Dopson, 2003). Con base en las
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altas fracciones de Fe determinadas para el residuo (0.25) y asumiendo altos porcentajes de
biooxidacion, es posible que este metal se acumule en tales cantidades (hasta 37.48¢g/L) que
inhiban la actividad microbiana. De otro lado, el efecto adverso del Fe*® cobra importancia cuando
se emplean consorcios, ya que favorece el crecimiento de unas especies bacterianas sobre otras,
particularmente el de L. ferrooxidans quien resulta menos inhibida por el Fe*® (Ki: 3.1mM para L.
ferrooxidans y Ki: 42mM para A. ferrooxidans) y tiene mayor afinidad por el Fe** (Km: 0.24mM)
que A. ferrooxidans (Km: 1.34mM) (Norris y Kelly, 1978; Rawlings et al., 1999).

2.4.3 Efecto del tamario de particula sobre un proceso de biooxidacion

Una de los resultados méas relevantes de esta caracterizacion, es la distribucion de particulas
asociadas al residuo de La Maruja, las cuales en su mayoria oscilaron entre 38 y 75 um (mallas 325
y 200). El tamafio de particula es un aspecto que cobra importancia en el sector hidrometallrgico,
ya que de éste depende la efectividad del proceso y el esquema de beneficio. En el campo
especifico de la biohidrometalurgia es un factor que determina las interacciones entre las bacterias,
agentes oxidantes (Fe*® y H") y el mineral, interviniendo en el desgaste fisico de las cepas, la
lixiviacion del mineral y la transferencia de masa (Nemati et al., 2000; Olubambi et al., 2009).

Pese a la relacion entre el tamafio de particula y la biooxidacion microbiana, existe cierta
controversia sobre su efecto en el comportamiento global del proceso de biooxidacién. Por un lado,
varios autores reportan que con minerales de tamafio grueso, han obtenido altas recuperaciones de
metales de interés (Shrihari et al., 1991). En sistemas de lecho empacado estos mismos tamafios
incrementan la regeneracion del Fe*?, puesto que las particulas finas obstaculizan la formacion de
los biofilms (Nikolov et al., 1988; Mazuelos et al., 2001). De forma similar en reactores de tanque
agitado, se aprecié que la viabilidad de las bacterias tiende a decrecer con la disminucion del
tamafio de particula (Deveci, 2004). También se ha encontrado que la disolucion de arsénico desde
concentrados de arsenopirita fue mejor con particulas gruesas (Makita et al., 2004; Olubambi et
al., 2009). Mejia (2010), observo que a menores tamafios de particula (38um) la regulacion del pH
durante la oxidacion de esfalerita, galena y calcopirita, se vid afectada; al parecer el tamafio de los
granos, ademés de favorecer la disolucion inicial de carbonatos, tuvo un efecto adverso sobre las

bacterias, impidiéndoles neutralizar rapidamente el aumento inicial del pH.

De otro lado, con particulas finas se han reportado: (i) recuperaciones importantes de zinc desde
concentrados de esfalerita, (Torma et al., 1972; Hossain et al., 2004); (ii) incrementos en las

velocidades de disolucién durante la biolixiviacion de calcopirita por A. ferrooxidans (Pinches et
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al., 1976); y (iii) mejoras en la cinética de disolucion de pirita en biorreactores operados en
discontinuo (Nemati et al., 2000). Olubambi et al. (2009), durante la biolixiviacion de minerales
de baja ley, obtuvieron una recuperacién alta de metales empleando particulas de 75um. De
acuerdo a Gonzdlez et al. (1999) las particulas finas ofrecen un incremento en el area superficial lo
gue a su vez se refleja en una mayor cantidad de sitios activos por los que se empieza a atacar el

mineral.
2.4.4 Grado de refractariedad de los residuos de la mina La Maruja.

La presencia de particulas micrométricas de oro en los granos de pirita, evidencia el grado de
refractariedad de los residuos de La Maruja. La refractariedad es un problema bien conocido y
documentado mundialmente (Hoque y Hobbard, 2011). Una causa importante de refractariedad, es
la oclusion o diseminacion de particulas micrométricas de oro (< 10um) en sulfuros como la pirita
(FeS,) y arsenopirita (FeAsS), y en ocasiones en silicatos como el cuarzo (SiO,), todos ellos
matrices insolubles dificiles de penetrar con soluciones de cianuro. También existe refractariedad
de tipo quimico que involucra la insolubilidad de minerales auriferos como teluros, auroestibnitas
y aldonitas, la presencia de minerales que puedan descomponerse y reaccionar con el cianuro
(NaCN), y de minerales consumidores de oxigeno (Gasparrini, 1993; Parga y Carrillo, 1995;
Groudev et al., 1996; Maddox et al., 1998; Gentina y Acevedo, 2005). Con base en lo anterior y en
los resultados de la caracterizacion mineraldgica, se puede afirmar que los residuos de la mina La

Maruja, son refractarios, y esta refractariedad es predominantemente de tipo fisico.

La refractariedad por oclusion pudo ser una de las causas por las cuales no todo el oro presente en
el residuo, pudo ser extraido durante el beneficio del mineral en las instalaciones de la mina La
Maruja. Se considera que sulfuros como la pirrotita, catalogada por Gasparrini (1993) como
cianicida, la galena (cianicida y consumidora de oxigeno), la arsenopirita (cianicida) y la
calcopirita (cianicida), también pudieron influenciar sobre la recuperacion inicial del oro, sin

embargo debido a su escasa abundancia, se considera su efecto global fue poco importante.

Se espera que el proceso de biooxidacion, desarrollado para superar el problema de refractariedad
(Iglesias y Carranza, 1994; Groudev et al., 1996), conduzca a la recuperacion del oro remanente en
el residuo de La Maruja. Con base en la caracterizacién mineralégica parece que la refractariedad
de tipo quimico no constituird ningun problema dado que no hay presencia de compuestos

cianicidas, por lo menos no en concentraciones significativas.
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2.5 Conclusiones y recomendaciones

El residuo de la mina La Maruja presenta refractariedad fisica, es decir, oclusion o diseminacion
de particulas micrométricas de oro menores a 5um. Lo anterior lo convierte en un buen candidato

para emplearse en un proceso de biooxidacidn y como fuente secundaria de oro.

Mineral6gicamente el residuo analizado se caracterizd por su alto contenido de pirita, y
concentraciones relativamente bajas de otros sulfuros como esfalerita, galena, calcopirita,
arsenopirita y pirrotita. Esta mezcla particular de minerales podria conducir a un retardo en la
oxidacion del sulfuro méas abundante debido a sus caracteristicas electroquimicas y bandas de
valencia. En general la abundancia de pirita en el residuo puede implicar que la oxidacion del
residuo para la consecuente liberacion del oro y posterior lixiviacion con cianuro sean mas dificiles
y posiblemente poco eficientes. Solo con los ensayos de biooxidacion se podra corroborar esta

premisa.

Mientras las altas concentraciones de pirita en el mineral pueden conducir a una acidificacion
considerable del medio de cultivo, los minerales de la ganga podrian ocasionar un incremento del
pH. Se recomienda durante las biooxidaciones iniciales del residuo, prestar atencién a los cambios
de pH y con base en ellos tomar decisiones sobre la necesidad y forma de controlarlo. Es posible
gue las caidas de pH por debajo de 1.8 favorezcan el proceso evitando la formacién de jarosita, sin

embargo también podrian afectar el rendimiento de Acidithiobacillus ferrooxidans.

De acuerdo al tamafio fino de particula (Dgo = 60um), y aunque en teoria las concentraciones de los
metales pesados presentes en el residuo no resultan toxicas para Acidithiobacillus ferrooxidans, se
recomienda una adaptacion preliminar de la cepa comercial para asegurar su Optimo desempefio

durante la biooxidacion de los residuos.



3. Adaptacion de Acidithiobacillus ferrooxidans a
residuos mineria aurifera provenientes de la
mina La Maruja

Resumen.

En este capitulo se presenta una estrategia de adaptacion implementada para la cepa comercial
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 al residuo minero proveniente de la mina La Maruja (Marmato,
Caldas). Para esta adaptacion se emplearon dos residuos, uno de particulas gruesas procedente de la mina
San Antonio (Marmato, Caldas) y el residuo de La Maruja constituido por particulas finas. La estrategia
consistié en aumentar gradualmente la cantidad de mineral con particulas gruesas en el medio de cultivo y
posteriormente realizar dos series de repiques sucesivos con cada uno de los residuos, empezando por el San
Antonio (particulas gruesas) y terminando con el de La Maruja (particulas finas). EI aumento gradual de
mineral ocasiond un incremento en el periodo de latencia del microorganismo reduciendo la eficiencia de
biooxidacién del hierro ferroso (Fe*?). Por otro lado, los repiques sucesivos y la disminucion en el tamafio de
grano mostraron ser una herramienta efectiva para optimizar la actividad oxidante del microorganismo y
suprimir las fases de latencia ocasionadas por las concentraciones crecientes de mineral. De igual manera
parece ser que el tamafio de particula influy6 significativamente en el porcentaje de oxidacion de los
sulfuros, donde el porcentaje de hierro disuelto desde el residuo de La Maruja (particulas finas) fue 5.3 veces
mas alto que el obtenido con el residuo de particulas gruesas proveniente de la mina San Antonio. En
términos generales la estrategia de adaptacién implementada en este trabajo permitié la obtencién de una

cepa de A. ferrooxidans estable y capaz de biooxidar de forma eficiente los residuos de la mina La Maruja.

Palabras clave: adaptacidn, residuos mineros, repiques sucesivos.
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Abstract

In this study, an adaptive strategy was implemented on the commercial strain Acidithiobacillus ferrooxidans
ATCC 23270 to mine tailings originating in La Maruja mine located in Marmato, Caldas. Two mine tailings
were used for the adaptation. One of coarse particles coming from the San Antonio mine (Marmato, Caldas),
and the second one fine particles coming from La Maruja mine. This strategy consisted in gradual increase of
the amount of coarse particles mineral in the culture medium, and the running of two sets of successive
cultures with coarse particles (San Antonio) and fine mineral particles (La Maruja). The gradual increase in
mineral caused an increase in the latency period of the process reducing the efficiency of ferrous iron
biooxidation. Moreover, the successive cultures and the decrease in grain size proved to be an effective tool
to achieve some stability in the oxidizing activity. In this way, it is possible to delete latency phases caused
by the increase of mineral concentrations. It seems that particle size had a significantly influence on the rate
of sulphides oxidation. Dissolution rates with fine particle residues were 5.3 times higher than dissolution
rates with coarse particles. In general, the adaptive strategy used increases the efficiency of mine tailings
biooxidation by A. ferrooxidans.

Keywords: adaptation, mine tailings, serial subculturing.
3.1 Introduccion

En las ultimas décadas la oxidacion de sulfuros mediada por bacterias aciddfilas, ha jugado un
papel importante en el sector de la hidrometalurgia por sus bajos costos de operacion y por ser una
tecnologia mas amigable con el ambiente. Este pretratamiento se muestra ademas como un proceso
promisorio para la extraccion efectiva de metales valiosos desde residuos de mineria o minerales
de baja ley (Elzety y Attia, 1995; Hoque y Hobbard, 2011; Schippers et al., 2013; Mishra y Rhee,
2014).

Acidithiobacillus ferrooxidans ha sido hasta hoy el microorganismo mas estudiado y utilizado en
los procesos de biooxidacion. Esta bacteria se encuentra principalmente en ambientes conformados
por minerales inorganicos y se caracteriza por ser mesofila y aciddfila, es decir, crecer a
temperaturas entre los 25 — 35 °C y a pH por debajo de 2.0. Para la sintesis de sus componentes
celulares fija el carbono desde el didxido de carbono atmosférico y su fuente de energia proviene
de las reacciones de oxido-reduccion, donde el Fe*?y el S° sirven como donadores de electrones y
el oxigeno como aceptor. Durante los procesos de biooxidacion de minerales, la bacteria utiliza el

Fe*?y el S lixiviados a partir de los sulfuros. A continuacion se describen las reacciones globales
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relacionadas con la biooxidacién de pirita (Rawlings, 2002; Mason y Rice, 2002; Ballester, 2005;
Gbmez y Cantero, 2005; Hoque y Hobbard, 2011; Simate y Ndlovu, 2014).

Bacteria

4Fe*? + 0, + 4HY ——— 4Fe™ + 2H,0  (3.1)
FeS, + 14Fe*3 + 8H,0 + 4H* — 15Fe™ + 16 H* +250;2 (3.2)

Es posible que la exposicion de Acidithiobacillus ferrooxidans a concentrados de sulfuros, inhiba o
retarde la actividad de la bacteria, especialmente cuando se trabaja con altas concentraciones de
pulpa y se emplean cepas comerciales. Entre los factores reportados como principales responsables
de este comportamiento estan la reduccion en las velocidades de transferencia de oxigeno y
dioxido de carbono, el dafio a nivel celular provocado por las colisiones bacteria-mineral, el efecto
toxico de los iones metalicos que se lixivian, los cambios de pH que puedan generarse por las
caracteristicas mineral6gicas de los concentrados y la idoneidad del mineral como fuente exdgena
de energia (Dopson, 2003, Deveci, 2004; Mousavi et al., 2007; Gericke et al., 2009; Haghshenas et
al., 2009; Mejia et al., 2011). Una forma de contrarrestar estos efectos adversos es mediante una
adaptacion preliminar de las bacterias al mineral, y con este al nuevo ambiente que se pueda

generar en el medio de reaccién (Mason y Rice, 2002; Xia et al., 2008).

La adaptacién a un ambiente particular, es un fendmeno natural de los seres vivos (Sonnleitner,
1998; Xia et al., 2008). Los organismos adaptados son mas fuertes y logran sobrevivir bajo
condiciones que los organismos no adaptados no toleran. En la industria biohidrometalUrgica, la
adaptacion de los microorganismos al mineral y/o al ambiente especifico de biooxidacion se
considera un paso fundamental, a través de ésta se puede mejorar la velocidad de disolucion de los
minerales, y por ende la eficiencia global del proceso de biooxidacion. La forma mas extendida y
documentada para la adaptacion de bacterias acidéfilas es el montaje de cultivos seriales en los
cuales se va aumentando de forma gradual la concentracion de pulpa en el medio; sin embargo no
existen protocolos especificos que delimiten las estrategias de adaptacion, cada investigador es
libre de elegir o disefiar su propio mecanismo, asi mismo de seleccionar el criterio més idéneo con
base en su proceso, bajo el cual considerara que la cepa esta adaptada (Mason y Rice, 2002; Xia et
al., 2008, Haghshenas et al., 2009).

Una estrategia de cultivos sucesivos con minerales de diferentes tamafios podria eventualmente
resultar eficiente para la adaptacion de A. ferrooxidans, especialmente a concentrados de granos
finos. La idea de los subcultivos con minerales de granulometria distinta, radica en los efectos

implicitos a cada tamafo de particula. Se ha encontrado, que las particulas finas dejan mas
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disponibles fases como carbonatos, aluminosilicatos o sulfuros, que contribuyen con el incremento
del pH hasta valores nocivos para A. ferrooxidans (Garcia et al., 1995; Da Silva, 2004; Sampson et
al., 2005; Mejia et al., 2011). Esta granulometria fina, también aumenta el area superficial de cada
grano facilitando la disolucién de elementos tdxicos e incrementando la cantidad de interacciones
especificas con otros minerales (Makita et al., 2004; Olubambi et al., 2009). Todo lo anterior hace
del medio de cultivo un ambiente mas complejo para las células, y su adaptacion al mineral podria
resultar més lenta. Se considera que comenzar la adaptacién con un mineral grueso, contrarrestaria
en cierto grado los efectos adversos asociados al mineral, al tiempo que se someteria el
microorganismo a la presencia de particulas que ademas contribuirian en la adaptacion de la

bacteria a los esfuerzos cortantes ocasionados por los sélidos en suspension (Deveci, 2002 y 2004).

Con base en lo anterior, en el presente trabajo se implement6 una estrategia de adaptacion de tres
etapas, cada una de ellas constituida por cultivos seriales, para la cepa comercial Acidithiobacillus
ferrooxidans ATCC 23270 al residuo de la mina La Maruja (Marmato, Caldas). Dicha estrategia
requirio el uso de dos tipos de residuos, el de interés, residuo de La Maruja, y un residuo con
granulometria mayor, también procedente de Marmato. El fin Gltimo de esta adaptacion fue
obtener una cepa estable, con la capacidad de oxidar eficientemente los sulfuros presentes en el

mineral de La Maruja.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Mineral

Para la adaptacion de Acidithiobacillus ferrooxidans se seleccionaron los residuos de dos minas de
oro ubicadas en el distrito minero de Marmato (Caldas). EI primer residuo fue tomado de la mina
San Antonio, con capacidad de produccion tipica de la pequefia mineria de la zona, generando un
residuo caracteristicamente de una granulometria mayor (Dg, = 150um). El segundo residuo fue
proporcionado por la mina La Maruja, propiedad de la empresa Mineros Nacionales S.A. Este
proviene de una operacion con ingenieria bien llevada, capacidad en planta considerablemente

mayor y una particula mas fina (Dgo = 60um) (Capitulo 2).

Ambos residuos fueron caracterizados mineraldgica y quimicamente, a través de Difraccion de
rayos X (DRX), Microscopia Optica de Luz Plana Polarizada (MOLPP/LR), Fluorescencia de
rayos X (FRX) y ensayos al fuego. En la Tabla 3-1 se presenta un resumen de la caracterizacion

inicial de los dos residuos, esta incluye la composicién de elementos mas abundantes y minerales.
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Los detalles de los métodos analiticos empleados en las caracterizaciones mineraldgica y quimica

se muestran en el capitulo 2.

Tabla 3-1: Composicion quimica y mineralogica de los residuos

Contenido (%) Contenido aproximado (%6)

Elemento

Mineral

San Antonio  La Maruja San Antonio La Maruja
Au 3.65 (g/t) 1.74 (git) Pirita 59.77 34.14
Ag 1.51 (g/t) 37.42 (ght) Calcopirita 0.09 0.43
Fe 37.45 24.99 Arsenopirita 0.24 0.29
Cu 0.04 0.08 Esfalerita 1.74 1.01
Zn 0.74 0.41 Galena 0.02 0.08
Pb 0.01 0.06 Cuarzo 17.37 25.10
Si 5.92 14.20 Moscovita 6.65 8.79
Al 1.29 4.32 Clinocloro 8.88 10.16
Na 0.31 0.65 Feldespato 4.96 5.28
Ca 0.26 1.00 Calcita 0.25 3.98
K 0.16 0.41 Albita - 7.50
Mg 0.13 0.44 Anortita - 3.33
Mn 0.04 0.44 Total 100 100

3.2.2 Material biologico y medio de cultivo

Para este estudio se seleccioné la cepa comercial Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270,
suministrada por el Laboratorio de Biomineralogia y Biohidrometalurgia de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Medellin. Se decidi6 trabajar con ésta cepa comercial debido a su
disponibilidad y particularmente a las dificultades legales que supone el uso de microorganismos
nativos en Colombia. Esta bacteria fue activada y adaptada en el medio de cultivo T&K
modificado, constituido por 0.4 g/L de (SO4)NH,;, K,HPO, y MgSQO,.7H,0 (Tuovinen y Kelly,
1972). Como fuentes de energia se emplearon soluciones de sulfato ferroso (FeSQ47H,0) vy
mineral (Tabla 3-2).

3.2.3 Adaptacion del microorganismo al mineral

Con el fin obtener una 6ptima actividad de la cepa comercial y altas velocidades de biooxidacion
del residuo de La Maruja, se implementd una estrategia de adaptacion consistente en tres etapas.
Para la primera etapa se selecciond el mineral de granulometria gruesa (residuo de San Antonio)
cuya concentracion, a través de diferentes subcultivos, se fue aumentado de forma gradual en el
medio de cultivo, al tiempo que se disminuyd la fuente de energia fécil de asimilar por la bacteria

(Tabla 3-2) (Chandraprabha et al., 2002). Posteriormente en una segunda etapa, se realizaron



46 Escalado de un proceso de biooxidacion de residuos de mineria ricos en sulfuros

usando reactores de tanque agitado

ocho repigues sucesivos con 15% (p/v) de pulpa y 0.333g/L de sulfato ferroso. Finalmente, en la
tercera y Ultima etapa se cambié el mineral por el de tamafio de grano fino (residuo de La Maruja)
y se efectuaron diez repiques sucesivos igualmente con 15% (p/v) de pulpa y 0.333g/L de sulfato

ferroso. Cada ensayo se realiz6 por duplicado.

Tabla 3-2: Concentraciones crecientes de mineral y decrecientes de sulfato ferroso durante

los subcultivos de la primera etapa de adaptacion.

Concentraciones

Componente — —
Activacion Adaptacion
% Mineral (p/v) 0 1 4 6 8 10
FeS0,.7H,0 (g/L) 33.33 29.9 19.9 13.3 6.7 3.3

Fe* proveniente del

6666.7  5999.9 3999.9 2666.7 1333.3 666.7
FeSO,.7TH,0 (mg/L)

El pH del medio base y de las soluciones de sulfato ferroso, fue ajustado con H,SO, (98%) hasta
1.6 £ 0.1. Tanto el medio como el mineral fueron esterilizados a 120°C y 15 PSI por 20 min. Las
soluciones de FeS0,.7H,0O se esterilizaron por filtracion con membrana de nitrocelulosa de
0.45um. Todos los ensayos de adaptacion fueron realizados en erlenmeyers de 500ml con un
volumen efectivo de 150 ml. Se empled 10% (v/v) de indculo con concentraciones celulares de 10°
células/ml. La concentracion de mineral al igual que la de sulfato ferroso, se vari6 de acuerdo a la
etapa de adaptacion. Todos los cultivos fueron incubados durante 12 dias, a 30°C y 180 r.p.m.
También se corrieron controles abidticos para determinar la biooxidacion quimica por los
componentes del medio de cultivo. Periddicamente se adiciond a cada cultivo agua destilada para

compensar la pérdida por evaporacion.

3.2.4 Analisis quimicos

Todos los ensayos fueron monitoreados con mediciones periddicas (cada 72 h) de pH y potencial
de dxido-reduccion (Eh), usando un potenciémetro de pH/ORP Hach HQ 40d multi y electrodos de
pH y Eh con electrolito de Ag/AgCI. En la primera etapa que consistio en el aumento gradual de
mineral, se cuantificd la concentracion de hierro ferroso (Fe*?). En los repiques sucesivos se midid
ademas la concentracion de hierro férrico (Fe*®) y hierro total (Fe total), este Gltimo principal
indicador del proceso global de biooxidacién. Las mediciones de Fe*? y Fe total se realizaron en un

espectrofotometro GENESYS UV 10 usando el método colorimétrico de la orto-fenantrolina, de
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acuerdo a la norma ASTM 3500-Fe B. La concentracion de Fe*? se estimé como la diferencia entre
el Fe total y Fe*2 Se calculd el porcentaje de hierro solubilizado presente en solucién () a través
de la ecuacion 3.3, donde V es el volumen de trabajo, C; concentracion final de Fe total en
solucion, C; concentracion inicial de Fe total en solucion, F fraccion de Fe total en el mineral, W

masa de mineral en el medio de cultivo.

vV (Lx(Cr-Cy) (%)

9(%) - F XW (mg)

x 100 (3.3)

Segun Haghshenas et al. (2009) se han reportado diversos criterios bajos los cuales una cepa de A.
ferrooxidans se ha considerado adaptada a un mineral, entre ellos: (i) cuando las velocidades de
oxidacion de Fe** son similares a las velocidades de oxidacion del mismo ion en un medio libre de
mineral; (ii) cuando la concentracion celular al final del proceso a una concentracion determinada
de pulpa alcanza 10’ células/ml; (iii) cuando se aprecian cantidades significativas de iones disueltos
(Fe, Cu, Zn, segin el mineral biooxidado) y la relacién Fe*?/Fe** es menor a uno; (iv) cuando la
velocidad de disolucion de un metal en dos repiques consecutivos es similar. En este caso se
consider6 que la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 estuvo adaptada a cada residuo, cuando
desaparecieron las fases de latencia y los porcentajes de hierro total en solucion, luego de 12 dias
de cultivo, entre al menos tres repiques consecutivos no presentaron variaciones significativas

(Mason y Rice, 2002). Para evaluar las diferencias entre repiques se realiz6 un analisis estadistico.
3.2.5 Analisis estadistico

Se realizaron analisis estadisticos de manera independiente para la segunda y tercera etapa de
adaptacion con el proposito de identificar las diferencias entre repiques. Se seleccion6 un disefio
experimental completamente al azar, donde cada repique constituyd un tratamiento diferente.
Como variable respuesta se emple6 el porcentaje de Fe total disuelto en solucién, ya que de los
pardmetros medidos, es el que entrega informacion mas concisa sobre el proceso global de
biooxidacion. Todos los datos fueron sometidos a pruebas de distribucion y homogeneidad de
varianzas (Shapiro-Wilk y Barlett test), con el fin de probar los supuestos del anélisis de varianza
(ANAVA), posteriormente se aplico el ANAVA. Las diferencias significativas encontradas, se
analizaron a través de la prueba de comparacion de medias Tukey. En todas las pruebas se asumid
un nivel de significancia de 0.05. Todos los anlisis estadisticos fueron realizados en el software de

libre distribucion R Project version 2.15.2.
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3.3 Resultados

3.3.1 Adaptacion primera etapa: Aumento gradual de mineral en el
medio de cultivo

En la Figura 3-1 se presentan tres cinéticas de biooxidacion (pH, potencial redox y Fe*)
inherentes a la primera etapa de adaptacion. Para el pH (Figura 3-1A), se encontré un
comportamiento directamente proporcional entre la cantidad de mineral adicionada al medio y la
aparicion de picos maximos. En los ensayos con 1%, 4% y 6% de pulpa, los picos maximos son
alcanzados los dias tres, seis y nueve respectivamente, en los cultivos con 8% y 10% los valores
maximos de pH fueron logrados alrededor del dia nueve. Otro aspecto caracteristico es la
magnitud del valor maximo de pH con el aumento del porcentaje de pulpa, la cual inicialmente
parece disminuir y después aumenta asi: 1,8 (1%), 1,76 (4%), 1,77 (6%), 1,85 (8%), 1,98 (10%).
En cuanto al pH final, en todos los ensayos cay0 significativamente por debajo del pH méximo, en
los montajes con 6%, 8% y 10% se apreciaron pH entre 1.65y 1.75, mientras que con 1% Yy 4% de

mineral, estos bajaron hasta 1.54 y 1.57 respectivamente.

En las graficas de potencial redox y concentracion de Fe*? se observaron tres fases, una fase de
latencia, una exponencial y otra estacionaria (Figura 3-1 B y C). Particularmente la fase de
latencia fue més larga a medida que aumentd la concentracion de mineral y disminuyd la de sulfato
ferroso, como ejemplo, en el ensayo con 1% de pulpa el proceso de oxidacién inicia el primer dia,
en el que contiene 4% inicia a los tres dias y con 6% y 8% al microorganismo le toma
aproximadamente seis dias comenzar a oxidar el hierro ferroso de la solucién. En general los
valores maximos de potencial de 6xido-reduccion coinciden en el tiempo con los valores maximos
de pH en cada ensayo. En todos los ensayos, pese a la presencia fase lag, se alcanzaron valores de
potenciales redox altos y caidas considerables en las concentraciones de Fe*? indicando actividad
microbiana. La fase estacionaria inicia alrededor del tercer dia en el subcultivo con 1% de mineral,
en el sexto dia con 4%, y en el dia nueve para los demés subcultivos. En los repiques con 10% de
pulpa el tiempo latencia comienza a disminuir, en la grafica de potencial redox (Figura 3-1B) se
aprecia que su duracion solo fue de tres dias. Con esta cantidad de pulpa también se observo el
aumento mas significativo del pH y un incremento leve en la concentracion de Fe*? al tercer dia del

proceso.
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Por Gltimo se puede decir, que en los controles no se observaron cambios significativos de las

variables medidas, solo un leve incremento en el pH y el potencial redox.

600
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Figura 3-1: Cinéticas de los parametros fisicos y quimicos determinados en la etapa inicial de
adaptacion: concentraciones crecientes de mineral y decrecientes de sulfato ferroso. (A) pH vs

tiempo (%). (B) Potencial redox vs tiempo (mV). (C) Concentracion de Fe*? vs tiempo.

3.3.2 Adaptacion segunda etapa: repiques sucesivos con mineral de
particula gruesa

Para la etapa 2 de adaptacion, las cinéticas de pH (Figura 3-2A) presentaron comportamientos
similares a los de la primera etapa, el pH subi6 hasta su punto maximo para luego decaer de forma

continua hasta el final del proceso. En el dia seis alcanzaron sus valores maximos de pH los
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repiques 1 (2.14), 2 (2.13), 3 (1.99), 6 (2.05) y 7 (1.97); Los maximos pH para los repiques 4
(1.92), 5 (1.99) y 8 (1.95) fueron apreciados en el dia tres. Consistentemente, en los Gltimos cinco
repiques, el pH alcanzado el ultimo dia del proceso oscil6 entre 1.50 y 1.46, inferior al pH inicial
cuyo valor se mantuvo alrededor de 1.6. En los repiques 1,2 y 3 pH final permanecio entre 1.55 y

1.60 sugiriendo una menor solubilizacion del residuo respecto a los Gltimos repiques.
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Figura 3-2. Cinéticas asociadas a la segunda etapa de adaptacion: Repiques sucesivos con residuos
de particulas gruesas. (A) pH vs tiempo. (B) Potencial redox vs tiempo. (C) Relacion Fe**/Fe** vs

tiempo. (D) Concentracion de Fe*en solucién vs tiempo.
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En las cinéticas de potencial de 6xido-reduccion y relacién Fe**/Fe*? (Figuras 3-2 B y C) se
observaron fases de latencia de 72 h en los tres primeros repiques y el repique 7. Estas fases
indican que las relaciones entre el Fe*® y el Fe*? no cambiaron durante los primeros tres dias, es
decir, que aparentemente no hubo actividad oxidativa. Después de este periodo, las razones
comienzan a aumentar hasta el noveno dia con una velocidad de conversién menor en los repiques
1y 3. Finalmente se entra en una tercera fase caracterizada por comportamientos distintos en los
primeros tres repiques, cayendo en el 1, estabilizandose en el 2 y aumentando en el 3. En los
demas repiques se aprecié un aumento gradual desde el inicio del proceso hasta el dia nueve. Entre
el noveno y doceavo dia se presentd una inflexion acompafiada de ligeros disminuciones en la

conversion Fe*? a Fe*®, con algunas diferencias menores.

Tal como se aprecid en las graficas de potencial redox y relacién Fe**/Fe*?, las cinéticas del Fe* en
solucién (Figura 3-2D) también presentaron una fase de latencia para los repiques, 1, 2, 3y 7,
seguidas de fases exponenciales hasta el final del proceso. Los repiques 1 y 2 presentaron las
velocidades de generacion del ion férrico méas bajas y consecuentemente las menores
concentraciones finales de Fe*® en solucion, 1917.5 mg/L y 1880.0 mg/L respectivamente. Por
otro lado, en los repiques 4, 5, 6y 8, el Fe** comenz6 a aumentar desde el primer dia de proceso,
donde los repiques 5 y 6 alcanzaron las concentraciones finales mas altas de Fe*?, 2853.3 mg/L y

2876.3 mg/L respectivamente.

Las cinéticas asociadas a los controles fueron consistentes en todos los repiques (Figura 3-2),
presentando incrementos en el pH a través del tiempo, caidas leves en los potenciales redox y

cambios poco significativos en las relaciones Fe**/Fe*?y concentraciones de Fe* en solucion.

La Figura 3-3 presenta un diagrama correspondiente a los porcentajes promedio de Fe total
disuelto alcanzados con cada repique. En esta grafica se aprecian que las diferencias entre los ocho
repiques son consecuentes con lo antes descrito en las cinéticas. Los repiques 1 y 2, cuyas
cinéticas fueron las mas lentas, particularmente las del Fe**, presentaron los porcentajes mas bajos
de Fe total solubilizado, 3.24 % y 3.17% respectivamente. En el repique 3, aunque hubo un
crecimiento en el porcentaje de solubilizacion, 3.87%, fue el tercero mas bajo, en este montaje se
apreciaron las caidas iniciales més pronunciadas de potencial redox y Fe**/Fe*?. En el repique 4
desaparecié por primera vez la fase de latencia y el porcentaje de hierro continuo en aumento hasta
4.12%. Luego estan los repiques 5 y 6 con los mas altos porcentajes de hierro disuelto, 4.71% y

4.68%, respectivamente. Reaparece la fase de latencia en el repique 7 y consecuentemente decae el
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hierro solubilizado hasta 4.26%. Aunque en el repique 8 no se presentaron retardos en las cinéticas

de oxidacidn, el porcentaje de hierro total no incrementd, este fue de 4.18%.

Fe total disuelto (%)

1 2 3 4 5 6 7 8
Repiques
Figura 3-3: Repiques etapa 2. Medias por Minimos Cuadrados para el porcentaje de hierro total en
solucién con intervalos de confianza del 95%. Las letras minusculas indican las diferencias entre

los repiques segun la prueba de Tukey

Para establecer si las diferencias entre los porcentajes de hierro total disuelto asociados a los
repiques fueron o no significativas, se realizd un andlisis estadistico. En primer lugar, el andlisis de
los supuestos mostré que los porcentajes de hierro tienen una distribuciéon normal y varianzas
homogéneas, obteniéndose valores p de 0.3980 y 0.3566 respectivamente. El analisis de varianzas
arrojé un valor p de 7.53e-5, indicando diferencias significativas en el porcentaje de hierro total
solubilizado entre al menos dos de los ocho repiques. Un andlisis de diferencia de medias de Tukey
permitioé determinar puntualmente las similitudes y diferencias entre los repiques. Los repiques 1y
2 se dividieron en un solo grupo, “a”, y corresponden a los repiques con mas bajos porcentajes de
solubilizacion. El porcentaje de hierro del repique 3 fue estadisticamente similar al de los repiques
1,4, 7y 8, por lo que se clasificod como “ab”. Se formé un ultimo grupo, “b”, con los repiques 4, 5,

6,7 y 8, en este conjunto se presentaron las mas altas disoluciones de hierro.

Pese a las diferencias observadas en las cinéticas de los repiques 4, 5, 6, 7 y 8, estadisticamente
estos cinco repiques presentaron porcentajes muy similares de hierro total disuelto, es decir, grados

cercanos de oxidacion. Por lo anterior y de acuerdo al criterio de adaptacion establecido, la cepa
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logré adaptarse al residuo de la mina San Antonio, a partir de este resultado se determind pasar a

los cultivos sucesivos con el mineral de interés, el residuo de la mina La Maruja.

3.3.3 Adaptacion tercera etapa: Repiques sucesivos con mineral de

particula fina

Igual que en la etapa 2, para esta etapa con el residuo de La Maruja, se determinaron las cinéticas
de parametros como el pH, potencial redox, relacion Fe**/Fe*? y Fe*® en solucién (Figura 3-4). En
el caso del pH (Figura 3-4A) solo se presentaron puntos maximos alrededor del tercer dia en los
repiques 1 (2.65) y 2 (2.27). A partir del repigue 3 los incrementos de este parametro fueron casi
nulos y el pH comenz6 a decaer, en la mayoria de los repiques, desde el dia tres. En el repique 7 se
observo una caida significativa del pH desde el primer dia de proceso. En general a medida que
aumentd en el numero de repiques, el incremento del pH durante los primeros tres dias fue

desapareciendo.

Comparando los resultados del pH de la segunda y tercera etapa de adaptacion (Figuras 3-2A y 3-
4A) se observa que las cinéticas del pH variaron significativamente, estas diferencias se evidencian
en los controles los cuales en la tercera etapa (Figura 3-4A) alcanzan valores maximos alrededor de
3.5. Adicionalmente al final de esta misma etapa, pero en los ensayos con microorganismo, se

alcanzaron valores minimos cercanos a 1.3.

Tal como ocurri6 en la segunda etapa de adaptacion, durante los dos primeros repiques con el
residuo de La Maruja (particulas finas) también se aprecié una fase de latencia en las cinéticas de

potencial redox, relacion Fe**/Fe*?, y concentracion de Fe*®en solucion (Figura 3-4 B, C y D).

En todos los repiques, excepto el 1, el potencial de éxido reduccion (Figura 3-4B) alcanz6 valores
maximos entre 528 y 546 mV durante el dia seis y luego comenzé a decaer hasta finalizar cada
ensayo. En el ensayo 1, el aumento del Eh se prolonga hasta el dia nueve, alcanzando un valor
maximo de 546.15 mV. Estos comportamientos son consistentes con lo hallado para la relacion
Fe*}/Fe* (Figura 3-4C), la cual en la mayoria de los repiques también aumenta significativamente
hasta dia 6 y luego cae paulatinamente, y en los repiques 1y 10 el aumento de la razén Fe**/Fe*? se
prolonga hasta el dia 9. En la razén Fe**/Fe*? el cambio en el comportamiento es mas evidente, por

la caida abrupta.
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Figura 3-4: Cinéticas asociadas a la tercera etapa de adaptacion: Repiques sucesivos con residuos

de particulas finas. (A) pH vs tiempo. (B) Potencial redox vs tiempo. (C) Relacion Fe**/Fe™ vs

tiempo. (D) Concentracion de Fe* en solucion (mg/L).

De acuerdo a las cinéticas del Fe™ en solucién (Figura 3-4D) de los dltimos ocho repiques, la

mayor oxidacion se presentd entre los dias cero y nueve, haciéndose méaxima entre los dias tres y

seis. A partir del dia nueve aparece una nueva fase en la que decae la velocidad de oxidacion,
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particularmente y de forma mas pronunciada en los repiques 3, 4 6 y 7. En los repiques 1y 2 la
oxidacion inicio desde el dia tres y se extendio hasta el dia 12. Pese a la fase de latencia inicial, los
repiques 1 y 2 fueron quienes alcanzaron la mayor concentracién de hierro férrico al final del
proceso, 8495.83 mg/L y 7998.13 mg/L respectivamente. En el dia nueve donde se presenté el
pico maximo para los demas repiques, el repique 3 sobresalié con 8224.79 mg/L, seguido del
repique 8 con 8168.96 mg/L. El repique 4 presentd la concentracion de Fe** més baja 7012.71

mg/L, lo anterior estimado en el dia nueve.

La Figura 3-5 presenta los porcentajes promedio de hierro total disuelto en los repiques de la etapa
3. En esta grafica se observa una diferencia notoria del porcentaje de hierro total disuelto asociado
al repique 1, el cual fue relativamente alto (23.67%), una diferencia similar se aprecié con
anterioridad en las cinéticas de Fe** donde el mismo repique alcanzé la mas alta concentracion de
Fe*®. Otros de los repiques que resalta en la Figura 3-5 es el 3, con un porcentaje total de hierro
solubilizado de 22.17%. Por otro lado los repiques con las mas bajas disoluciones fueron los
repiques 4 y 6, con un 19.84% y 19.70%. En general se observaron ciertas oscilaciones en los
porcentajes de hierro total disuelto a lo largo de los repiques de esta etapa, particularmente en los

primeros seis.
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Figura 3-5: Repiques etapa 3. Medias por Minimos Cuadrados para el porcentaje de hierro total en
solucion con intervalos de confianza del 95%. Las letras minUsculas indican las diferencias entre

los repiques segln la prueba de Tukey.

Para determinar las diferencias “reales” entre los repiques de esta etapa, se procedio con un analisis

estadistico. Los porcentajes de hierro total disuelto presentaron normalidad (valor p: 0.5955) y
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varianzas homogéneas (valor p: 0.0815). EI ANAVA sugiri6 diferencias significativas entre al
menos dos de los repiques (valor p: 0.0271). A travées de la prueba de Tukey se determind que
estadisticamente las diferencias en porcentajes de hierro disuelto solo se dieron entre los repiques 1
y 4,y 1y 6, los demés repiques presentaron porcentajes de disolucion similares entre si. Lo
anterior permite concluir que en los Gltimos nueve repiques, el porcentaje de oxidacion fue cercano
y la cepa logr6 adaptase y estabilizar su actividad en un medio de cultivo cuya fuente de energia
fue el residuo de la mina La Maruja.

Finalmente se tiene la Figura 3-6, en la que se compara el porcentaje promedio de hierro total
disuelto desde los conjuntos de repiques de las etapas 2 y 3. En ésta grafica se aprecia la diferencia
en disolucion de hierro lograda con ambos tipos de residuos. Con el mineral de particula gruesa
(San Antonio) se lograron solubilizaciones hasta de 4.03%, mientras que con el mineral de
particula fina (La Maruja) se logré una lixiviacion de hierro del 21.49%, es decir 5.3 veces mas
alta. En los controles abidticos o blancos, las diferencias no fueron grandes, sin embargo la
solubilizacion fue un poco mas alta con el residuo de La Maruja. Esta grafica también muestra el
efecto de las bacterias sobre el mineral. En los ensayos no inoculados el medio de cultivo solo
logré oxidaciones incipientes del mineral (0.47% con el residuo San Antonio y 0.70% con el
residuos La Maruja), mientras que en aquellos inoculados A. ferrooxidans la oxidacion fue

significativamente alta.
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Antonio y La Maruja
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3.4 Discusion

3.4.1 Efecto del aumento gradual de mineral

El consumo de hierro ferroso, pH y potencial de 6xido-reduccién son considerados buenos
indicadores en un proceso de biooxidacion, estos ademas de entregar informacion relevante sobre
el proceso global de disolucién de minerales, dan cuenta de la actividad microbiana, aspecto de
gran importancia durante la adaptacion de un microorganismos a un ambiente particular, en este
caso de Acidithiobacillus ferrooxidans a concentraciones crecientes de un residuo minero (Xia et
al., 2008; Zapata, 2006; Haghshenas et al., 2009; Mejia et al., 2011).

Durante la adaptacion de A. ferrooxidans a un mineral, con frecuencia se dan incrementos iniciales
del pH debido a tres factores: al consumo de acido por las fases carbonatadas y ganga presente en
los concentrados (Ahonen y Tuovinen, 1994; Sampson et al., 2005; Stromberg y Banwart, 1999;
Carretero et al., 2011), al consumo H* por monosulfuros como la galena, esfalerita, pirrotita y
calcopirita (Garcia et al., 1995; Da Silva, 2004; Ballester, 2005) y a la oxidacién biol6gica del Fe'?
(Sand et al., 2001). En este trabajo, y particularmente en la primera etapa de adaptacion, se
observaron aumentos del pH (Figura 3-1A), sin embargo no siempre ocurrieron al inicio del
proceso tal como lo reporta la literatura, estos aumentos estuvieron directamente relacionados con
el incremento del potencial redox y el consumo del Fe*?. Se considera, que este fenémeno fue
debido principalmente a las reacciones bioquimicas del proceso, donde el microorganismo oxido el
F*2 disponible, al tiempo que consumié H* incrementando el pH; a su vez la oxidacion del Fe*
generé mayores concentraciones Fe*® y consecuentemente potenciales redox mas altos. Por otro
lado, la baja influencia de los minerales de ganga o los monosulfuros, la cual también se ve
reflejada en los valores de pH alcanzados en los controles abiéticos, podria estar asociada a la
mineralogia de los residuos de la mina San Antonio. Mejia et al., (2011) encontraron que tamafios
finos de particula, favorecen la exposicion y disolucién de carbonatos y/o fases silicatadas debido
al incremento del &rea superficial. En esta parte de la adaptacion, el mineral empleado ademas de
estar compuesto por particulas relativamente gruesas, contiene concentraciones bajas de ganga y

monosulfuros.

De otro lado, el comportamiento consistente de las cinéticas de pH, Eh y Fe** (Figura 3-1),
evidencia la influencia del incremento gradual de mineral sobre la actividad de A. ferrooxidans,
reflejada en un aumento cada vez mas prolongado de la fase de latencia, principalmente en los

primeros tres repiques (1%, 4% y 6% de pulpa). Estos comportamientos son comprables con lo



58 Escalado de un proceso de biooxidacion de residuos de mineria ricos en sulfuros

usando reactores de tanque agitado

encontrado por Chandraprabha et al. (2002) y Haghshenas et al. (2009) en sus trabajos de
biooxidacion de sulfuros con A. ferrooxidans. Se presume que la aparicion de la fase de latencia en
un proceso de biooxidacion de minerales es consecuencia de multiples factores, entre ellos la
lixiviacion de metales téxicos (Mason y Rice, 2002; Haghshenas et al., 2009; Xia et al., 2008;
Mejia et al., 2011). De manera particular, aumentos graduales del residuo proveniente de la mina
San Antonio, implican mayores concentraciones de metales pesados como el Pb y la Ag, que de
entrar en la solucion durante las primeras horas del proceso podrian provocar retardos en el
crecimiento de A. ferrooxidans debido a su interferencia sobre las rutas bioquimicas inherentes a la
oxidacion del Fe** (Dopson, 2003; Cabrera et al., 2004; Akcil et al., 2007; Gericke et al., 2009;
Mejia et al., 2011). Otro de los factores que influye en la aparicion de la fase lag, es el esfuerzo
cortante ocasionado por la agitacion y principalmente por el mineral en suspension (Haghshenas et
al., 2009). Deveci, (2002) y Xia et al., (2008) observaron, que el aumento de la concentracion de
solidos conduce al decrecimiento en la viabilidad A. ferrooxidans y su capacidad de oxidar el ion
ferroso, debido a que el roce de las particulas solidas con la bacteria tiende causar dafios en las
membranas celulares. También esta la reduccion en las velocidades de transferencia de O, y CO,,
asociada al incremento en la concentracion de pulpa (Gericke et al., 2009; Haghshenas et al.,
2009).

Con base en lo anterior, se puede decir que a medida que incrementa la concentracion de sélidos en
el medio, a la bacteria le toma mas tiempo adaptar su metabolismo al nuevo ambiente cada vez
mas adverso (Sonnleitner, 1998; Madigan, 2010). Segin Sonnleitner (1998), la adaptacion
significa que las células varian su composicion intracelular con el fin de hacer frente de manera
eficaz, a las condiciones que se presentan en el ambiente circundante. Estos cambios pueden estar
reflejados en la expresion de enzimas o el uso de rutas metabolicas alternativas para la metabolizar
los nuevos sustratos, en este caso concentraciones crecientes de mineral. Adicionalmente si las
bacterias estan expuestas a compuestos inhibitorios o toxicos, ellas deben expresar otras enzimas
que les permitan sobrevivir a estos. De no encontrar una via para mejorar las condiciones del

microambiente comienzan a sufrir e incluso mueren (Sonnleitner, 1998).

Mejia et al. (2011) argumentan que el retardo en cinéticas como la del potencial redox, puede ser
consecuencia de la deficiencia en fuentes de Fe*? faciles de asimilar. Cabe recordar que en la
primera etapa de adaptacion, el incremento en la concentracion de pulpa conlleva a la disminucion
del sulfato ferroso, por tanto las bacterias se ven obligadas a utilizar como fuente de energia los

iones provenientes del mineral, proceso que implica cinéticas mas lentas (Rodriguez et al., 2003,
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Xia et al., 2008); una vez comienza la liberacion de este ion, la biooxidacion se acelera y es ahi

donde comienza la fase exponencial (Rawlings, 2002; Sand; 2001; Xia et al., 2008).

Al observar las fases de latencia en las cinéticas del potencial de éxido-reduccion y oxidacion del
Fe*?, se podria pensar que esta primera etapa de adaptacién no fue exitosa, sin embargo se debe
considerar que esta fase es un paso crucial de la adaptacion, donde la bacteria adquiere resistencia
a los distintos factores que pueden causar su inhibicion (Tuovinen et al., 1971; Haghshenas et al.,
2009). Independiente de la concentracion de mineral en el medio y la duracion de la fase lag, en
todos los ensayos se presentaron fases exponenciales a través de las cuales se alcanzaron valores de
potenciales redox altos y bajas concentraciones de Fe*?, es decir, el microorganismo logré
adaptarse a las condiciones ambientales a las que fue expuesto en cada ensayo. El grado de
adaptacion también se pudo apreciar en el repique con 10% de pulpa, donde el tiempo de latencia

en las cinéticas de Eh y Fe** solo durd tres dias.
3.4.2 Efecto de los repiques sucesivos

Pese al importante papel que desempefia la fase de latencia en la adaptacion de una bacteria
aciddfila a concentraciones crecientes de pulpa (Tuovinen et al., 1971), no se puede desconocer
que la presencia de dicha fase retarda la oxidacion de los minerales, haciendo de la biooxidacion
un proceso ineficiente en el tiempo. Con el fin de minimizar y/o eliminar la fase lag e incrementar
las velocidades de disolucion de los minerales asociados a los residuos de la mina La Maruja, se
realizaron dos series de cultivos sucesivos empleando una concentracion fija de mineral y dos

granulometrias diferentes.

De acuerdo a las cinéticas de pH, potencial redox y Fe** en solucién obtenidas en las dos series de
repiques sucesivos (Figuras 3-2 y 3-4), es posible afirmar que esta fue una estrategia de adaptacion
idonea que permitié mejorar la eficiencia del proceso de biooxidaciéon de los residuos mineros
provenientes de Marmato. El éxito de estas etapas se vid reflejado en la reduccién significativa o
eliminacion de las fases de latencia observadas durante la primera etapa (Mason y Rice, 2002), y
en la obtencion de porcentajes de hierro solubilizado estadisticamente similares entre repiques
(Figuras 3-3 y 3-5) (Haghshenas et al., 2009; Molaei et al., 2011). Se considera que estos
resultados, son consecuencia de la tolerancia adquirida por la cepa al efecto toxico de algunos de
los elementos solubilizados (Haghshenas et al., 2009; Mason y Rice, 2002; Xia et al., 2008).
Algunos autores reportan que a través de los subcultivos, es posible la seleccion de mutantes

resistentes al dafio celular provocado por el roce de las particulas y a altas concentraciones de
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metales pesados (Shehata y Whitton, 1982; Xia et al., 2008). La tolerancia adquirida por las
células, como se sugirio antes, se atribuye a la activacion de rutas bioguimicas alternativas que le
permiten a la bacteria seguir creciendo bajo condiciones adversas (Nies, 1992; Sonnleitner, 1998;
Molaei et al., 2011).

Aunque no fue determinado, es posible que con los repiques sucesivos también se haya
incrementado la capacidad de la cepa para adherirse al mineral. Segun Sand et al. (2001) y
Rawlings, (2002) de este factor puede depender la extraccion inicial rapida de Fe*?, fuente
principal de energia para A. ferrooxidans y precursor del Fe*. Una mayor capacidad de adherencia
de las células al sulfuro, podria explicar hasta cierto punto, por qué a pesar de la baja concentracién
de sulfato ferroso (100 veces menor a la concentracion de sulfato ferroso propuesta para el medio
T&K (Tuovinen y Kelly, 1972)), la oxidacién de mineral y generacion de Fe** luego de varios
repiques comenzo desde el primer dia de cultivo. El incremento en capacidad de adherencia de las
células, fue demostrado por Xia et al. (2008) quienes observaron que el porcentaje de absorcion de
una bacteria adaptada fue, en la mitad del tiempo, 15% mas alto que el de una bacteria no
adaptada, indicando una fuerte afinidad de la primera bacteria por el mineral. En general, esta
adherencia puede generar microambientes con altos potenciales redox debido a la formacion de
SPE-Fe™ (SPE: Sustancias poliméricas extracelulares), lo cual mejora la lixiviacion quimica e
incrementa las velocidades de reaccion de la pirita y otros sulfuros (Kinzler et al., 2003; Olson et
al., 2003; Xia et al., 2008).

3.4.3 Efecto del tipo de residuo

De otro lado, entre los resultados mas relevantes obtenidos desde los cultivos sucesivos, se
encuentran las marcadas diferencias entre los repiques con los dos tipos de residuos (Figura 3-6).
En principio se podria pensar que por tratarse de minerales provenientes de la misma zona
geografica, compuestos por el mismo tipo de sulfuros, pirita principalmente, las cinéticas de
oxidacion en ambos deberian ser similares; sin embargo el residuo proveniente de la mina La
Maruja se solubilizd de forma mas rapida y eficiente. Este resultado es comparable con lo
reportado por Baldi et al. (1992) quienes encontraron variaciones significativas en las velocidades
de lixiviacion de hierro desde diferentes fuentes de pirita, dos de ellas procedentes de la misma
region. De igual manera Cruz et al. (2006), demostraron a través de un analisis electroquimico
(voltametria ciclica) las diferencias en reactividad y los potenciales requeridos por piritas

provenientes de seis sitios mineros.
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Segun la literatura, las diferencias en reactividad de las piritas se deben, entre otros aspectos, a la
morfologia, area superficial, a las imperfecciones que aparecen en los cristales y a las otras fases
minerales que las acompafan, ya sea en inclusiones o sueltas (Caruccio, 1970; Smith, 1942;
Wiersma y Rimstidt, 1984; Pollack et al., 1991; Baldi et al., 1992; Cruz et al., 2006). En el caso
especifico de los residuos usados, ambas piritas presentaban una estructura cristalina con granos
euedrales, y la mezcla de minerales acompafantes fueron muy similares, por lo cual se cree que la

diferencia en las cinéticas estuvo determinada por el area superficial y/o tamafio de particula.

El efecto del tamafio de particula en los procesos de biooxidacion ha suscitado cierta controversia
respecto a cual es el 6ptimo. Analizando los resultados de Nemati et al. (2000), Olubambi et al.
(2009) y Mejia et al. (2011) quienes evaluaron simultdneamente el efecto particulas finas y
gruesas, se podria concluir el tamafio mas adecuado oscila alrededor de 75um, particulas lo
suficientemente pequefias para lograr un incremento en el area superficial del mineral y un
aumento en el nimero de sitios activos desde los cuales se inicia la disolucién de los sulfuros
(Gonzélez et al., 1999), y lo suficientemente grandes para evitar la influencia adversa del mineral
muy fino sobre las estructuras celulares (Nemati et al., 2000; Deveci, 2004). En este sentido se
puede decir que el tamafio de particula del residuo de La Maruja es (D60 = 60um) se acerca

bastante al tamafio idoneo.

Otra diferencia marcada entre los residuos se aprecié en las cinéticas de pH de los blancos, quienes
aumentaron de forma considerable en el residuo de La Maruja. Este aumento puede estar
igualmente relacionado al tamafio de particula, el cual deja mas disponible las fases silicatadas,
carbonatos y monosulfuros, todos consumidores de &cido (Mejia, 2010), a la concentracién de la
ganga en el mismo residuo, considerablemente mayor a la del residuo San Antonio, y a la alta
cantidad de calcita en el mineral de La Maruja. El leve incremento en porcentaje de hierro
solubilizado en los controles abi6ticos con el mineral de La Maruja también se atribuye al tamafio

de particula y disolucién de los monosulfuros por el &cido del medio.

Pese a la alta solubilizacion de hierro obtenida en los repiques con el residuo de La Maruja,
también se observaron ciertos efectos que eventualmente pueden afectar la actividad de A.
ferrooxidans, entre ellos un decrecimiento mas pronunciado del pH previsto desde la
caracterizacion inicial del residuo. Este fendmeno es comun en minerales con altas proporciones de
sulfuros productores de acido como la pirita (Ecuacion 3.2) (Schippers y Sand, 1999; Rohwerder et
al., 2003; Cruz y Monroy, 2006; Sekhar et al., 2009a; Simate y Ndlovu, 2014). Con base en lo

anterior, se considera que el pH pudo ser uno de los tantos causantes de la caida en la relacién
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Fe**/Fe*™ en los repiques con el mineral de La Maruja. Se cree que al alrededor del dia seis, donde
el pH bajo hasta 1.4, las condiciones del medio se comenzaron a tornar adversas, y a la bacteria le
fue dificil oxidar eficientemente el Fe*? disuelto, el cual se comenzé a acumular. Acidithiobacillus
ferrooxidans y otras bacterias acidofilas, pueden ser afectadas por cambios considerables de pH
debido a que a nivel bioldgico, este interviene en la velocidad de crecimiento interfiriendo en los
grupos ionizables presentes en las enzimas del citoplasma y periplasma (Gomez y Cantero, 2005;
Rivadeneira, 2011). Otras causas de la acumulacion de Fe*? pueden estar asociadas a: (i) el efecto
inhibitorio del Fe*® descrito previamente en el capitulo 2; (ii) a las velocidades de solubilizacion
del residuo, donde la cantidad de Fe*? generado por lixiviacion llega a ser tan alta que las bacterias
no lo alcanzaron a oxidar eficientemente; (iii) la disponibilidad de oxigeno disuelto en el sistema,
el cual puede verse limitado en cuando se trabaja en erlenmeyers (Das et al., 1999; Maier et al.,
2004).

Finalmente, haciendo un analisis global de la disolucién del residuo de La Maruja, y dejando de
lado los problemas que pudieron presentarse, se considera los porcentajes de hierro disuelto fueron
favorables. Zhang et al. (2008) presentan porcentajes de hierro lixiviado inferiores a 20% durante
la biooxidacién de pirita con A. ferrooxidans luego de 18 dias de proceso. Lui et al. (2011) por su
parte, obtuvieron porcentajes de biolixiviacion de pirita (tamafio de particula 74 pum) inferiores al
15%, en un proceso de biooxidacion de 12 dias con A. ferrooxidans. En el presente trabajo en solo

nueve dias se obtuvieron porcentajes de hierro disuelto iguales o superiores a 20%.
3.5 Conclusiones y recomendaciones

El principal efecto de los cultivos sucesivos con concentraciones crecientes del residuo de San
Antonio, es la aparicion de fases de latencia cada vez mas largas que retardan la eficiencia del
proceso de biooxidacién, no obstante, es durante esta fase que la bacteria comienza a adaptar su

metabolismo a un ambiente complejo como lo es un sistema de biooxidacion.

Los repiques sucesivos con una concentracion definida de mineral y diferentes tamafios de grano,
demostraron ser una estrategia efectiva a través de la cual se pudo mejorar el proceso de
biooxidacion y lograr cierta estabilidad en la cepa, disminuyendo las fases de latencia y mejorando

los porcentajes de hierro disuelto en solucion.

El residuo de la mina La Maruja resultd mas reactivo que el de la mina San Antonio debido al

incremento en el &rea superficial de sus particulas. No obstante las altas disoluciones de este
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mineral, provocaron caidas considerables del pH que parecieron interferir con la actividad celular y
consecuentemente con la oxidacién del Fe*?. Se recomienda evaluar si el control del pH durante la
biooxidacion de estos residuos, eventualmente puede evitar la pérdida de actividad microbiana y en

particular incrementar la disolucién de los sulfuros.

Con base en las cinéticas de generacion de Fe*® y el tiempo de aparicién de la fase estacionaria, es
posible que solo 10 dias de cultivo sean suficientes para obtener datos representativos sobre la
biooxidacion de los residuos de La Maruja, que den explicacion sobre el efecto de factores o

parametros fijos que a futuro se deseen evaluar.






4. Efecto de la velocidad de agitacion y control de
pH en reactores de tanque agitado (5 Litros),
sobre el proceso de biooxidacion de los
residuos de mineria aurifera de la mina La
Maruja

Resumen

Con el fin de encontrar una velocidad de agitacion idonea y determinar la importancia de controlar el pH
durante la biooxidacion del residuo de la mina La Maruja (Marmato, Cadas), se plante6 un disefio
experimental 2x3 en el cual se analizaron dos condiciones de control de pH (con y sin control) y tres
velocidades de agitacion (300 r.p.m, 500 r.p.my 700 r.p.m). Todos los tratamientos fueron evaluados a nivel
de laboratorio en reactores de tanque agitado de 5L (volumen efectivo), empleando como agente bioldgico
una cepa comercial de Acidithiobacillus ferrooxidans (previamente adaptada al mineral), y como medio base
el medio T&K modificado. Estadisticamente no se encontraron interacciones significativas entre los dos
factores, tampoco se apreciaron diferencias entre el control o no de pH, sin embargo la agitacion fue un
factor determinante en la eficiencia del proceso. Con 300 r.p.m se obtuvieron los mas bajos porcentajes de
hierro y sulfatos solubilizados, en promedio 8.60% y 9.61% respectivamente. Entre 500 r.p.my 700 r.p.m no
se encontraron diferencias significativas, logrando una solubilizacién promedio de 21.05% de Fe y 24.42%
de SO,? con 500 r.p.m y 22.97% de Fe y 23.97% de SO, con 700 r.p.m. Los analisis por difraccién de
rayos X (DRX), corroboraron la disolucion de pirita, cuya concentracion disminuyd notablemente en los
ensayos con las mayores disoluciones de hierro y sulfatos, entre 24.13 % y 26.77% con 500 r.p.m, y 28.82%
y 30.87% con 700 r.p.m. Los difractogramas obtenidos por DRX en conjunto con los espectros de FTIR,
evidenciaron la formacion de una nueva fase catalogada como jarosita. Debido a los costos inherentes al
consumo de potencia y a la posible reduccion en el estrés hidrodindmico, se recomienda emplear una
velocidad de agitaciéon de 500 r.p.m, y dependiendo de la duracion del proceso y las cinéticas del pH, no
controlarlo, de esta manera se mantendrian las eficiencias del proceso y se disminuirian los costos de

operacion en un futuro escalado.

Palabras clave: agitacion, biooxidacidn, control de pH, reactor de tanque agitado, residuos mineros.
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Abstract

In this study was evaluated the importance of pH control and the best stirring speed in the mine tailings
biooxidation. A factorial design was adopted to study pH (with and without pH control) and stirring speed
(300 r.p.m, 500 r.p.m and 700 r.p.m). The batch experiments were carried out in stirred-tank reactors with a
working volume of 5L. The mine tailings were provided by La Maruja mine. Acidithiobacillus ferrooxidans
ATCC 23270 was selected as biological agent. No significant statistical differences were found between the
two factors. No differences were found between pH control or not control. On the other hand, the stirring
speed was a determining factor in the process efficiency. Stirring speed of 300 r.p.m had the lowest
solubilization of iron and sulfate (8.60% and 9.61%, respectively). Stirring speeds of 500 r.p.m and 700
r.p.m did not show significant differences with values of 21.05% Fe and 24.42% SO,? at 500 r.p.m, and
22.97% Fe and 23.97% SO, at 700 r.p.m. X-ray diffraction analysis (XRD) corroborated pyrite dissolution,
with levels of concentration significantly reduced, in addition to displaying the formation of jarosite. Due to
the costs involved in power consumption and hydrodymanic stress, it was recommended to use a 500 r.p.m
stirring speed, and, depending on processing time and pH kinetics, not to control it. Thus maintaining

process efficiency of the process and reducing operating costs of a prospective scale-up.

Keywords: biooxidation, mine tailings, pH control, speed stirred, stirred tank reactor.
4.1 Introduccion

Los reactores de tanque agitado (STR: Stirred Tank Reactor) son una de las configuraciones de
reactor mas empleadas a nivel biotecnoldgico debido a las ventajas técnicas y econémicas que
ofrece (Doran, 1998). En el campo de la biohidrometalurgia, esta configuracion disminuye de
forma considerable los tiempos de operacion, ya que facilita el contacto de los agentes oxidantes
con el mineral, y permite monitorear y/o controlar de cerca factores como el pH, la temperatura y
la aireacion (Rawlings, 2005; Sekhar et al., 2012). Son muchos los procesos que actualmente se
Ilevan a cabo en reactores de tanque agitado, entre ellos la biooxidacidon de minerales refractarios
para la recuperacion de oro (Rossi, 1990; Watling, 2011; Sekhar et al., 2012; Brierley y Brierley,
2013).

La agitacion podria considerarse uno de los parametros clave cuando se trabaja en reactores de
tanque agitado, particularmente en procesos biooxidativos que precisan de la interaccion de tres
fases, solida, liquida y gaseosa (Rossi, 2001; Sun et al., 2012). Una buena mezcla mejora la
transferencia de masa desde la fase gaseosa a la liquida, mantiene la transferencia de calor en un

nivel adecuado y necesario para que se den las reacciones biolégicas, y determina el contacto entre
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la fase liquida y el mineral, acelerando o desacelerando la disolucién de los sulfuros (Rossi, 1991;
Wang et al., 2010; Sun et al., 2012).

Si bien mantener una mezcla adecuada es ideal, un nivel alto de agitacion también podria limitar el
crecimiento microbiano (Deveci, 2004; Sun, et al., 2012). Diversos autores han sugerido que la
exposicion de los microorganismos a altos esfuerzos de corte, inhibe el crecimiento de la biomasa,
la sintesis de productos, desnaturaliza las proteinas extracelulares, reduce la expresion de genes
esenciales, cambia la morfologia de la célula, entre otros (Doran, 1998; Trujillo y Valdez, 2006;
Garcia et al., 2011; Sun, et al., 2012). d"Hugues et al. (1997) sugirieron que la turbulencia excesiva
durante la biooxidacion de pirita (a 450 r.p.m), afecta la eficiencia de proceso debido a una
limitacién en la interaccion bacterias-sulfuro. Por otro lado Deveci, (2002 y 2004) mostré que la
viabilidad de A. ferrooxidans se ve disminuida por la friccion o roce con las particulas minerales.
Todo lo anterior manifiesta la necesidad de encontrar un nivel adecuado de agitacién a través del
cual la solubilizacion del mineral se pueda realizar de manera eficiente y las bacterias no sufran de

forma excesiva el rigor de la agitacion.

Como se mencion6 anteriormente, una de las ventajas que ofrecen los reactores de tanque agitado
es un mejor control y monitoreo de diversos parametros, entre ellos el pH. El pH es un factor de
gran relevancia en un proceso de biooxidacion tanto por sus implicaciones mineraldgicas como
biolégicas. Desde el punto de vista mineral6gico, pH por encima de 2.0 dan lugar a una mayor
precipitacion de fases minerales como la jarosita, afectando negativamente la oxidacion de los
sulfuros (Gémez y cantero, 2005; Nurmi et al., 2010; Rivadeneira, 2011; Kaksonen et al., 2014b).
A nivel bioldgico el pH interviene en la velocidad de crecimiento de las bacterias acidéfilas
interfiriendo en los grupos ionizables presentes en las enzimas del citoplasma y periplasma
(Goémez y Cantero, 2005; Rivadeneira, 2011). Los iones H" juegan un papel importante en el
metabolismo energético de A. ferrooxidans, participando como reactivo en la oxidacién del ion
ferroso, por tanto este hidrogenion se considera un nutriente esencial para el microorganismo (Apel
y Dugal, 1978; Das et al., 1999; Mason y Rice, 2002; Gémez y Cantero, 2005; Molaei et al.,
2011). Segin Amaro et al. (1991) dependiendo de la concentracion de H" se activan ciertos
mecanismos de regulacién que dan lugar a la sintesis de diversos componentes celulares como
proteinas. Se estima que el rango de pH en que puede sobrevivir A. ferrooxidans oscila entre 1.2 y
2.5, y a nivel comercial usualmente es controlado entre 1.2 y 1.8 mediante la adicion de cal
(Battaglia et al., 1994; Dew et al., 1997; Valdés et al., 2008; Rivadeneira, 2011). Finalmente, a
nivel global, el control pH podria convertirse en un factor determinante en la economia del proceso
(Watling, 2006).
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En el presente trabajo se evaluaron distintas velocidades de agitacion y el control o no del pH
durante la biooxidacion de un residuo minero procedente de la mina La Maruja (Marmato, Caldas).
Lo anterior se realiz6 con el fin de encontrar un nivel adecuado de agitacion y determinar si es
completamente necesario controlar el pH para lograr altas eficiencias de biooxidacion del residuo
minero. La realizacion de este trabajo constituye el punto de partida para el posterior escalado de
este bioproceso.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Mineral

Para la realizacion de este estudio se selecciond un residuo de mineria aurifera proveniente de la
mina La Maruja, localizada en el municipio de Marmato (Caldas). La caracterizacion quimica
inicial arrojé concentraciones importantes de Fe (24.99%), S (28.70%), Si (14.25%), Al (4.32%) y
Ca (1.00%). Los andlisis mineralégicos indicaron altas concentraciones de pirita (~34.14%) y
cuarzo (~25.10%), baja presencia de esfalerita, pirrotita, calcopirita, galena y arsenopirita,
concentraciones considerables de algunos aluminosilicatos como clinocloro y moscovita, las
plagioclasas albita y anortita, y el carbonato calcita. Mediante un andlisis granulométrico se
determin6é un Dg igual a 60um (pasante malla 200). Todos los detalles de la caracterizacion
mineraldgica del residuo (metodologia y resultados) se presentan en el capitulo 2. Adicionalmente
cabe resaltar que este tipo de material se caracteriza por sus altas densidades, generalmente entre 2

y 4 glem®,
4.2.2 Material bioldgico

Como agente bioldgico fue empleada la cepa comercial Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC
23270 suministrada por el Laboratorio de Biomineralogia y Biohidrometalurgia de la Universidad

Nacional de Colombia Sede Medellin y previamente adaptada al mineral (capitulo 3).
4.2.3 Disefo experimental

El disefio experimental se planted teniendo en cuenta que al emplear reactores de tanque agitado
uno de los factores mas relevantes es la velocidad de agitacion, de ésta depende la mezcla del
sistema trifasico y el estrés hidrodinamico que pueda generarse sobre el microorganismo (Sun et

al., 2012; Deveci, 2004). Adicionalmente la determinacion de un nivel de agitacion adecuado es un
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aspecto que toma importancia para un futuro escalado a partir de criterios tradicionales (Quintero,
1981; Garciay Gémez, 2009).

Por otro lado, es conocido que el pH juega un papel fundamental tanto en las reacciones
bioguimicas como en la mineralogia del proceso de biooxidacion (Gémez y Cantero, 2005;
Ballester, 2005). Segun lo observado durante la adaptacion de la cepa A. ferrooxidans ATCC
23270 a los residuos de La Maruja, el bajo pH que se alcanza tras la disolucion de la pirita, podria
estar provocando un decrecimiento en la actividad de la bacteria y consecuentemente interfiriendo
en la eficiencia del proceso global de biooxidacién, por lo que se recomend6 evaluar el efecto del
control de pH.

Con base en lo anterior se disefid un experimento a través del cual se evalué el efecto conjunto de
la velocidad de agitacion y el control del pH empleando un reactor de tanque agitado de 5L (Figura
4-1). El disefio consistio en un factorial 3x2, en el que se analizaron tres niveles de agitacion 300
r.p.m, 500 r.p.my 700 r.p.m, seleccionados con base en los resultados de otros trabajos (Arroyave,
2008; Sun et al., 2012), y el control o no de pH durante el transcurso del proceso. Se fijé como pH
inicial y/o a controlar 1.8 + 0.05, para lo que se usaron soluciones de NaOH (9N) y H,SO, (16N).
Se evaluaron seis tratamientos cada uno con dos réplicas. También se incluyeron blancos o
controles abioticos, con el fin de evaluar la oxidacién del mineral por los componentes del medio

de cultivo. En total se realizaron 18 bioensayos incluidos los controles abi6ticos.

Velocidad de Control
Agitacién pH
700 r.p.m |
500 r.p.m Contro |
300 r.p.m No contro

Biooxidacion de resi 9 i
ooxidacion de residuos % Fe total disuelto

Mineral ——» - > )
mineros en reactores de 5L % SO, total disuelto

Figura 4-1: Diagrama general del proceso de biooxidacion
4.2.4 Montaje de bioensayos

Para los ensayos de biooxidacién se emplearon dos biorreactores de tanque agitado de 5L
(volumen efectivo), operados en modo discontinuo. De acuerdo al disefio experimental planteado,

fue necesario el montaje de 18 ensayos (incluidos los blancos) distribuidos aleatoriamente en el
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tiempo. Para cada ensayo se prepararon 4.5L del medio base T&K modificado compuesto por 0.4
g/L de (SO4)NH,, K;HPO, y MgS0O,4.7H,0 (Tuovinen y Kelly, 1972). Como fuente de energia se
usaron 0.3g/L de sulfato ferroso (FeSO,.7H,0) y 10% (p/v) de mineral. Se inoculé con 500 ml de
suspensiones celulares con una concentracion aproximada de 10° células/ml. El pH del medio y de
las soluciones de sulfato ferroso fue ajustado con H,SO, (98%) hasta 1.6+0.1. Tanto el medio como
el mineral fueron esterilizados a 120°C y 15 PSI, por 20 min, la solucion de sulfato ferroso se
esterilizo por filtracion con membrana de nitrocelulosa de 0.45um. Se suministraron 0.5 vvm de
aire a través de un difusor ubicado debajo del impulsor. La temperatura fue ajustada en 30°C a
través de un sistema de calentamiento compuesto por una chaqueta y un controlador. El tipo de
impulsor consistié en una turbina de seis palas planas inclinadas 45°. Las condiciones de pH y
agitacion fueron variadas de acuerdo al disefio experimental previamente descrito. El agua perdida
por evaporacion en cada uno de los ensayos fue compensada de forma periddica. Cada montaje fue

incuabado durante diez dias.
4.2.5 Monitoreo de bioensayos

Todos los ensayos fueron monitoreados con mediciones periddicas (cada 48 h) de parametros
guimicos de gran importancia para este tipo de procesos. El pH y potencial de éxido-reduccién
fueron medidos a través de un potenciometro Hach HQ 40d multi y electrodos de pH y Eh con
electrolito Ag/AgCl. La concentracidn de células en suspension fue determinada mediante conteo
en camara de Neubauer de acuerdo a Zapata (2004). Se cuantificd la concentracion de hierro
ferroso (Fe*?) y férrico (Fe*®) a través del tiempo y consecuentemente el consumo de sustrato y
generacion de producto por el microorganismo. También se midio la concentracion de hierro total
(Fe total) y sulfatos (SO4?) en solucion como principales indicadores del proceso global de
biooxidacion. Las mediciones anteriores se realizaron en un espectrofotdmetro GENESYS UV 10
usando el método colorimétrico de la orto-fenantrolina de acuerdo a la norma ASTM 3500-Fe B
para el hierro y el método turbidimétrico segun la norma ASTM D516-02 para los sulfatos. Los
porcentajes de hierro y sulfatos precipitados fueron determinados al final de cada bioensayo. Para
ello se emplearon digestiones acidas usando soluciones 50 ml de HCI 4.8M y de 500 mg de

mineral, calentadas durante 30 minutos a 60 + 0.5°C (Carlson et al., 1992).

Con las concentraciones de hierro y sulfatos estimadas al inicio y final de cada proceso, y haciendo
uso de los valores de hierro y azufre obtenidos en la caracterizacion inicial (capitulo 2), se

calcularon los porcentajes de hierro y sulfato total disuelto desde el mineral. El célculo de estos
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porcentajes se realizd a través de la ecuacion 4.1, donde V es el volumen de trabajo, Cs la
concentracion final de hierro o sulfato en solucién, C; la concentracidn inicial de hierro o sulfatos
en solucién, F es la fraccion de hierro o azufre total en el mineral, W la masa de mineral en el

medio de cultivo, P el porcentaje de hierro o sulfatos precipitados.

(%) = (% x 100) +P (4.1)

4.2.6 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se eligieron como variables respuesta el porcentaje de hierro total
disuelto y el porcentaje de sulfato total disuelto, ya que dan cuenta del proceso global de
biooxidacion. Todos los datos fueron sometidos a pruebas de distribucién y homogeneidad de
varianzas (Shapiro-Wilk y Barlett test), con el fin de probar los supuestos del analisis de varianza
(ANAVA), posteriormente se aplico el ANAVA. Las diferencias significativas se analizaron a
través de las prueba de comparaciéon de medias Tukey. En el analisis estadistico no se incluyeron
los blancos o controles abidticos. En todas las pruebas se asumié un nivel de significancia de 0.05.
Todo el andlisis fue realizado en el software de libre distribucion R Project version 2.15.2.

4.2.7 Determinacién de paradmetros hidrodinamicos y potencia

Se calcularon pardmetros hidrodindmicos como el Numero de Reynolds, encargado de definir el
régimen de flujo dentro del reactor (Ecuacion 4.2). Donde: p es la densidad del medio, p la
viscosidad del medio, N; la velocidad rotacional del impulsor en revoluciones por segundo (r.p.s) y
D; el didametro del impulsor (Doran, 1998; Mc Cabe et al., 2007).

D2
Re = p (4.2)

La escala de turbulencia o tamafio de los remolinos Eddy, relacionado con la intensidad de las
fuerzas cortantes que se dan en el régimen turbulento sobre los microorganismos (Ecuacion 4.3).
Donde: v es la viscosidad cinematica y € la velocidad de disipacion de energia por unidad de masa
(Deveci, 2002).
1
V3 74
1=(%) (4.3)

&
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El esfuerzo de corte, definido por Trujillo y Valdéz (2006) como la fuerza por unidad de area
aplicada en forma paralela sobre cada célula o particula bioldgica. Este parametro se define
matematicamente mediante la ecuacién 4.4 (Maranga et. al., 2004, Arroyave, 2008).

T= (5)1/2 U 4.4

v

En el célculo de la velocidad de disipacion de energia por unidad de masa (g) se empled la
ecuacién 4.5, donde Np corresponde al nimero de potencia que a su vez depende del tipo de

impulsor y el nimero de Reynolds (Mc.Cabe et al., 2007).
& = N,N?D} (4.5)

Para la cuantificacion de los parametros anteriores se realizaron mediciones de viscosidad y
densidad al final de cada ensayo. La viscosidad fue determinada en el laboratorio de Crudos y
Derivados de la Facultad de Minas, mediante un viscosimetro marca Fann modelo 35; cada
medicion requirio cerca de 500ml de muestra y fue realizada segun el manual del equipo. La
densidad fue determinada a través de un picnémetro de 25ml.

Finalmente se determin6 el consumo de potencia para cada velocidad de agitacion, mediante la
ecuacion 4.6 (Mc Cabe et al., 2007; Gericke et al., 2009).

P =N,N?Djp (4.6)

4.2.8 Determinacion de coeficientes de transferencia de masa (k.a) y

consumo de oxigeno

Para las mediciones de oxigeno disuelto (OD) se emple6 un potenciémetro Hach HQ 40d multi con
una sonda luminiscente. Estas mediciones fueron realizadas de manera periddica (cada 48 h) en
todos ensayos de biooxidacion. EI método seleccionado para la determinacion de los k.a y las
velocidades de consumo de oxigeno fue el método dinamico del cual se derivan las ecuaciones 4.7
y 4.8 (Doran, 1998; Garcia y Gémez, 2009).

dc .
d:L = kja(C, — Car) — qoX (4.7)
CaL=Car1
kua = ) (4.8)

(t2—t1)
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Donde Ca. corresponde a la concentracion de oxigeno disuelto en el medio liquido, Ca.” a la
concentracién de equilibrio o solubilidad del oxigeno en el medio de cultivo, k.a es el coeficiente

de transferencia de oxigeno y goX la velocidad de consumo de oxigeno.
4.2.9 Caracterizacion mineraldgica del residuo biooxidado

Al final de cada ensayo se realiz6 una caracterizacién mineraldgica para determinar el grado de
oxidacion de las muestras a través de la aparicion y posible desaparicion de fases minerales,
particularmente fases como la jarosita. En esta caracterizacion se utilizaron dos técnicas de
analisis, Difraccion de Rayos X (DRX) y Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR). Para los andlisis por DRX las muestras fueron maceradas en mortero de 4gata y pasadas
por malla Tyler 200. Se prepararon probetas de aproximadamente 3g de muestra y se analizaron en
un difractdbmetro marca Rigaku Miniflex Il, usando una radiacion de CuKa y monocromador de
grafito, 30 kV voltaje y una corriente de 15 mA. Todos los difractogramas se realizaron bajo las
mismas condiciones, modo paso a paso, con un tamafio de paso de 0.02°, tiempo por paso de 2 sy
un angulo de barrido de 26 entre 3° y 70°. Los espectros se analizaron en el software X-Pert High
Score Plus. Los analisis por FTIR requirieron la elaboracion de pastillas con 1 mg de muestra y
100 mg de KBr. Las mediciones fueron realizadas en un espectroscopio Shimadzu 8400S,
utilizando el modo Transmitancia(%), con apodizacién Happ-Genzel, 24 escaneos, una resolucion
de 4 cm™, en un intervalo de longitudes de onda de 400 a 4000 cm™. Los resultados fueron

analizados en el software IRSolution version 1.3.0.

4.3 Resultados

4.3.1 Efecto de las diferentes velocidades de agitacion y control de pH

sobre las cinéticas del proceso de biooxidacion

En la Figura 4-2 se aprecia el comportamiento del pH en los ensayos en los que no se controlo.
Inicialmente todas las curvas presentaron un incremento hasta valores cercanos a 2.0.
Posteriormente y de acuerdo a la velocidad de agitacion, se apreciaron caidas en el pH hasta
valores de 1.68 con 300 r.p.m, 1.45 con 500 r.p.m y 1.35 con 700r.p.m. En los blancos el pH se
torn6 més alcalino dependiendo de la agitacion, alcanzando valores por encima de 2.8 para 500 y

700 r.p.my alrededor de 2.4 para 300 r.p.m.
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Figura 4-2: pH vs tiempo para diferentes velocidades de agitacién sin control de pH.

Respecto al potencial de 6xido reduccion (Figura 4-3), no se observan diferencias significativas
entre los ensayos con o sin control de pH, sin embargo, si se presentan ligeros incrementos al
disminuir agitacion, como ejemplo se citan los méaximos potenciales promedio alcanzados en los
ensayos sin control de pH, 580 mV con 300 r.p.m, 570mV con 500 r.p.m y de 557mV con 700

r.p.m. Los blancos no presentaron tendencias marcadas de acuerdo a los tratamientos aplicados

Potencial de 6xido-reduccion (mV)

0 2 4 6 8 10
Tiempo (dias)

Tiempo (dias)

--M-- Blanco 300 rpm —@— 300 rpm A-- Blanco 500 rpm A— 500 rpm @ Blanco 700 rpm @& 700 rpm

Figura 4-3: Potencial de 6xido-reduccion vs tiempo para diferentes velocidades de agitacion. (A)
Sin control de pH. (B) Con control de pH.
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La Figura 4-4 presenta los logaritmos de las concentraciones celulares asociados a cada uno de los
tratamientos. En todos los ensayos se observa una fase de aceleracion durante las primeras 48 h,
después de la cual comienza la fase exponencial. Al sexto dia, aunque disminuye la velocidad de
crecimiento, la concentracion celular sigue aumentando levemente hasta el final, especialmente en
los ensayos con control de pH. Respecto al efecto de la velocidad de agitacion, se observé que la
cantidad de bacterias es ligeramente menor en los ensayos agitados a 300 r.p.m, y dependiendo del
factor control de pH fue mayor con 500 r.p.m o 700 r.p.m. La concentracién celular alcanzada en

todos los ensayos de biooxidacion estuvo por el orden de 10° células/ml.

Log de la concentracién celular (células/ml)

0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

#4300 rpm ~A&-500 rpm @ 700 rpm

Figura 4-4: Logaritmo de la concentracion celular vs tiempo para diferentes velocidades de
agitacion. (A) Sin control de pH. (B) Con control de pH.

En la Figura 4-5 se presenta las cinéticas relacionadas con el consumo de sustrato (Fe') y
generacion de producto (Fe™) en los 12 tratamientos evaluados. En todas las cinéticas asociadas al
consumo de sustrato, se observé una disminucion inicial del ion ferroso, sin embargo a partir del
cuarto dia, la concentracion aumento levemente en los ensayos sin control de pH, particularmente
en los agitados a 700 r.p.m (Figura 4-5A), y se torn6 constante en aquellos donde el pH fue
controlado (Figura 4-5B). En estos Gltimos las cantidades de Fe™ se mantuvieron entre 41.25
mg/L y 66.40 mg/L para los agitados a 300 r.p.m y 500 r.p.m, y alrededor de 115.62 mg/L en los
que se usaron 700 r.p.m. Las concentraciones iniciales (dia cero) estimadas de Fe* fueron en
promedio 166.40 mg/L para los ensayos con 300 r.p.m, 228.25 mg/L con 500 r.p.m y 342.34 mg/L
en 700 r.p.m.
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Figura 4-5: Concentracion de Fe** y Fe™ en solucion vs tiempo para diferentes velocidades de

agitacion. (A) Sin control de pH. (B) Con control de pH.

Las cinéticas de generacion de Fe*® (Figura 4-5) mostraron comportamientos ligeramente distintos

en los ensayos con y sin control de pH, con incrementos no muy evidentes y/o notorios en los

ensayos donde se controld. Estas diferencias también se apreciaron en las velocidades de

generacion de Fe™ (Tabla 4-1), las cuales fueron més altas en los montajes con pH ajustado y

particularmente en los agitados a 700 r.p.m.

Tabla 4-1: Velocidades de produccion y concentraciones totales generadas de cada producto en

los tratamientos evaluados.

Velocidad de generacion

Concentracion total en solucion

Condiciones (mg/L.h) (mg/L)
Agitacion - Control Fe*? Fe total S0,? Fe* Fe total S0,?
(r.p.m) pH

300 - 7.60 7.52 25.14 1823.75 1805.31 6034.55
300 + 7.16 6.44 26.59 1717.81 1546.25 6382.11
500 - 19.80 19.38 82.60 4750.21 4651.46 19817.07
500 + 19.96 19.40 75.10 4790.73 4656.67 18023.37
700 - 21.44 20.98 70.60 5146.67 5034.18 16935.98
700 + 23.21 22.27 81.64 5569.69 5346.88 19593.50

Nota: - sin control de pH; + con control de pH. Las velocidades se estimaron como el promedio del cambio

en concentracion de cada uno de los productos cada 48 h. Se empled este método ya que no todos los datos

exhibieron tendencias lineales (Arroyave, 2008).

Fe® (mg/L)
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En la Tabla 4-1 se observa, que pese a las variaciones que genero el control de pH, las diferencias
méas importantes para el Fe*® estuvieron determinadas por la velocidad de agitacion, donde los
ensayos agitados a 300 r.p.m generaron las mas bajas cantidades de Fe*. Bajo las velocidades de
500 r.p.my 700 r.p.m las concentraciones de Fe* fueron claramente més altas y no se observaron
grandes diferencias en las tendencias de las curvas, sin embargo la cantidad de Fe** producido es
ligeramente mayor en los ensayos agitados a 700 r.p.m. Consecuente con los resultados anteriores,
los ensayos realizados a 500 r.p.m y 700 r.p.m presentaron las velocidades de produccién de Fe™
mas altas, aproximadamente tres veces superiores a las velocidades de produccion alcanzadas a
300 r.p.m.

En las Figuras 4-6 y 4-7 se presentan las cinéticas asociadas a la generacion de Fe total en solucion
(que incluye el Fe*?y el Fe*®) y la generacion de SO, en solucién, ambos productos globales del
proceso de biooxidacién de sulfuros. Las cinéticas de Fe total (Figura 4-5) presentaron
comportamientos muy similares a las cinéticas del Fe**, apreciandose nuevamente grandes
variaciones en la cantidad y velocidad de generacion Fe total con el cambio de la agitacion desde
300 r.p.m hasta 500 r.p.my 700 r.p.m (Tabla 4-1).
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4000 -

4000 -

3000 +

3000 4

2000 4 2000 4

Fe total en solucion (mg/L)

1000 1000

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

--M-- Blanco 300 rpm —— 300 rpm A-- Blanco 500 rpm A— 500 rpm ®-- Blanco 700 rpm @& 700 rpm

Figura 4-6: Concentracion de hierro total en solucion vs tiempo para diferentes velocidades de

agitacion. (A) Sin control de pH. (B) Con control de pH.

Las cinéticas de los sulfatos también mostraron diferencias marcadas por la agitacion. Para este

producto al igual que para el Fe total, las concentraciones fueron considerablemente bajas al
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trabajar con 300 r.p.m (Tabla 4-1). Contrario a los resultados del Fe total, la concentracion
promedio de sulfatos fue ligeramente mayor en los sistemas agitados a 500 r.p.m (18920.22 mg/L)
comparado con los de 700 r.p.m (18264.74 mg/L). Nuevamente, solo se aprecia un efecto del
control de pH en los ensayos a 700 r.p.m, donde la velocidad de generacion de este producto fue
mas alta en los ensayos con control. Las velocidades de disolucion para los sulfatos (Tabla 4-1)

tuvieron comportamientos comparables con las obtenidas para el hierro.

De manera general, la mayoria de las curvas asociadas a la generacion de productos en los ensayos
agitados a 500 r.p.m y 700 r.p.m (Figuras 4-5, 4-6 y 4-7), presentaron crecimientos exponenciales
desde el primer dia hasta el final del proceso. En los ensayos agitados a 300 r.p.m se present6 una
tendencia exponencial durante las primeras 96 h, seguida de una fase estacionaria hasta el ltimo
dia de biooxidacion.
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Figura 4-7: Concentracion de sulfatos en solucién vs tiempo para diferentes velocidades de
agitacion. (A) Sin control de pH. (B) Con control de pH.

Respecto a las graficas de los blancos, se observé que el control de pH es quien tiene un efecto mas
influyente sobre su comportamiento (Figura 4-6). Como ejemplo, al controlar el pH y manteniendo
una agitacion de 300 r.p.m, la concentracion de Fe total disuelto fue de 715 mg/L, mientras que en
los ensayos en los que no se intervino el pH, la concentracién solo llego hasta 401.23 mg/L. De
manera similar con 700 r.p.m controlando pH, se obtuvieron 938.12 mg/L y sin controlar 483.33

mg/L. En la Figura 4-7 las tendencias no son tan claras, sin embargo se aprecian pequefios
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incrementos al aumentar la agitacion y controlar el pH. La mayor parte del hierro solubilizado en
los blancos se encontrd con este estado de oxidacion +2. Pese a todo lo anterior y como se espera
para este tipo de montajes, los resultados de oxidacion de los blancos no son comparables con
resultados obtenidos para los ensayos con microorganismos, donde las concentraciones de Fe total
y SO, disueltos fueron considerablemente mas altas y la mayor parte del hierro en solucion es

Fe*®,
4.3.2 Resultados estadisticos del disefio experimental.

Para determinar de manera concreta el efecto de los factores agitacién y control de pH sobre la
biooxidacion a escala de laboratorio, se realizaron andlisis de varianza (ANAVA) empleando como
variables respuesta los porcentajes de hierro y sulfato total disuelto, variables que incluyen la suma
de los productos presentes en solucion y precipitados. Los valores obtenidos para estas variables a
partir de la ecuacion 4.1 se presentan en la Tabla 4-2. Los resultados de los controles abi6ticos no

fueron incluidos en el analisis estadistico.

Tabla 4.2: Porcentajes de hierro y sulfato total disuelto en los 18 ensayos evaluados.

Condiciones Hierro total Sulfato total

Tratamiento Agitacion Control disuelto disuelto
(r.p.m) pH (%) (%)

1 500 + 20.27 24.40

2 500 - 21.45 25.22

3 700 - 20.71 24.53

4 700 + 23.27 24.74

5 300 + 8.60 9.80

6 300 - 9.10 10.50

7 500 + 22.12 23.21

8 500 - 20.39 24.88

9 300 - 9.05 9,00
10 300 + 7.65 9.15
11 700 + 23.35 23.43
12 700 - 24.56 23.16
300 - 3.34 0

300 + 3.62 1.16

Controles 500 - 2.24 2.85
abidticos 500 + 5.08 7.07
700 - 3.44 1.97

700 + 4.42 6.29

. Variable respuesta: porcentaje de hierro total disuelto. Una vez se probaron los

supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas para los datos correspondientes al
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porcentaje de hierro total disuelto (valores p: 0,876 y 0,3346), se procedié con el analisis de

varianza. Los valores p del ANAVA se presentan en la Tabla 4-3.

Tabla 4-3: Valores p asociados al ANAVA para porcentaje de hierro total disuelto

Valor p
Agitacion 8.41e-06 Significativo
pH 0.995 No significativo
Agitacion:pH 0.673 No significativo

Nivel de significancia: 0=0.05

De acuerdo a los valores p, no se presenta interaccion significativa entre los factores agitacion y
pH, y tampoco existen diferencias significativas en los promedios de porcentaje de hierro disuelto
con o sin control de pH (Figura 4-8A). Para el factor agitacion si se presentaron diferencias
significativas entre los porcentajes de hierro obtenidos a través de las tres velocidades de agitacion.
La evaluacion de los efectos principales mediante la prueba de Tukey, mostrd que los tres niveles
de agitacion se dividen en dos grupos, un grupo “a” correspondiente a 300r.p.m, y un grupo “b” en
el que se encuentran 500r.p.m y 700r.p.m, es decir que con estas dos ultimas velocidades de
agitacion la cantidad de hierro solubilizado desde los minerales es estadisticamente similar (Figura
4-8B).
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Figura 4-8: Medias por Minimos Cuadrados para el porcentaje de hierro total disuelto con
intervalos de confianza del 95%. (A) Bajo dos condiciones de control de pH. (B) Bajo diferentes
niveles de agitacion. Las letras minUsculas en la Figura 4-8B indican las diferencias entre las

velocidades de agitacion de acuerdo a la prueba de Tukey.
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o Variable respuesta: porcentaje de sulfato total disuelto. Los datos asociados a la
variable porcentaje de sulfato total disuelto, también cumplieron con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas (valores p: 0,071 y 0,924). Adicionalmente el ANAVA entregd los
valores p que se presentan en la Tabla 4-4.

Tabla 4-4: Valores p asociados al ANAVA para porcentaje de sulfato total disuelto

Valor p
Agitacion 3.17e-7 Significativo
pH 0.395 No significativo
Agitacion:pH 0.464 No significativo

Nivel de significancia: 0=0.05

Para la variable porcentaje de sulfato total disuelto, tampoco se obtuvo una interaccion
significativa entre los dos factores evaluados, y no se encontraron diferencias entre los promedios
de sulfato al controlar o no el pH del medio (Figura 4-9A). Igual que para la variable porcentaje de
hierro, se hallaron diferencias entre la cantidad de sulfatos solubilizados a través de las diferentes
velocidades de agitacion, donde el porcentaje de sulfato obtenido con 300 r.p.m fue
considerablemente menor al logrado con 500 r.p.m y 700 r.p.m (Figura 4-9B). El andlisis de
diferencias de medias de Tukey para esta variable, agrup6 las velocidades de agitacion de la misma

manera que lo hizo para el hierro.
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Figura 4-9: Medias por Minimos Cuadrados para el porcentaje de sulfato total disuelto con
intervalos de confianza del 95%. (A) Bajo dos condiciones de control de pH. (B) Bajo diferentes
niveles de agitacion. Las letras minGsculas en la Figura 4-9B indican las diferencias entre las

velocidades de agitacion de acuerdo a la prueba de Tukey.
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Luego de evaluar el efecto de los factores agitacion y control de pH sobre un proceso de
biooxidacion a escala de laboratorio, se ajustaron dos modelos, uno por cada variable respuesta, a
los datos experimentales. Para la seleccion de estos se evaluaron modelos lineales y cuadraticos
incluyendo como variables independientes la velocidad de agitacion y el control de pH. Respecto a
la variable control de pH, se encontré que no tiene un efecto significativo dentro de cada modelo,
por lo que se excluyd. Los modelos que mejor se ajustaron a cada conjunto de datos corresponden
a las ecuaciones 4.9y 4.10.

%Fe total disuelto = —1.318 x 10~* - Agitacion? + 0.1678 - Agitaciéon — 29.870  (4.9)

Tabla 4-5: Nivel de significancia estadistica de los coeficientes estimados en el modelo para el
porcentaje de hierro total disuelto

Coeficiente estimado Valor p
Intercepto -29.870 3.93e-5 Significativo
Agitacion 0.168 4.98e-6 Significativo
Agitacion? -1.318e-4 3.32e-5  Significativo

Nivel de significancia: 0=0.05; R” ajustado: 0.9717

%S0, 2 totales disuelto = —1.911 X 10™* - Agitacién® + 0.2270 - Agitacién — 41.29 (4.10)

Tabla 4.6: Nivel de significancia estadistica de los coeficientes estimados en el modelo para el

porcentaje de sulfato total disuelto

Coeficiente estimado Valor p
Intercepto -41.290 1.26e-7 Significativo
Agitacion 0.227 1.63e-6 Significativo
Agitacion? -1.911e-4 6.95e-5  Significativo

Nivel de significancia: 0=0.05; R” ajustado: 0.9881

A continuacion se presentan las graficas de contorno para los porcentajes de hierro y sulfato total
disuelto, en estas se observa el efecto de la variacion en la velocidad de agitacion sobre la cantidad
de iones solubilizados segln los modelos estimados (Figura 4-10). Con base en las gréaficas de
contorno se puede hablar de un intervalo adecuado de agitacion entre 500-700 r.p.m para una
buena solubilizacion de hierro y sulfatos, corroborando los resultados de los analisis de varianzas y
prueba de diferencia de medias.
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Figura 4-10: Graficas de contorno. (A) Porcentaje de hierro total disuelto en funcién de la
agitacion. (B) Porcentaje de sulfato total disuelto en funcion de la agitacion.

En general, los resultados de los andlisis estadisticos confirmaron lo que previamente se describid
en las cinéticas del proceso, la baja influencia del control del pH y el efecto significativo de la
agitacion sobre la biooxidacion de los residuos mineros en reactores de tanque agitado de 5L.

4.3.3 Parametros hidrodinamicos y potencia

Los resultados relacionados con la hidrodindmica del proceso se resumen en la Tabla 4-7. En esta
tabla se aprecian las relaciones entre los diferentes parametros calculados respecto a los
tratamientos aplicados. Para dichos célculos se empled un nimero de potencia (Np) igual a 1.63,
correspondiente a impulsores de palas planas inclinadas 45° (Mc Cabe, et al., 2007). Se encontr6
gue las suspensiones consisten en un fluido Bingham, es decir, solo se produce movimiento hasta
gue se aplica alguna tension de valor finito (Doran, 1998). Debido al tipo de fluido, la viscosidad
determinada para cada ensayo corresponde a una viscosidad aparente calculada a partir de la

ecuacion (4.11), donde K es el indice de consistencia, y la velocidad de cizalla y 1, es la tension.
To
Ha =7 + K, (4.11)

En el caso de la densidad, se observo un incremento directo con la velocidad de agitacion, donde
300 r.p.m, 500 r.p.m y 700 r.p.m obtuvieron densidades promedio de 1021,88 Kg/m®, 1043.7
Kg/m®y 1076,25 Kg/m? respectivamente.
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Tabla 4-7: Parametros hidrodindmicos determinados para los diferentes tratamientos

Condiciones Densidad Viscosidad . c N .
— a e
s Copn:m ke Fay (Wiko) — (um) (/)

300 - 1021.81 2.09E-03 15679 1.30 50.53 1.67
300 + 1021.96 2.51E-03 13055 1.30 58.04 1.83
500 - 1042.04 2.50E-03 22298 6.04 38.82 3.96
500 + 1045.37 2.88E-03 19370 6.04 43.14 4.27
700 - 1074.54 2.85E-03 28215 16.57 32.55 7.12
700 + 1077.97 3.19E-03 25253 16.57 35.35 7.55

Respecto a los valores de viscosidad, ademas de la relacion creciente con la velocidad de agitacion
también se observd el efecto del control de pH, donde las viscosidades mas altas se alcanzaron en
los ensayos con pH controlado, como ejemplo se cita el cambio en los valores promedio de este
parametro para los ensayos agitados a 500 r.p.m con y sin control de pH, 2.88x10°Pa.s y 2.50x10
Pa.s.

Igual que la densidad y la viscosidad, el niumero de Reynolds (Re) aumentd con la velocidad de
agitacion, sin embargo y contrario a la viscosidad, el no control del pH contribuy6é en el
incremento de los valores de Re. En los montajes con 500 r.p.m sin control de pH, el Re promedio
fue de 22298 y en los que se control6 fue 19370. EI nimero de Reynolds para cada uno de los
ensayos estuvo por encima de 10000. Durante los ensayos de biooxidacion se observé que aquellos
agitados a 300 r.p.m presentaron una baja suspension de la fase sélida, lo que ocasiond que una
gran cantidad de mineral permaneciera sedimentada en el fondo de los reactores. Con 500 r.p.m y
700 r.p.m también se aprecié sedimentacién de mineral pero en menores proporciones. En el
Anexo se presentan imagenes de la dispersion de aire y suspension de solidos bajo las diferentes

velocidades de agitacion evaluadas (Figura A-3).

Respecto al tamafo de los eddys (L) se observd una relacion decreciente con la velocidad de
agitacion, donde los valores promedio fueron 54.29 um con 300 r.p.m, 40.98 um con 500 r.p.m,
33.95 um con 700 r.p.m. Para el esfuerzo cortante (1) el efecto fue directamente proporcional a la

velocidad de agitacion, es decir, a velocidades mas altas, mayores esfuerzos.

El calculo de potencia arrojé un consumo promedio de 0.683 W, 3.226 W y 9.128 W para las

velocidades de agitacion de 300 r.p.m, 500 r.p.my 700 r.p.m respectivamente.
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4.3.4 Coeficientes de transferencia de masa (k_a) y consumo de oxigeno

En la Figura 4-11 se presentan a manera de ilustracion, el perfil de concentracién de oxigeno
disuelto (OD), la evolucion en la velocidad de consumo de oxigeno y la variacion en el OD,

determinados para el tratamiento 500 r.p.m sin control de pH.

En la Figura 4-11A, se puede observar que la concentracién de inicial de oxigeno es de 5.3 mg/L.
Luego de suspender el suministro de aire (punto a) se present6 una disminucion del OD (tramo a-
b) hasta una concentracién minima de 0.8 mg/L, en un periodo de 5 min 40 s. Los datos del tramo
a-b en el perfil se emplearon para el calculo de la velocidad de consumo de oxigeno. Al reconectar
el aire, el nivel de oxigeno subié nuevamente hasta su concentracién de saturacién, proceso que
tomo alrededor de 4 min (puntos b-c). Con esta parte de la grafica (b-c) se estimo el coeficiente de
transferencia de masa o k a. Comportamientos similares se presentaron en los perfiles de todos los
tratamientos evaluados, no obstante, las variaciones entre dichos tratamientos se marcaron en las
magnitudes de las velocidades de consumo de oxigeno y los coeficientes de transferencia de masa
(kLa) (Tabla 3).

a () (8)

Oxigeno Disuelto (mg/L)
(93]
Consumo de oxigeno (mg/L.min)

b

0 T T T T
0 2 4 6 8 10

Tiempo (min) Tiempo (dias)

Figura 4-11: Concentracion y consumo de oxigeno para un proceso de biooxidacion agitado a 500
r.p.m sin control de pH. (A) Perfil de concentracion de OD para determinacion de k.a por el
método dinamico. (B) Consumo de oxigeno y OD a través del proceso. ® Velocidad de consumo

de oxigeno, A Concentracion de OD.

La Figura 4-11B, que describe simultineamente la evolucion en la velocidad de consumo de

oxigeno y la concentracion de oxigeno disuelto durante todo el proceso de biooxidacién, muestra

Oxigeno Disuelto (mg/L)
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una relacion inversamente proporcional entre estos dos parametros, es decir, cuando la velocidad
de consumo es maxima, la concentracion de OD decae a su punto minimo. En general se encontrd
que dependiendo del dia de proceso, el consumo de oxigeno y el OD varia dentro de un mismo
ensayo, donde el consumo méximo se observd durante el segundo dia, y los consumos méas bajos
se dan en el primer dia y dltimo dia. Estas cinéticas para el oxigeno presentaron el mismo

comportamiento en todos los tratamientos.

Haciendo un recorrido por la Tabla 4-8, que resume los datos mas importantes respecto al
comportamiento del oxigeno en todos los ensayos. Se puede observar que el coeficiente de
transferencia de masa (k a) crece de manera directa con la velocidad de agitaciéon y parece no ser
influenciado por factor control de pH, como ejemplo los k a promedio son 0.67 min™, 1.63 min™,
2.86 min™ para a las velocidades de agitacién 300 r.p.m, 500 r.p.m, y 700 r.p.m respectivamente.
Los valores de concentracion minima de OD presentaron una relacion creciente con la velocidad
de agitacién y en todos los tratamientos siempre estuvieron por encima de 5 mg/L. La velocidad
maxima de consumo de oxigeno no present6 tendencias crecientes o decrecientes con la agitacion,
sin embargo el maximo consumo se obtuvo en los ensayos realizados bajo 500 r.p.m (1.01 mg/L.h

en promedio)

Tabla 4-8: Coeficiente de transferencia de masa (k_a), concentracion minima de OD y consumo

maximo de oxigeno en los diferentes tratamientos

Condiciones Concentracién C’chTsumo
kia . maximo de
! minima de OD .
Agitaciéon  Control (min”) (mg/L) oxigeno

(r.p.m) pH (mg/L.min)
300 - 0.70 5.27 0.60
300 + 0.63 5.09 0.44
500 - 1.56 5.40 1.17
500 + 1.70 5.63 0.84
700 - 2.80 5.95 0.72
700 + 2.92 5.87 0.60

4.3.5 Caracterizacion mineralégica del proceso de biooxidacion

Las Figuras 4-12 y 4-13 corresponden a los resultados obtenidos por difraccion de rayos X (DRX).
En la Figura 4-12 se presenta a manera de ilustracion, los difractogramas obtenidos para los

ensayos agitados a 500 r.p.m. Entre los blancos y los ensayos con A. ferrooxidans se aprecia una
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diferencia importante, la aparicion de una nueva fase en el mineral tratado con bacterias, dicha
fase fue catalogada como jarosita, un hidroxisulfato de hierro (KFe;**(SO,),(OH)e). Este mismo
resultado se aprecié en los ensayos bajo 300 r.p.m y 700 r.p.m. Adicionalmente en todos los
tratamientos, incluidos los blancos, se encontrd un pico extra (11.65°) no observado en la
caracterizacion inicial del mineral (capitulo 2), y que coincide con el mineral brushita
(Ca(POs0H)-2H,0). Otra diferencia importante entre controles abidticos y ensayos con
microorganismos, es la caida en la intensidad de los picos de pirita en las muestras biooxidadas

(Figura 4-13), particularmente el ubicado a 33°. Esta Gltima diferencia fue mas significativa en los

ensayos realizados a 500 y 700 r.p.m.
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Figura 4-12: Difractogramas para los ensayos realizados con una agitacion 500 r.p.m con y sin
control de pH. Nomenclatura de fases minerales: albita (Ab), anortita (An), arsenopirita (Apy),
calcita (Cal), calcopirita (Ccp), clinocloro (Clc), cuarzo (Qtz), brushita (Bsh), esfalerita (Sp),
feldespato (Fsp), galena (Gn), jarosita (Ja), moscovita (Ms), pirita (Py).
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Figura 4-13: Difractogramas para los ensayos realizados sin control de pH. (A) Control abi6tico
300 r.p.m. (B) Muestra biooxidada 300 r.p.m. (C) Control abi6tico 500 r.p.m. (D) Muestra
biooxidada 500 r.p.m. (E) Control abiotico 700 r.p.m. (F) Muestra biooxidada 700 r.p.m. Jarosita

(Ja), pirita (Py), quarzo (Qtz).
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En la Tabla 4-9 se presentan las proporciones relativas de la pirita, otros sulfuros, la ganga y las
fases formadas durante los montajes en los reactores de 5L. Se determind que la cantidad de pirita
en los bioensayos a 300 r.p.m se redujo entre 8.61% y 15.05%, entre 24.13 % y 26.77% con 500
r.p.m,y 28.82% y 30.87% con 700 r.p.m, para estos calculos se tom6 como referencia la cantidad
de pirita en la muestra sin tratar. En general el porcentaje de pirita en los controles abioticos
siempre fue superior al de los ensayos con A. ferrooxidans. Se presentaron ligeros aumentos en la
concentracién de ganga de los ensayos inoculados respecto a los blancos. La cantidad de jarosita
fue mayor en las muestras biooxidadas, con porcentajes que oscilaron entre 4.2 'y 6.5 % comparado
con 0.5y 1.3 % de los blancos. El porcentaje de brushita fue levemente superior en los controles
abioticos. Finalmente las concentraciones inherentes a otros sulfuros presentaron comportamientos
muy variables e inconsistentes lo cual hizo dificil encontrar una relacion con los tratamientos
aplicados (Tabla 4-10).

Tabla 4-9: Proporciones relativas de minerales y fases formadas determinadas a partir de DRX

Condicidn Sulfuros (%)  Precipitados (%)
— Ganga (%) — - -

Agitacion (r.p.m) Control de pH Pirita Otros  Jarosita Brushita
Blanco 300 = 61.6 323 21 0.5 3.8
300 - 62.4 290 11 4.7 29
Blanco 300 + 60.6 356 06 0.7 2.3
300 + 59.4 31.2 110 4.6 3.8
Blanco 500 = 56.1 32.7 39 1.3 7.4
500 - 64.0 250 27 5.9 25
Blanco 500 + 57.4 344 12 1.1 59
500 + 63.0 259 11 6.3 3.7
Blanco 700 = 56.7 356 0.8 0.2 6.9
700 - 66.8 243 10 5.8 2.2
Blanco 700 + 61.3 322 22 0.5 3.8

700 + 63.8 236 39 4.5 41
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Tabla 4-10: Proporciones relativas de otros sulfuros determinadas a partir de DRX

Concentraciones otros sulfuros (%6)

Condicién

— Arsenopirita  Calcopirita Esfalerita  Galena
Agitacion (r.p.m) Control de pH P P

Blanco 300 - 0.4 0.7 1.0 0.0
300 - 0.8 0.1 0.0 0.2
Blanco 300 + 0.2 0.4 0.0 0.0
300 + 0.5 0.1 0.3 0.3
Blanco 500 = 0.1 38 0.0 0.0
500 - 1.6 0.0 1.1 0.1
Blanco 500 + 0.1 1.0 0.1 0.0
500 + 0.9 0.2 0.0 0.1
Blanco 700 = 0.1 0.2 0.5 0.0
700 - 1.0 0.0 0.1 0.0
Blanco 700 + 0.3 1.3 0.6 0.0
700 + 0.1 33 0.1 0.4

En la Figura 4-14 se presentan como ejemplo los espectros obtenidos a través de
espectrofotometria infrarroja (FTIR) de las muestras biooxidadas a 500 r.p.m. En esta figura no se
apreciaron diferencias importantes entre los espectros de los blancos, y tampoco entre las muestras
tratadas biolégicamente con y sin control de pH. En todos los espectros se present6 una banda en
3624 cm™ asociada al estiramiento del grupo OH™ de la moscovita y otras en 1020 cm™, 906cm™,
525 cm™ y 474 cm™ posiblemente también de moscovita (Méarquez, 1999; Chukanov, 2014); En
797 cm se apreci6 una banda asociada al cuarzo, y otras representativas de la de pirita en 693 cm’
'y 1013 cm™. Las bandas observadas en 3397 cm™y 1632 cm™ son conferidas a los estiramientos
y deformaciones del H,O (Marquez, 1999). A diferencia de los blancos, el mineral biooxidado
presentd una pequefia banda alrededor de 1195cm™, y otras un poco més intensas en 1085 cm™ y
628 cm™; 1195cm™ y 1085 cm™ corresponden al modo vibracional v3 de la jarosita, 628 cm™ al
modo vibracional v4 igualmente de la jarosita. (Addler y Kerr, 1965; Sasaki, 1997; Ospina, 2010).
Para las agitaciones de 300 r.p.m y 700 r.p.m los resultados entre controles y mineral biooxidado

con y sin control de pH fueron idénticos.

Tal como sucedidé con el factor pH, los espectros obtenidos para los minerales biooxidados a
distintas velocidades de agitacion (Figura 4-15), no presentaron diferencias en la ubicacion,

intensidad y cantidad de las bandas.
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Figura 4-14: Espectros de FTIR para los ensayos realizados a 500 r.p.m. Cuarzo (Qtz), jarosita

(Ja), moscovita (Ms), pirita (Py).
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Figura 4-15: Espectros de FTIR para los ensayos de biooxidacion realizados a diferentes
velocidades de agitacion sin control de pH. Cuarzo (Qtz), jarosita (Ja), moscovita (Ms), pirita (Py).
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4.4 Discusion

4.4.1 Efecto de diferentes velocidades de agitacién y control de pH sobre

las cinéticas del proceso de biooxidacion

En el presente estudio se evalud el efecto conjunto de la velocidad de agitacion y la influencia del
control de pH sobre un proceso de biooxidacion de residuos mineros en reactores de tanque
agitado. De manera consistente todos los tratamientos presentaron incrementos progresivos en los
valores del potencial redox, concentracién celular, Fe*®, Fe total y sulfatos en solucion.
Adicionalmente en los ensayos donde el pH no fue controlado se dio un aumento inicial seguido de
una disminucién gradual. Este tipo de comportamientos han sido ampliamente observados y
documentados para los sistemas de oxidacion biol6gica de sulfuros, particularmente aquellos ricos
en pirita (Rodriguez et al., 2003; Zapata, 2006; Lin et al., 2008; Arroyave, 2008).

Tomando como base los resultados de los controles abidticos en los que el pH creci6
significativamente, se considera que el aumento inicial de pH en los ensayos con microorganismos
(Figura 4-2), fue ocasionado por el consumo de 4cido asociado a la presencia de los minerales
silicatados, carbonatos y monosulfuros presentes en el residuo de La Maruja (Garcia et al., 1995;
Stromberg y Banwart, 1999; Da Silva, 2004; Sampson et al., 2005; Ballester, 2005; Carretero et
al., 2011). Adicional a lo anterior, la caida inicial en la concentracién de F** inherente a la
actividad metabdlica A. ferrooxidans, también sugiere un consumo del ion H* durante las primeras
48 h, (Sand et al., 2001; Mason y Rice, 2002; Gémez y Cantero, 2005). El posterior decrecimiento
del pH en estos ensayos inoculados se atribuye a la disolucién de la pirita, la cual durante su
oxidacion genera &cido sulfarico como subproducto (Dew et al., 1997; Schippers et al., 1999; Lin
et al., 2008).

De acuerdo a los bajos pH alcanzados en los ensayos a 500 r.p.m (pH =1.45) y 700 r.p.m (pH=
1.35), es posible afirmar que la solubilizacion de la pirita en estos dos tratamientos fue mas
eficiente. Desde el punto de vista mineraldgico, caidas del pH como las observadas durante los
tratamientos en mencion, benefician el proceso de biooxidacién evitando la formacion excesiva de
jarosita, un precipitado que se acumula en la superficie del mineral interfiriendo con la oxidacion
de los sulfuros (Amaro et al., 1991; Gomez y cantero, 2005; Rivadeneira, 2011). A nivel biolégico,
caidas pronunciadas en los valores del pH pueden ocasionar un decrecimiento en la actividad de A.

ferrooxidans por la influencia que éste parametro demarca sobre su fisiologia. Segun lo reportado
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por Yahya y Johnson (2002), disminuciones en el pH desde 1.5 a 1.0 desaceleraron la oxidacion
bioldgica de pirita debido a una rapida mortalidad de la bacteria.

El potencial de 6xido-reduccion en un proceso de biooxidacion esta determinado por la relacion
Fe*}/Fe* en el sistema, esta a su vez es controlada por las bacterias encargadas de regenerar Fe** a
partir del Fe**solubilizado (Bailey et al., 1992; May et al., 1997; Rohwerder et al., 2003). Durante
los montajes realizados, el potencial de 6xido-reduccion presentd para todos los tratamientos
valores por encima de los 550mV, caracteristicos de sistemas altamente oxidantes (Figura 4-3)
(Kodali, 2004). Por otro lado, la relacion inversa entre la velocidad de agitacion y el crecimiento de
las curvas del potencial redox, independientemente del factor control de pH, se atribuye a la alta
solubilizacion de Fe*? en los sistemas con la més alta agitacion, donde el ion ferroso no pudo ser
oxidado por las bacterias en la misma proporcién de los ensayos agitados a 300 r.p.m, causando un
leve decrecimiento en la relacion Fe**/Fe*?. La alta solubilizacién de Fe*? en los sistemas con
mayores velocidades de agitacion se atribuye a una mejor mezcla y por tanto mayor contacto de los
agentes oxidantes con el mineral; es necesario recordar que los principales productos de la

degradacion de pirita son los iones Fe*? y H*.

Relacionadas directamente con las reacciones bioldgicas en un proceso de biooxidacion, estan las
cinéticas de crecimiento celular, consumo de Fe* y generacion de Fe*® (Figuras 4-4 y 4-5). Al
evaluar de forma conjunta el crecimiento bacteriano, consumo de Fe*?y produccion de Fe™, se
evidencié que el decrecimiento del pH en los sistemas donde no fue controlado, afect6 en cierta
medida la actividad de A. ferrooxidans. Se afirma lo anterior, por la disminucion en las velocidades
de crecimiento, la acumulacion el Fe* y los ligeros declives en cinética de produccion de Fe*®, una
vez el pH el medio comenzé a tornarse méas acido. Adicionalmente se tiene el leve incremento en
la velocidad de generacidn del ion férrico en los ensayos donde el pH fue controlado. Dado que los
comportamientos anteriores se marcaron de manera especial en los ensayos agitados a 700 r.p.m,
se podria hablar de la existencia de un efecto conjunto entre el nivel de agitacion y el control de
pH.

En las cinéticas asociadas a los productos globales del proceso de biooxidacion, Fe total y SO?,
(Figuras 4-6 y 4-7), el efecto de la disminucion del pH fue menos evidente, sin embargo se
continud apreciando la interaccion del pH y la velocidad de agitacion 700 r.p.m, donde las tasas de
generacion de hierro y sulfatos fueron ligeramente mayores en los ensayos con control de pH. La
explicacion a este fendmeno puede estar relacionada con el efecto negativo del pH bajo sobre las

enzimas de A. ferrooxidans (Gomez y Cantero, 2005) y las consecuencias adversas que una alta
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agitacion puedan ocasionar sobre el microorganismo (Deveci, 2004; Liu et al., 2007; Sun et al.,
2012). Aunque la disminucion del pH (desde 1.7 a 1.35 en los Gltimos seis dias de proceso) se
mantuvo dentro del rango tolerado por la bacteria (1.2 - 2.0) (Dew et al., 1997; Valdés et al., 2008;
Rivadenira, 2011), y a pesar que en 700 r.p.m se observé una buena mezcla entre mineral y el
medio de cultivo, es posible que esta velocidad de agitacion haya provocado dafios en las bacterias
haciéndolas méas vulnerables a la acidificacion del medio. Por otro lado y como se vera adelante,
existe la posibilidad de que este comportamiento se deba a la reologia de los sistemas, igualmente
influenciada por el pH y la agitacion.

Si bien el factor control de pH intervino en las cinéticas de generacién de productos, se estima que
su influencia no fue lo suficientemente significativa sobre el proceso de biooxidacion, o al menos
no jugd un papel tan importante como la variacion en las velocidades de agitacion.
Paraddjicamente y pese a lo antes descrito sobre 700 r.p.m, fue con esta y 500 r.p.m que se
obtuvieron las concentraciones y velocidades de generacion de Fe*®, Fe total y sulfatos més altas.
Aungue 700 r.p.m eventualmente pudo generar dafios a nivel celular, la magnitud de los dafios no
parece considerable y su interferencia sobre las velocidades de oxidacion del Fe™ fue minima,
inclusive a bajos pH. Por otro lado, pese a que las bacterias estuvieron menos expuestas a estrés
hidrodinamico con 300 r.p.m (por la baja intensidad de agitacion y suspension de sélidos), se
generaron las mas pequefias velocidades de disolucién, cantidades de hierro y sulfato, y
concentracién celular. Todo lo anterior indica que el nivel de mezcla y contacto de las tres fases,

primo en la oxidacion bioldgica de los residuos de La Maruja.

Adicional a las cinéticas de los ensayos con microorganismo, también se tienen las cinéticas de los
blancos o controles abidticos. En estos el efecto del factor control de pH si fue evidente,
principalmente en la curva de pH, produccion de Fe total y sulfatos. Como se menciond
previamente y se sugirio desde el capitulo 2, el crecimiento pronunciado del pH de los controles
abidticos (ensayos sin control de pH), pudo ser consecuencia del consumo de &cido por los
monosulfuros y minerales de la ganga. Este efecto sin embargo, fue contrarrestado con éxito tras la
disolucion de pirita en los montajes inoculados. Los resultados conjuntos de controles y ensayos
bidticos respecto al pH, indican que en el disefio futuro de un proceso de biooxidacion de los
residuos de La Maruja, no se requiere invertir en altas cantidades de H,SO,, ya que a pesar del
efecto de la ganga y monosulfuros este es compensado con las reacciones de oxidacion
desencadenadas por los microorganismos; lo que si podria requerirse, es una base para evitar

caidas pronunciadas del pH, entre las bases mas usadas en procesos de biooxidacion esta la cal.
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Por otro lado, el ligero crecimiento en el Fe total y SO, en los blancos con control de pH, se debe
a la adicion de &cido y consecuente disolucion de los monosulfuros presentes en el residuo. Cabe
recordar, que minerales como la pirrotita, esfalerita, arsenopirita, calcopirita y galena, pueden ser
solubilizados por el ion H* a través del mecanismo polisulfuro (Rawlings et al., 2003; Ballester,
2005; Sekhar et al., 20093 Kundu y Kumar, 2014).

4.4.2 Analisis estadistico

Muchos fueron los resultados respecto a las tres velocidades de agitacion y el control de pH, y
como se aprecio en las cinéticas y se describira en las secciones siguientes, cada uno de los
tratamientos trajo implicita una serie de ventajas y/o desventajas sobre el proceso de biooxidacién
de los residuos de La Maruja. A través del analisis estadistico se determind que no existe una
interaccién significativa entre la agitacion y el pH, y controlar o no el pH realmente no ofrece
ventajas comparativas respecto a la solubilizacién de Fe y SO, (Figuras 4-8 y 4-9). El resultado
del andlisis estadistico no desestima lo que se discute sobre el pH, ni lo desacredita como un
parametro importante en un proceso de biooxidacion, lo que indica es que para las condiciones y
los tiempos en que se realizaron los ensayos, controlar o no la acidez del medio no implico
cambios dréasticos sobre la disolucién de minerales en el proceso. Es necesario destacar, que en los
diez dias en que fue evaluado cada ensayo, el pH no se sali6 del rango en el que sobrevive A.
ferrooxidans y por tanto los efectos no se hicieron tan notorios a nivel global, quiza para procesos
mas largos con el residuo de La Maruja, el control sea algo fundamental. Respecto a la velocidad
de agitacion se corrobor6 la baja efectividad de 300 r.p.m y estadisticamente 500 r.p.my 700 r.p.m
generan resultados similares. Aunque con 700 r.p.m los porcentajes de Fe y SO, son ligeramente
mayores, el proceso seria mas rentable con 500 r.p.m ya que el consumo de potencia disminuye

casi un 64.6%.

De manera general las cinéticas obtenidas en los ensayos agitados a 500 r.p.m y 700 r.p.m son
comparables con las halladas durante la tercera etapa de adaptacion de A. ferrooxidans (capitulo 3),
alcanzando valores similares en los porcentajes de Fe total solubilizado, pH y potencial de 6xido-
reduccion. Lo anterior muestra que el paso desde erlenmeyers a reactores no fue cambio critico
para las bacterias y, lo mas importante, no influyé en el proceso global de biooxidacion.
Adicionalmente la ausencia de fases de latencia en las cinéticas, confirma la importancia de una
adaptacion preliminar de las cepas, la cual reforzo la actividad bacteriana y consecuentemente
mejoro la eficiencia de lixiviacion (Chandraprabha et al., 2002; Arroyave, 2008; Xia, et al., 2008;
Haghshenas, et al., 2009).
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4.4.3 Hidrodinamica

Tal como lo sugieren las cinéticas y analisis estadisticos, la biooxidacién de cualquier tipo de
mineral en reactores de tanque agitado, depende especialmente del nivel de agitacion, ya que ésta
determina la transferencia de masa y calor y el grado de mezcla en el sistema gas-liquido-sélido.
La trasferencia de masa y una buena mezcla, garantizan a su vez la interaccion entre los
componentes mas importantes, sustratos, bacterias y mineral, dando lugar a las reacciones de
oxidacion quimicas y bioldgicas (Joshi et al., 1996; Sun et al., 2012). Una agitacién insuficiente
como 300 r.p.m, limita las operaciones de transferencia y favorece la aparicién de regiones dentro
del tanque con concentraciones insuficientes de nutrientes y agentes oxidantes, acumulacion
importante de mineral en el fondo del tanque y condiciones de temperatura y pH inadecuadas, lo

gue reduce la disolucion del mineral y el crecimiento microbiano (Gonzélez et al., 2003).

Para cuantificar el efecto de la velocidad de agitacion sobre la transferencia de masa, mezcla y
esfuerzo cortante en cada ensayo, se establecieron diversos pardmetros hidrodinamicos como
numero de Reynols (Re), esfuerzo cortante (t), tamano de los eddy (1) y k,a (Tablas 4-7 y 4-8). El
calculo de la mayoria de estos parametros requirié de la determinacion de propiedades del fluido
como la densidad y viscosidad aparente. Para la viscosidad, se apreci6 una dependencia con el pH
de la solucion, donde los sistemas menos viscosos fueron aquellos con pH mas &cidos. Este
resultado se asemeja a lo encontrado por algunos autores en trabajos con alimina y lateritas, donde
suspensiones con pH entre 1 y 4 generaron viscosidades bajas y en aquellas con pH neutros se
apreciaron valores de viscosidad maximos (Nikumbh et al., 1991; Cerpa et al., 2001). De igual
manera Jowkarderis y Van de Ven (2014) encontraron que sus suspensiones compuestas por
nanofibras de celulosa presentan una disminucion significativa de la viscosidad cuando el pH se
reduce desde 6.9 (n = 2320) hasta 3.5 (n = 1600), a pH de 1.5 la viscosidad fue minima (n = 450).
En términos generales, se reporta que las suspensiones presentan un comportamiento de viscosidad
variable de acuerdo al pH, puesto que este parametro interviene en los potenciales superficiales de
las particulas generando fuerzas electrostaticas repulsivas entre ellas; cambios en el pH pueden
inclusive variar el tipo de fluido desde pseudopléastico hasta newtoniano (Nikumbh et al., 1991;
Cerpa et al., 2001; Pérez et al., 2010). Adicional al pH, parece ser que el aumento en la viscosidad
de una suspensién de minerales, también podria estar relacionado con el aumento de la
concentracién en solidos y la disminucién del tamafio de particulas (Cerpa et al., 2001). En este

trabajo, y aunque no se encontrd una relacion entre la cantidad de jarosita con y sin control de pH,
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es posible que los tamafios y condiciones de formacion de este hidroxisulfato hayan variado
respecto al factor pH, y consecuentemente alterado la viscosidad de los medios.

El ndmero de Reynolds (Re) da cuenta del régimen de flujo en un reactor. Se considera flujo
turbulento cuando Re es mayor a 10000, laminar cuando es menor de 10 y de transicion entre 10 y
10000. Cuando se habla turbulencia se hace referencia al movimiento erratico de un fluido con
cruces continuos, este movimiento es quien da lugar a la mezcla de los componentes de dicho
fluido, contrario al flujo laminar donde el fluido viaja siguiendo lineas de corriente regulares
dificultando la mezcla (Doran, 1998). El régimen de transicion, indica que el flujo es turbulento en
la proximidad del impulsor y laminar en las zonas mas apartadas a este (Dickey y Fenic, 1976;
Doran, 1998; Arroyave, 2008). Como se observa en la Tabla 4-2, los Re obtenidos para la
velocidad de agitacion 300 r.p.m fueron los méas bajos y cercanos al régimen de transicién, es
decir, que posiblemente en las proximidades del impulsor se presentd una alta dispersion de aire y
suspension del mineral, pero en las paredes y parte inferior del reactor la mezcla fue inadecuada, lo
gue explica por qué gran cantidad de mineral permaneci6 sedimentado. Con 500 r.p.my 700 r.p.m
los nimeros de Reynolds fueron mas altos y por tanto la turbulencia en los sistemas, dando lugar

una mejor mezcla tal como fue observado.

Aunque todos los tratamientos presentaron Re > 10000 y el pH no influyo significativamente en
los resultados globales de disolucion, la relacion inversa entre el Re y la viscosidad (Ecuacion 4.2),
conllevéd a incrementos en las magnitudes del Re en los ensayos sin control de pH. Previamente se
habia hablado del efecto conjunto del control de pH y la velocidad de agitacion 700 r.p.m sobre las
cinéticas de [Fe*?], [Fe*], entre otras; es posible que dicho efecto sea realmente una consecuencia
de esta variacion en el Re, que sugiere un aumento en la turbulencia del sistema y por ende mayor

estrés hidrodinamico.

Segln Joshi et al. (1996), el flujo turbulento se puede visualizar como un conjunto de remolinos
grandes, inestables y decadentes, quienes transfieren su energia a una cadena de remolinos cada
vez mas pequefios (eddys), que al final disipan la energia en forma de calor. En un proceso
bioldgico, las interacciones en el flujo turbulento dependen del tamafio relativo de los eddys y las
particulas vivas, donde eddys muy pequefios podrian fluir sobre la superficie de las células
sometiéndolas a condiciones de estrés, mientras eddys grandes sélo las llevarian en un movimiento
convectivo (Joshi, 1996). Ademas de los remolinos producto de la turbulencia, existe el esfuerzo
de corte, definido como la fuerza por unidad de area aplicada en forma paralela a la superficie de

cada particula bioldgica (Joshi et al., 1996; Trujillo y Valdez, 2006).



98 Escalado de un proceso de biooxidacion de residuos de mineria ricos en sulfuros
usando reactores de tanque agitado

Con base en lo anterior y conociendo que el tamafio de A. ferrooxidans oscila entre 0.5 y 3.0 um
(Deveci, 2004), las dimensiones de los eddy estimadas para las diferentes velocidades de agitacion
(entre 33.95 um — 54.29 pum) no fueron lo suficientemente pequefias para causar un efecto
deletéreo sobre la bacteria. Este resultado se asemeja a lo encontrado por Deveci, (2004) y
Arroyave, (2008), quienes obtuvieron eddys entre 18 um y 74 um y aseguran de igual manera, que
el efecto del esfuerzo mecénico sobre las células fue minimo. Diversos estudios sobre el estrés
hidrodinamico en un proceso de biooxidacion, han encontrado que la pérdida en la viabilidad
bacteriana, mas que al esfuerzo de corte o al tamafio de los remolinos, estaria asociada a la colision
entre particulas originada por la intensidad de agitacion, por lo que son el aumento en la
concentracién de sélidos y la velocidad de agitacion quienes podrian incrementar la frecuencia de
las colisiones y consecuentemente el dafio celular (Deveci, 2002; Deveci, 2004; Liu et al., 2007;
Arroyave, 2008).

4.4.4 Coeficientes de transferencia de masa (k,a) y consumo de oxigeno

Diversas operaciones de transferencia de masa ocurren en un proceso de biooxidacion. Los
nutrientes (Fe*?) deben llegar tanto a las adheridas al mineral como a las que se encuentran en
suspension, de la misma manera que los metabolitos producidos (Fe*) tienen que ser transportados
al liquido para solubilizar las fases minerales. Adicionalmente deben ser considerados los procesos
de transporte del O, y CO, desde el aire a las células (Acevedo, 2000). Estos ultimos dos
compuestos son de vital importancia ya estan directamente relacionados con la oxidacion de los
minerales, el primero participa en las reacciones de 6xido-reduccién biolégicas como Ultimo
aceptor de electrones, y el segundo constituye la fuente del carbono para el crecimiento microbiano
(Boon y Heijnen, 1998; Acevedo, 2000; Valdés et al., 2008).

Debido a la baja solubilidad del oxigeno en un medio de cultivo, generalmente soluciones acuosas,
este debe ser suministrado continuamente mediante la inyeccion de aire al reactor. La
concentracién de oxigeno disuelto en el medio depende de la velocidad de transferencia de oxigeno
(OTR: oxygen transfer rate) desde el gas al liquido y éste a su vez del coeficiente de transferencia
de masa “k,” y del area superficial especifica “a” (Garcia et al., 2010). Dado que estos parametros
no pueden ser medidos facilmente de forma individual, usualmente son determinados en conjunto
como el coeficiente volumétrico de transferencia de masa o ki a (Garcia et al., 2010). En cualquier
proceso aerobio, el coeficiente de transferencia de masa, depende entre otros factores, del flujo de

aire, tipo de impulsor, tipo de difusor, altura del liquido, posicion del impulsor y velocidad de
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agitacion (Garcia y Gomez, 2004). En un proceso de oxidacion de sulfuros se deben tener en
consideracion el porcentaje de pulpa, el tipo de sulfuro y el tamafio de particula (Bailey and
Hansford, 1993). En el caso particular de la pirita se ha reportado una demanda de 1.88 kg O,/ kg
S?(Dew et al., 1997). Por otro lado y segtin Boon y Heijnen (1998), el coeficiente de transferencia

de masa, puede ser estimado desde el k,a de O,, como:
kLaCOZ - 089 kLa02 (412)

En el presente trabajo, se determin6 para cada uno de los tratamientos el k_a asociado al O,.
Debido a que lo Unico que vari6 fue la agitacion, solo ésta fue tomada en cuenta para el analisis de
los resultados. En la Tabla 4-8, se presentan los k a para cada una de las velocidades de agitacion
evaluadas, donde la relacién directa entre ambos pardmetros, es congruente con lo encontrado por
Boon et al., (1998) quienes en la oxidacion de ion ferroso por A. ferrooxidans a 300 r.p.m y 600
r.p.m, determinaron para el mismo flujo de aire (0.2 vmm) k.a de 0.38 min™ y 1.62 min™
respectivamente, esta relacion creciente de la velocidad de agitacion y el k a también es reportada
por Yagi y Yoshida, (1975). Segun Doran (1998) cuando la velocidad de agitacion es baja, el
caudal de gas vuelve al impulsor sin dispersarse, subiendo alrededor del eje del agitador; a medida
gue aumenta la velocidad de impulsor, el gas es capturado dentro de las palas y luego se dispersa
en el liquido, por tanto a mayores velocidades de agitacion aparecen pequefias corrientes de
recirculacion. En resumen, la relacion entre la velocidad de agitacion y el coeficiente de
transferencia de masa se debe, en parte, a que es el impulsor y la velocidad a la que gira los
responsables de dispersar el gas. Existen diferentes las ecuaciones empiricas para el kia y la

mayoria de ellas muestran su correlacion con la agitacion, como ejemplo se tiene:
kia=C VL (P/V)P.uS  (4.13)

Donde C, corresponde a una constante dependiente de parametros geométricos, V; la velocidad
superficial del gas, pu la viscosidad y P/V es la potencia por unidad de volumen, la cual es afectada

directamente por la velocidad de agitacion (Ecuacion 4.6) (Garciay Gémez, 2009).

En general los valores obtenidos para el ka en todos los tratamientos son aceptables si se
comparan con k;a estimados en otros procesos de biooxidacion y/o biolixiviacion. Acevedo,
(2000) reporta k,a de 0.05 min™, 0.2 min™, 0.3 min y 0.7 min™ para la biooxidacion de enargita,

calcocita, covalita y calcopirita, respectivamente.
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Por otro lado e independientemente del coeficiente de transferencia de masa, la concentracion de
OD siempre permanecié por encima de 5.0 mg/L en todos los ensayos, muy lejos de la
concentracion critica establecida para un proceso de biooxidacién, 1.0 mg/L segun Gericke (2009),
lo que indica que la concentracion de oxigeno disuelto no fue un factor limitante en los procesos

biooxidativos llevados a cabo en este estudio.

Uno de los aspectos que méas llamo la atencion en este trabajo, fue la velocidad de consumo de
oxigeno (OUR: oxygen uptake rate) quien no presentd relaciones aparentes con los tratamientos
evaluados. Para 500 r.p.m se obtuvieron los consumos més altos, mientras que 300 r.p.m y 700
r.p.m presentaron valores bajos y similares. En algunas investigaciones el OUR es empleado como
como indicador del comportamiento fisioldgico de los microorganismos cuando estos son
sometidos a determinadas condiciones de operacion (d"Hugues et al., 1997; Garcia et al., 2011).
Con base en lo anterior podria pensarse que entre las tres agitaciones evaluadas, 500 r.p.m es la
mas adecuada para el proceso, con ella se obtuvo una buena mezcla (Re alto), altas velocidades de
generacion de productos, y las células presentaron una buena actividad medida en términos del
consumo de oxigeno, crecimiento celular y consumo de Fe*?, todo esto en conjunto podria indicar
una disminucién del estrés hidrodinamico respecto a 700 r.p.m, donde el consumo fue realmente
mas bajo de lo esperado. Sin embargo y teniendo en cuenta los altos coeficientes de transferencia
de masa logrados con 700 r.p.m, es posible que sélo la agitacion haya logrado incorporar oxigeno
del ambiente al medio de cultivo. La determinacion del consumo de oxigeno por el método
dindmico, se realiza a partir del perfil de concentracién en el trayecto donde el suministro de
oxigeno es cortado y el OD comienza a disminuir, el consumo corresponde entonces a la pendiente
de dicho trayecto. Si la premisa sobre la 700 r.p.m es cierta, aunque el microorganismo esté
consumiendo oxigeno, la caida de éste no seria tan rapida puesto que la sola agitacion lo esta
incorporando, esto a su vez generaria una pendiente menos pronunciada enmascarando el consumo

real por parte de las bacterias.

Se reporta que en los procesos de biooxidacion, usualmente realizados a pH bajos, las
concentraciones de HCO'; o CO?*; pueden ser depreciables y solo se considera la solubilidad del
CO, (Boon y Heijnen, 1998). De acuerdo a Rossi (1990) esta solubilidad depende ademas de la

composicion del medio de cultivo y/o de la concentracion de &cido como lo muestra la Tabla 4-11.
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Tabla 4-11: Solubilidad del didxido de carbono en soluciones acuosas a una temperatura de 25°C.
Tomada de Rossi (1990).

Solvente Agua pura | 0.5N H,SO, 1N H,SO,; 2N H,SO, : 4N H,SO,
Coeficiente adsorcion Busen 0.756 0.727 0.705 0.669 0.611

Con base en lo anterior y especificamente en la relacion inversa de la solubilidad del CO, con la
cantidad de &cido, es posible que el bajo consumo de Fe*?al final del proceso en los ensayos a 700
r.p.m (Figura 4-5A), sea también consecuencia de una menor disolucién del CO,, si este sustrato
disminuye, el crecimiento microbiano se ve limitado y por ende la biooxidacién del Fe*?. Otra de
las cinéticas que puede estar reflejando la relacion pH — solubilizacién de CO,, es la del
crecimiento microbiano (Figura 4-4), donde en los ensayos con control de pH, las caidas en las
velocidades de crecimiento fueron menos pronunciadas que en los ensayos sin control de pH, estos

Gltimos caracterizados por la acidificacién del medio.
4.4.5 Mineralogia del proceso de biooxidacion

Los analisis por DRX de mineral (Figuras 4-12 y 4-13), mostraron una reduccion significativa de
los picos de pirita en las muestras biooxidadas, sefialando de una forma directa el efecto de la
oxidacion bioldgica sobre el mineral. Los ensayos con las mas altas concentraciones de Fe y SO,
solubilizados (500 r.p.m y 700 r.p.m) presentaron a su vez las mayores reducciones en el
porcentaje inicial de pirita, este resultado resulta mas que evidente ya que los primeros
corresponden a los productos de degradacion del sulfuro a través del mecanismo tiosulfato (Sand,
2001; Kundu y Kumar, 2014). La reduccion el sulfuro predominante, pirita, conllevo a la

concentracion de los minerales acompafiantes denominados ganga, en especial del cuarzo.

La cuantificacion de los demas sulfuros (esfalerita, arsenopirita, galena, pirrotita, calcopirita) no
resulto exacta, presentando valores inconsistentes entre tratamientos. Dado que la concentracion de
estos sulfuros en el residuo fue realmente baja y, sus picos caracteristicos estuvieron enmascarados
por los de la pirita, se dificultd su deteccion mediante los difractogramas. Se considera que esta
baja intensidad y/o aparente inexistencia de picos, fue quien hizo imprecisa la cuantificacion
mediante refinamiento de Rietveld. Por lo anterior la hip6tesis propuesta en el capitulo 2 sobre el
orden de oxidacion de los sulfuros (pirrotita > esfalerita > galena > arsenopirita > calcopirita >

pirita) no pudo ser dilucidada.

Uno de los resultados mas importantes obtenidos por DRX, es la presencia de jarosita. La jarosita

como previamente se habia mencionado, es un producto secundario de los procesos de
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biooxidacion, ampliamente documentado en la literatura (Méarquez et al., 2006; Daoud y
Karamanev, 2006; Lin et al., 2008; Ossa y Marquez, 2010; Kaksonen et al., 2014b). Esta fase
mineral corresponde a un hidroxisulfato de hierro con formula molecular MFe3(SO,)2(OH)g, en la
que M puede ser K*, Na*, NH,", Ag", o H;0", la incorporacion de estos cationes monovalentes es
comun a pH menores a 2.0 (Gramp et al., 2008; Kaksonen et al. 2014c). De acuerdo a los
difractogramas la jarosita predominante en los ensayos de biooxidacion fue KFe3(SO,4)(OH)e , K-
jarosita, donde la fuente de K* pudo provenir del medio de cultivo, la moscovita o el feldespato
potésico presentes en el mineral. Se esperaba que debido al papel que desempefia el pH en la
formacion de la jarosita (Gomez y cantero, 2005; Nurmi et al., 2010; Rivadeneira, 2011; Kaksonen
et al.,, 2014b), aquellos ensayos con caidas importantes del pH presentaran menores
concentraciones del hidroxisulfuro, sin embargo no se no se aprecid tendencia alguna con base en

el pH de los ensayos.

Tanto en los blancos como en las muestras biooxidadas se encontr6 una nueva fase catalogada
como brushita, Ca(PO;OH)-2H,0. Segun Arroyave (2008), esta fase aparece por la reaccion en
HPO, proveniente del fosfato acido di potasico (K;HPO,) del medio T&K, y el calcio presente en
el mineral. La formacion de brushita fue més alta en los controles debido a que en estos habia mas
disponibilidad de K,HPO,. La generacion de este tipo de compuestos puede resultar critica en un
proceso de biooxidacion, particularmente en uno discontinuo debido a que compite con el

microorganismo por un macronutriente esencial como lo es el fésforo.

En los andlisis por FTIR (Figuras 4-14 y 4-15) se confirmo la presencia de jarosita, no obstante y
contrario a lo reportado en la literatura (Marquez et al., 2006; Ossa y Marquez, 2010; Mejia, 2010;
Chukanov, 2014), las bandas caracteristicas de este compuesto que generalmente se presentan
alrededor de 1190 cm™, 1085 cm™, se observaron en muy baja intensidad, y la banda en 1008cm™
fue enmascarada por la ubicada en 1020cm™ de la moscovita. Estos resultados pueden ser
consecuencia de una menor concentracion de jarosita o en su defecto a cambios en la cristalinidad.
La posibilidad de una baja cantidad de jarosita se asocia a los rangos del pH en el que se trabajo.
Das et al. (1999) y Daoud y Karamenev (2006), afirman que la precipitacion de este hidroxisulfuro
tiende a disminuir cuando se trabaja a pH por debajo de 1.8. Por otro lado, los cambios en la
cristalinidad y particularmente la desaparicion de picos caracteristicos como el 1190 cm™, son
explicados por Mérquez (1999), como el aumento en la simetria de los iones SO,*, provocado por
el incremento en el cristalinidad del material o, por un cambio de fase a otro tipo de sulfato o

ambiente extramolecular, que aumenta o disminuye el grado de simetria.


http://es.wikipedia.org/wiki/Calcio
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidroxilo
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
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4.5 Conclusiones y recomendaciones

Los ensayos de biooxidacion en reactores de tanque agitado, permitieron establecer cinéticas de
pardmetros quimicos y biolégicos relevantes para este tipo de proceso. A través de estas cinéticas
fue posible estimar la influencia que ejerce la velocidad de agitacion en la oxidacion bioldgica de
los residuos de la mina La Maruja, donde se evidencio que encontrar un equilibrio entre una
mezcla adecuada y un ambiente amigable (con bajo estrés hidrodindmico) para las bacterias es

primordial.

En todas las cinéticas se evidencioé que una velocidad de agitacion de 300 r.p.m no es apta para
lograr una biooxidacion eficiente de los residuos de La Maruja. Las causas de esto estan asociadas
a una baja suspension de sélidos y/o mezcla ineficiente del sistema trifasico, lo que redujo las
cantidades de nutrientes disponibles para A. ferrooxidans y el contacto del mineral con los agentes

oxidantes.

La biooxidacion de los residuos de La Maruja en reactores de tanque agitado, presenta altas
eficiencias cuando la agitacion permanece dentro del intervalo 500 - 700 r.p.m. En términos de
solubilizacion de pirita 700 r.p.m se presenta como la agitacion mas idénea, no obstante, con base
de consumo energético 500 r.p.m lograria una buena solubilizacién, y reduciria considerablemente

la potencia requerida y posiblemente el estrés hidrodinamico asociado a la colision entre particulas.

Los niveles del factor control de pH no presentaron efectos estadisticamente significativos sobre la
eficiencia global del proceso de biooxidacion de los residuos de La Maruja. Este resultado se
asocia al tiempo en que fueron realizados los ensayos, durante el cual el rango de pH en el que
sobrevive A. ferrooxidans no fue sobrepasado. Debido a los costos inherentes al control de pH, se
recomienda no controlarlo en futuros procesos de biooxidacién de pirita procedente de la mina La
Maruja, a menos que los tiempos sean realmente largos, y el pH se salga del rango tolerado por la

bacteria.



5. Escalado y evaluacion desde laboratorio hasta
planta piloto, del proceso de biooxidacion de
los residuos de mineria aurifera de la mina La
Maruja

Resumen

En el presente trabajo se evalud la eficiencia del proceso de biooxidacion de residuos mineros desde una
escala de laboratorio hasta un nivel planta piloto. Para esto se emplearon erlenmeyers y una serie de
reactores de tanque agitado construidos con la misma configuracién geométrica. También se consideraron
parametros determinados previamente en el reactor de 5L. Todos los ensayos a nivel de laboratorio fueron
evaluados por un periodo de 10 dias y el ensayo en planta piloto se extendio hasta los 18 dias. Mediciones
periddicas de hierro y sulfatos solubilizados, pH, potencial de Oxido-reduccién y oxigeno disuelto,
permitieron establecer las cinéticas de proceso para cada escala. A nivel de laboratorio, especificamente los
ensayos en 150 ml y 5 L, presentaron cinéticas y porcentajes de disolucion muy similares entre si. Al pasar al
reactor de 50 L, donde se evaluaron los criterios potencia por unidad de volumen y velocidad en la punta del
impulsor, la eficiencia global del proceso aument6é cerca de un 9% y el mejor criterio de escalado fue
velocidad en la punta del impulsor. Por otro lado, en el reactor de 4000L (planta piloto) los primeros 10 dias
de ensayo generaron porcentajes de hierro y sulfato disueltos comparables con los de 150 ml y 5 L. Después
de 18 dias, los porcentajes de hierro y sulfato disueltos en 4000L alcanzaron valores cercanos a los estimados
en 50 L. El ensayo a escala piloto presentd velocidades bajas de oxidacién al inicio del proceso. El
porcentaje de oro recuperado fue mas alto en las muestras biooxidadas en 50L y 4000L. Todos los resultados
en conjunto sugirieron que el escalado funciond, sin embargo es necesario ajustar ciertas condiciones a nivel

de planta piloto para mejorar las cinéticas de oxidacion.

Palabras clave: biooxidacion, residuos de mineria, planta piloto, escalado.
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Abstract

In this work the scale-up of mine tailings biooxidation was evaluated from laboratory to pilot level. It
implied the use of shake flasks, stirred-tank bioreactors, tailings from La Maruja mine (Caldas, Colombia)
and Acidithiobacillus ferrooxidans as a biological agent. All assays in the laboratory level were carried out
for a period of ten days and were monitored by chemical measurements of iron, sulfates, pH, redox potential
and dissolved oxygen. The pilot plant assay was carried out for a period of eighteen days. To scale-up
several parameters previously evaluated were taken into account. The results in 150 ml flasks and 5 L
bioreactor were similar in all response variables, particularly in the percentage iron removed. The iron
removed showed a 9% increase in the 50 L reactor. Additionally, in 4000 L reactor (pilot scale) the final
concentration of iron removed was similar to the values obtained in 5 L assays, however, the oxidation rates
were slower at the beginning. The percentage of gold recovered was higher in larger reactors assays. These
results suggested that the scale-up was successful, but some conditions must be controlled at pilot level to
improve the oxidation kinetics.

Keywords: biooxidation, mine tailings, pilot plant, scale-up
5.1 Introduccion

En diversos paises el proceso de biooxidacion de minerales ha sido implementado exitosamente a
escala comercial incrementando asi la recuperacion de metales valiosos hasta en un 90% (Morin,
1995 Rawlings 2003; Sekhar et al., 2012, Brierley y Brierley, 2013; Schippers et al. 2013).
Comunmente los sistemas de biolixiviacion a nivel industrial se componen de un reactor de tanque
agitado de mayor volumen seguido de una serie de reactores del mismo tipo mas pequefios
simulando un reactor pistén, disefio que minimiza el tiempo de residencia (Gonzalez et al., 2004).
En la literatura se reportan varios procesos industriales para el tratamiento de minerales, entre ellos
el BIOX, BioCOP, BioniC, BacTech y Mintek (Carretero et al., 2011). Hasta el afio 2010 la
capacidad de procesamiento a nivel industrial oscilaba entre 40 ton y 1060 ton de mineral (Sekhar,
etal., 2012).

Para llevar satisfactoriamente un bioproceso hasta un nivel comercial, se recomienda realizar un
escalado (Garcia y Gomez, 2009; Tufvesson et al., 2010). En términos generales, el escalado es un
mecanismo a través del cual se trasladan las condiciones y variables establecidas en un reactor a
otro de tamafio diferente (Gallego, 2002a). Habitualmente se comienza en el laboratorio con
matraces de 100 ml a 500 ml donde se evallan nuevos productos y se optimiza la actividad
microbiana. Luego se pasa a reactores de prueba de 1L a 5 L equipados con instrumentos de

control para medir y ajustar parametros como la temperatura, pH, OD, velocidad de agitacion, flujo
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de aire, entre otros. Los datos obtenidos en esta escala entregan informacion relevante sobre las
necesidades de las células, los puntos 6ptimos de operacién y permiten identificar las limitaciones
impuestas sobre el microorganismo por el reactor. Los ensayos a escala de laboratorio pueden ser
determinantes para el éxito del escalado. En el siguiente nivel, denominado escala piloto, se
utilizan reactores desde 100 L a 5000 L dependiendo del proceso, y se suele estudiar la respuesta
de las células al cambio de escala, en este punto el aumento en el tamafio de los equipos pierde
importancia al lado de la reduccion o variacion del rendimiento inherente al nuevo volumen. De
lograrse un cambio de escala completo y exitoso, se comienza el disefio de la operacion a escala
industrial cuyo objetivo es aumentar la productividad (Quintero, 1981; Doran, 1998; Garcia y
Gbmez, 2009).

Segun Junker (2003) existen tres tipos de factores que pueden afectar el escalado de un proceso:
bioldgicos, quimicos y fisicos. Los factores bioldgicos incluyen el nimero de generaciones del
indculo, las cuales a su vez son responsables de mutaciones en las cepas y del aumento en las
probabilidades de contaminacion. Entre los factores quimicos estan el control de pH (tipo y
concentracién del acido o base), calidad del medio y calidad del agua, concentraciones de fuentes
de carbono, nitrogeno y fésforo, y en caso de un proceso de biooxidacion, la composicion
mineralégica del concentrado (Watling, 2006). Los factores fisicos mas importantes son: la
configuracion del tanque, aireacién, agitacion, presién hidrostatica, esterilizacion y control de

temperatura.

Si bien en teoria, la cinética de una reaccién quimica o bioquimica es independiente del tamafio del
reactor y su geometria, los parametros cinéticos si se ven afectados por los fendmenos de
transferencia de momentum, calor y masa, y éstos a su vez por la configuracion y dimensiones del
reactor (Orozco, 2012). Uno de los principios del escalado, para tratar de reducir el efecto de los
fendmenos de transporte es aplicar la teoria de la similitud, dividida en similitud geométrica,
térmica, masica y bioquimica (Sola y Godia, 1995; Orozco, 2012). Cada una de estas similitudes es
prerrequisito de la otra. No obstante cuando se escala cualquier proceso, es imposible conservar
todas las similitudes debido a las limitaciones dimensionales y econémicas de dicho escalamiento
(Quintero, 1981; Orozco, 2012).

Se han desarrollado diferentes métodos de escalado y de ellos los méas extendidos son los criterios
tradicionales o correlaciones empiricas, entre los cuales destacan potencia por unidad de volumen,

velocidad en la punta del impulsor, nimero de Reynolds, tiempo de mezcla, y coeficiente de
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transferencia de masa (Quintero, 1981; Ju y Chase, 1992; Gallego, 2002a; Orozco, 2012). Conocer
muy bien el proceso se hace entonces imprescindible para establecer que propiedades fisicas son
mas importantes, y con base en esto elegir el mas criterio idéneo. Asi, si las células son sensibles a
las variaciones de oxigeno se podria mantener constante el coeficiente de transferencia de masa, o
en cultivos sensibles al esfuerzo de corte debera estudiarse el efecto de conservar constate la

velocidad en la punta del impulsor (Orozco, 2012).

Dando provecho a la disponibilidad de reactores agitados construidos bajo la misma configuracién
geométrica en diferentes volimenes, se realizaron una serie de ensayos a nivel de laboratorio y
planta piloto, para determinar la eficiencia de la biooxidacién en diferentes escalas de proceso
sobre los residuos de mineria aurifera provenientes de la mina La Maruja. Adicionalmente se
analizé la efectividad de los criterios de escalado potencia por unidad de volumen y velocidad en la
punta del impulsor y evalu6 de manera preliminar el desempefio de un proceso de biooxidacion de

residuos mineros en un reactor de tanque agitado de 4000L.

En términos generales, esta investigacion se considera el primer ensayo y punto de partida para
préximos trabajos sobre el escalado hasta un nivel de planta piloto, de procesos de biooxidacion de

residuos mineros y procesos biohidrometallrgicos con minerales colombianos.

5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Mineral

Con el fin de evaluar la eficiencia de un proceso de biooxidacion de residuos mineros en dos
escalas de proceso (laboratorio y piloto), se empled un residuo de mineria aurifera suministrado
por la mina La Maruja, localizada en el municipio de Marmato (Caldas) y administrada por la
empresa Mineros Nacionales S.A. En este residuo se encontraron elementos como Fe (24.99%), S
(28.70%), Si (14.25%), Al (4.32) y Ca (1.00%). Los anélisis mineraldgicos indicaron altas
concentraciones de pirita (~34.14%) y cuarzo (~25.10%), baja presencia de esfalerita, pirrotita,
calcopirita, galena y arsenopirita, algunos aluminosilicatos como clinocloro y moscovita, y las
plagioclasas albita y anortita, y el carbonato calcita. Para el tamafio de particula se determin6 un
Deo igual a 60um (pasante malla 200). Todos los detalles de la caracterizacion mineralégica del

residuo (metodologia y resultados) se presentan en el capitulo 2.
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5.2.2 Material bioldgico

Para este escalado se seleccioné como agente bioldgico la cepa comercial Acidithiobacillus
ferrooxidans ATCC 23270 suministrada por el Laboratorio de Biomineralogia vy
Biohidrometalurgia de la Universidad Nacional de Colombia Sede Medellin y previamente
adaptada al mineral (capitulo 3).

5.2.3 Biorreactores y escalado

Para comparar la eficiencia de la biooxidacion de colas de mineria en diferentes escalas, se
seleccionaron dos tipos de biorreactores, matraces y/o erlenmeyers de 500ml (150ml volumen
efectivo) en la fase inicial de laboratorio, reactores de tanque agitado (STR siglas en ingles) de 5y
50L volumen efectivo para una segunda fase a nivel de laboratorio, y un biorreactor de tanque
agitado de 4000L volumen efectivo para la escala piloto. Se eligié la configuracion de tanque
agitado, por la disponibilidad que habia de éstos y por las multiples ventajas que ofrece para un
proceso de biooxidacion, entre ellas, obtener un buen grado de mezcla entre las tres fases del
sistema (liquida, s6lida y gaseosa), mejorar las velocidades de transferencia de masa (O, y CO,) y

calor, y un mayor control sobre los procesos (Sun et al, 2012).

La escala de laboratorio que implicé el uso de matraces, permitié ademas determinar el desarrollo
celular en funcién del ambiente de cultivo y obtener de las primeras cinéticas de proceso como
punto de referencia para las posteriores escalas; en esta escala también se realiz6 la adaptacion del
microorganismo al mineral, con el fin de logar cierta estabilidad y eficiencia en su actividad
biooxidante (capitulo 2). Con el cambio de escala hasta el reactor de 5 L, se determind la velocidad
de agitacion mas adecuada para alcanzar altas tasas de biooxidacién y reducir el gasto en potencia;
y se encontré que solo seria necesario controlar el pH si este sobrepasa el intervalo aceptado para
A. ferrooxidans, el cual esta establecido entre 1.2 y 2.0 (Battaglia et al., 1994; Dew et al., 1997;
Valdés et al., 2008; Rivadenira, 2011) (Capitulo 3); el nivel de agitacion obtenido en 5 L fue
utilizado como punto de partida para establecer las velocidades de agitacion en las siguiente escala.
En el proceso a 50 L se evalud la eficiencia de la biooxidacion usando dos criterios tradicionales de
escalado, potencia por unidad de volumen (Ecuacion 5.1) y velocidad en la punta del impulsor
(Ecuacion 5.2), estos fueron seleccionados con base en la necesidad del proceso de biooxidacion
de mantener un nivel adecuado de mezcla y reducir el estrés hidrodinamico sobre las bacterias.

Finalmente, se realizé un Gltimo ensayo en un reactor de 4000 L para probar si a escala piloto era
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posible mantener la eficiencia de los reactores menores, empleando el criterio de escalado con
mejores resultados en 50L.

Nl DZ 2/3

e 5.1
n-G) 6D
N, D,

122 5.2

En las ecuaciones 5.1 y 5.2, N; corresponde a la velocidad de agitacion del reactor de menor
tamafio, D; corresponde al didmetro del impulsor del reactor de menor tamafio, N, es la velocidad
de agitacion para el proceso a una escala superior y D, el diametro del impulsor del reactor de

mayor tamaio.

Para el escalado también se aprovecho la construccion previa de los reactores manteniendo las
similitudes geométricas que se presentan en la Figura 5-1. Todos los reactores estaban
acondicionados con cuatro bafles ubicados cada 90° y con impulsores de seis palas inclinadas 45°.
El tipo de impulsor empleado se caracteriza por proporcionar un flujo axial mas uniforme, mejorar
la mezcla y reducir la potencia requerida para una velocidad de flujo dada (Mc Cabe, 2007). El
suministro del aire en cada tanque se realizd a través de difusores localizados debajo de los
impulsores, los cuales fueron elaborados con membranas de goma sintética que permitieron la
formacién de burbujas uniformes y evitaron considerablemente la acumulacion de mineral en el

sistema de aireacion.

Baffles B=0.1T]

4

m W=D/3
C=T/3 -

A — J D/T=0.42

Figura 5-1: Relaciones geométricas conservadas entre los reactores de tanque agitado. Tomado y
modificado de Deveci (2004)
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5.2.4 Montaje de bioensayos escala de laboratorio

Todos los montajes experimentales fueron operados en el modo discontinuo con el fin de obtener
las cinéticas de proceso en todas las escalas y mantener un mejor control de los sistemas (Rossi,
1990). Para todos los volimenes se seleccion6 el medio de cultivo T&K modificado, constituido
por 0.4 g/L de (SO4)NH,4, K;HPO, y MgS0,.7H,O (Tuovinen y Kelly, 1972). Como fuente de
energia se usé 0.3g/L de sulfato ferroso (FeS0,.7H,0) y 10% (p/v) de mineral (residuos de La
Maruja). EI pH del medio y de las soluciones de sulfato ferroso fue ajustado con H,SO, (98%)
hasta 1.6+0.1. Para los ensayos en erlenmeyers y reactores de 5L tanto el medio como el mineral
fueron esterilizados a 120°C y 15 PSI por 20 min, la solucion de sulfato ferroso se esteriliz por
filtracion con membrana de nitrocelulosa de 0.45pum. Para los ensayos en 50L, no se esterilizd
ningan componente del medio y se emple6 agua corriente debido al volumen requerido de estos.
Como inéculo, a cada reactor se le adicion6 10% (v/v) de una solucién con cerca de 108 células/ml.
Todos los ensayos fueron incubados y monitoreados durante 10 dias manteniendo una temperatura
cercana a los 30°C. En los reactores de 5L y 50L se ajust6 la velocidad de suministro de aire en
0.5vvm. La agitacion a escala de erlenmeyers se mantuvo en 180 r.p.m y la de los reactores fue
determinada con base en los resultados del experimento de agitacion realizado en 5L (capitulo 4) y
los criterios de escalado. El agua perdida por evaporaciéon en cada uno de los ensayos fue
compensada de forma periddica. Debido a los resultados previos (capitulos 3 y 4) sobre el
comportamiento de los controles abioticos, para esta parte de la investigacién se decidi6 no evaluar

blancos.
5.2.5 Montaje de bioensayos escala piloto

Para el ensayo a escala piloto (4000 litros) se hizo necesario el cambio de ciertas condiciones de
proceso debido a la complejidad y tamafio del montaje, entre estos cambios destacé el uso de sales
grado comercial para la preparacion del medio T&K y agua corriente. No se garantizaron
condiciones de asepsia debido a que no fue posible esterilizar ninguno de los componentes del
medio. El reactor no estaba equipado con controles de temperatura. La agitacion para este ensayo

fue determinada a partir de los resultados obtenidos en el reactor de 50L.

En el mismo tanque se prepararon 2000L de inoculo, para el cual se usé el medio base T&K
modificado compuesto por 0.4 g/L de (SO4)NH,;, K,HPO, y MgSO,.7H,O (Tuovinen y Kelly,

1972) y 1.3¢/L de FeSO,.7H,0 (sulfato ferroso). Para este indculo se adiciond un cultivo semilla
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de 150L. En cuatro dias las bacterias cultivadas en 2000L alcanzaron una concentracion celular de
3.8x107 células/ml, un potencial redox de 584 mV y un alto consumo de Fe*% Luego de completar
el volumen de trabajo hasta 4000L se obtuvo una concentracion celular final de 1.9x10’ células/ml,
cantidad de células comUnmente usada en el arranque de este tipo de procesos (Tanaka et al.,
2014).

La biooxidacion del residuo a escala piloto fue evaluada por un periodo de 18 dias. Igual que en las
escalas de laboratorio, este montaje se realizé en modo discontinuo con el fin de establecer las
cinéticas del proceso. El agua perdida por evaporacién fue compensada de forma periddica. No se
realizaron réplicas debido a la complejidad y costos de cada montaje (Al final de este capitulo se

presenta un esquema en tres dimensiones de la planta piloto Figura 5-20).

A lo largo de este capitulo se empleara la nomenclatura presentada en la Tabla 5-1 para referirse a
cada uno de los ensayos de biooxidacion.

Tabla 5-1: Nomenclatura designada para cada uno de los ensayos

Escala Volume|_'1 Nomenclatura
de trabajo
150ml Matraz-150ml
) 5L STR-5L
Laboratorio

50L STR-50L VPI
50L STR-50L P/V

Piloto 4000L STR-4000L

Nota: STR: Stirred Tank Reactor; VPI hace referencia al criterio de escalado velocidad en la punta del

impulsor; P/V significa potencia por unidad de Volumen.
5.2.6 Monitoreo de bioensayos

Todos los ensayos fueron monitoreados con mediciones periddicas (cada 48 h) de parametros
quimicos de gran importancia para este tipo de procesos. Tanto el pH y potencial de Oxido-
reduccion fueron medidos a través de un potenciometro Hach HQ 40d multi y electrodos de pH y
Eh con electrolito Ag/AgCI. La concentracion de células en suspension fue determinada mediante
conteo en cdmara de Neubauer de acuerdo a Zapata (2004). Se cuantifico la concentracion de
hierro ferroso (Fe™) y férrico (Fe™) a través del tiempo y consecuentemente el consumo de
sustrato y generacion de producto por el microorganismo. También se midi6 la concentracion de
hierro total (Fe total) y sulfatos (SO,?) en solucién como principales indicadores del proceso

global de biooxidacion. Las mediciones anteriores se realizaron en un espectrofotometro
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GENESYS UV 10 usando el método colorimétrico de la orto-fenantrolina de acuerdo a la norma
ASTM 3500-Fe B para el hierro y el método turbidimétrico segun la norma ASTM D516-02 para
los sulfatos. Los porcentajes de hierro y sulfatos precipitados fueron determinados al final de cada
bioensayo, para ello se emplearon digestiones &cidas usando soluciones 50 ml de HCI 4.8M vy de
500 mg de mineral, calentadas durante 30 minutos a 60 + 0.5°C (Carlson et al., 1992).

Con las concentraciones de hierro y sulfatos estimadas al inicio y final de cada proceso, y haciendo
uso de los valores de hierro y azufre obtenidos en la caracterizacién inicial (capitulo 2), se
calcularon los porcentajes de hierro y sulfato total disuelto desde el mineral. El célculo de estos
porcentajes se realizdé a través de la ecuacion 4.1, donde V es el volumen de trabajo, Cs la
concentracién final de hierro o sulfato en solucion, C; la concentracion inicial de hierro o sulfatos
en solucion, F es la fraccion de hierro o azufre total en el mineral, W la masa de mineral en el

medio de cultivo, P el porcentaje de hierro o sulfatos precipitados.
6(%) = (% x 100) +p (5.3)

5.2.7 Determinacion de parametros hidrodinamicos y potencia

Se establecieron pardmetros hidrodinamicos como el Numero de Reynolds, encargado de definir el
régimen de flujo dentro del reactor; la escala de turbulencia o tamafio de los remolinos Eddy (1)
relacionado con la intensidad de las fuerzas cortantes que se dan en el régimen turbulento sobre los
microorganismos; el esfuerzo de corte (1), definido por Trujillo y Valdéz (2006) como la fuerza
por unidad de area aplicada en forma paralela sobre cada célula o particula bioldgica y la velocidad
de disipacion de energia por unidad de masa (g). Adicionalmente se estimo el consumo de potencia
en cada uno de los reactores. Las ecuaciones empleadas para la cuantificacion de estos parametros

se presentan en el capitulo 4 seccion 4.2.7.

La viscosidad de los cultivos fue determinada en el laboratorio de Crudos y Derivados asociado a
la Facultad de Minas, mediante un viscosimetro marca Fann modelo 35, donde cada medicion
requirio cerca de 500ml de muestra y fue realizada segin el manual del equipo. La densidad se

establecio a traves de un picnémetro de 25ml.
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5.2.8 Determinacion de coeficientes de transferencia de masa (k.a) y

consumo de oxigeno

Para la estimacion de estos pardmetros se realizaron mediciones del OD cada 48 h a traves del
método dindmico. Los detalles y ecuaciones se presentan en el capitulo 4 seccién 4.2.8. Con la
sonda que fue medido el OD se determind la temperatura en el ensayo a nivel de planta piloto.

5.2.9 Caracterizacién mineraldgica del proceso

Luego de realizar un cuarteo se tomaron muestras representativas del mineral recuperado en cada
ensayo, estas muestras fueron sometidas a analisis de Difraccion de Rayos X (DRX),
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR: Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) (capitulo 4, seccidn 4.2.9) y Microscopia electrénica de Barrido (SEM: Scanning
Electron Microscopy). Para el andlisis en SEM se empled un equipo marca JEOL JSM 5910 LV,
usando modo BSE (Backscattering Electron: electrones retroproyectados), con detector de estado
sélido tipo EDS, marca OXFORD, para los andlisis microquimicos. Previo a este analisis las

muestras fueron montadas en secciones pulidas y metalizadas con oro.
5.2.10 Cianuracién de muestras biooxidadas

Este analisis se realizo con el fin de determinar el aumento en la concentracion de oro de las colas
luego de ser sometidas a los procesos de biooxidacion en las diferentes escalas. Las pruebas
fueron realizadas por el Instituto de Minerales CIMEX adscrito a la Universidad Nacional de
Colombia — Sede Medellin. Cada medicion requirié cerca de 500 gr de muestra mineral, por lo que

no fue posible obtener resultados de cianuracién para el proceso a escala de matraces (150ml).
5.2.10 Tratamiento de efluentes y recuperacidén de muestras minerales

Una vez finalizado cada ensayo a nivel de laboratorio, se dejé decantar el mineral dentro del
reactor y se retir0 la fase liquida, a esta se le adicion6 cal hasta alcanzar un pH de 7.0, finalmente
fue descartada. El mineral fue recuperado, lavado, filtrado y secado para la realizacion de los

diferentes analisis quimicos y mineral6gicos.

A nivel de planta piloto, se obtuvieron muestras representativas del mineral biooxidado para los
respectivos analisis. Tanto el mineral sobrante como la fase liquida fueron neutralizados en el

reactor. Se dejé sedimentar el mineral y se extrajo el liquido. El mineral fue retirado del tanque y


https://www.google.com.co/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCAQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FFourier_transform_infrared_spectroscopy&ei=u93sVJCLAcaeNt2KgagE&usg=AFQjCNGjtZiMOS4ehEw2Lkiz2JCTOTimaQ&bvm=bv.86475890,d.eXY
https://www.google.com.co/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCAQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FFourier_transform_infrared_spectroscopy&ei=u93sVJCLAcaeNt2KgagE&usg=AFQjCNGjtZiMOS4ehEw2Lkiz2JCTOTimaQ&bvm=bv.86475890,d.eXY
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filtrado mediante un tamiz de 33um (malla 400) para remover el agua residual, se dejé secando a

temperatura ambiente y se almacend.
5.3 Resultados

5.3.1 Estimacion de velocidades de agitacion a nivel de laboratorio

A partir de los resultados del ensayo “Efecto de la velocidad de agitacion y control de pH sobre un
proceso de biooxidacion en reactores de tanque agitado de 5L” (capitulo 4), se establecio que la
velocidad de agitacion ideal para lograr una oxidacion eficiente de los residuos de La Maruja,
oscila entre 500 r.p.m y 700 r.p.m. Con base en lo anterior, el escalado a nivel de laboratorio parti6
con una velocidad de agitacion de 500 r.p.m. Se consider6 que esta agitacion, ademas de generar
altos porcentajes de solubilizacion, reduce el consumo de potencia al escalar el proceso desde 5L a
4000L. Las velocidades agitacion en el reactor de 50L se determinaron con las ecuaciones 5.1 y
5.2, asociadas a los criterios de escalado potencia por unidad de volumen y velocidad en la punta
del impulsor constante (Tabla 5-2).

Tabla 5-2: Ensayo, criterios de escalado, didmetros de los reactores y velocidades de agitacion

para los ensayos en reactores de tanque agitado a nivel de laboratorio

Diadmetro Velocidad de
Ensayo Criterio de escalado impulsor agitacion
(cm) (r.p.m)
STR-5L 8.0 500
STR-50L VPI Velocidad en la punta del impulsor 17.2 240
STR-50L P/V Potencia por unidad de VVolumen 17.2 310

5.3.2 Efecto del escalado a nivel de laboratorio sobre las cinéticas de

biooxidacion.

En la Figura 5-2 se presentan las cinéticas del pH y potencial redox para los ensayos realizados a
nivel de laboratorio. El pH (Figura 5-2A) presentd un aumento inicial no muy pronunciado en
cada una de las curvas, alcanzando valores méximos cercanos a 2.0, posteriormente cae de manera
continua hasta pH inferiores a 1.45. En el ensayo STR-50L VPI se obtuvieron los valores mas
bajos de pH, 1.25, seguido por STR-50L P/V (1.33) y STR-5L (1.35); en el ensayo Matraz-150ml
el pH minimo fue de 1.41.
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Hasta el sexto dia de proceso, el potencial de ¢xido-reduccion (Figura 5-2B) presentd una
tendencia creciente en los ensayos STR-50L VPI, STR-50L P/VV 'y STR-5L, logrando potenciales
méaximos de 582.05 mV, 571.80 mV y 562.78 mV, respectivamente. Una vez alcanzado el punto
mas alto la tendencia cayd paulatinamente hasta el ultimo dia. En el ensayo Matraz-150ml, el
mayor potencial fue observado al cuarto dia (546.90 mV), a partir del cual comenzé el descenso.
STR-50L VPI fue el ensayo con los mejores potenciales, los mas bajos se presentaron en Matraz-
150ml.
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Figura 5-2: pH y potencial de éxido-reduccién en los ensayos de biooxidacién a escala de
laboratorio. (A) pH vs tiempo. (B) Potencial redox vs tiempo.

La Figura 5-3 corresponde al logaritmo de la concentracion celular evaluada en los diferentes
ensayos. Estas cinéticas se caracterizaron por la aparicion inmediata de la fase exponencial. En los
ensayos STR-5L, STR-50L VPl y STR-50 P/V la etapa de crecimiento se extendio hasta el cuarto
dia, momento en el cual la velocidad se tornd casi constante. La fase exponencial del ensayo
Matraz-150ml presentd una duracion de seis dias, no obstante la velocidad comenzé a desacelerar
desde el dia cuatro. En general los ensayos realizados en reactores de tanque agitado alcanzaron

concentraciones celulares del orden de 9.1, en el ensayo en erlenmeyer este orden ascendi6 a 9.2.
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Figura 5-3: Logaritmo de la concentracion celular vs tiempo para ensayos de biooxidacién a
escala de laboratorio

En las cinéticas del Fe*? y Fe*® (Figura 5-4 y Tabla 5-3) fue posible observar el efecto del cambio
de escala y condiciones de operacién, sobre el consumo de sustrato y generacién de producto en
los cuatro ensayos a nivel de laboratorio. De manera consistente los ensayos realizados en el
reactor de 50L generaron las cantidades mas altas de Fe*?, 6937.50 mg/L (28.91 mg/L.h) en STR-
50L VPl y 6312.71 mg/L (26.30 mg/L.h) en STR-50L P/V, mientras en los ensayos con menor
volumen se alcanzaron concentraciones maximas de 4967.08 mg/L en Matraz-150ml y 5142.08
mg/L en STR-5L. Todas las curvas presentaron comportamientos crecientes desde el inicio del

proceso, sin embargo en los ensayos a 5L y 150ml las velocidades de generacion fueron menores.

Respecto a la variacion del Fe*?, en todos ensayos se observé una disminucién significativa entre
los dias cero y cuatro. Del dia cuatro al seis, el comportamiento pareci6 estabilizarse, y desde el dia
seis en adelante se aprecid un incremento, especialmente en el ensayo Matraz-150ml, donde la

concentracion final del ion ferroso (409.58 mg/L) supero a la inicial (223.44 mg/L).
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Figura 5-4: Concentracion de Fe*? y Fe™ vs tiempo para ensayos de biooxidacion a escala de

laboratorio.

Tabla 5-3: Velocidades de produccion y concentraciones totales generadas de cada producto en

los ensayos de biooxidacion a nivel de laboratorio

Velocidad de generacion Concentracion total en solucién
(mg/L.h) (mg/L)
Ensayo
Fe* Fe total 50, Fe* Fe total S0,?

Matraz-150ml 20.70 20.97 79.57 4967.08 5033.23 19097.56

STR-5L 21.43 20.93 79.51 5142.08 5024.17 19082.32
STR-50L VPI 28.91 28.18 105.01 6937.50 6762.50 25203.25
STR-50L P/V 26.30 26.07 93.54 6312.71 6255.83 22449.19

Nota: Las velocidades de generacion de productos se estimaron como el promedio del cambio en
concentracién de cada uno de los productos cada 48 h, se empled este método ya que no todos los datos

exhibieron tendencias lineales (Arroyave, 2008).

La Figura 5-5 muestra el comportamiento del Fe total y sulfatos en los montajes a nivel de
laboratorio. Los datos encontrados para estos dos productos (Tabla 5-3) presentaron tendencias
similares a las del Fe**, donde los ensayos STR-50L VPI y STR-50L P/V alcanzaron las mayores
producciones. En las velocidades de generacion de Fe total, se aprecia ademas que la generacion de

hierro fue 1.29 veces mayor en los ensayos de 50L.
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Figura 5-5: Concentracion de Fe total y sulfato (SO4) para ensayos de biooxidacion a escala de
laboratorio. (A) Concentracion de Fe total disuelto vs tiempo. (B) Concentracion de sulfato

disuelto vs tiempo.

Tal como se apreci6 con el Fe*® y el Fe total, las concentraciones de SO, en todos los cultivos
comenzaron a aumentar desde el primer hasta el Gltimo dia, no obstante en el ensayo STR -50L

P/V las cinéticas comenzaron a decaer desde el dia ocho.
5.3.3 Estimacion de la velocidad de agitacion a escala piloto

A nivel de laboratorio se evalud el efecto de dos criterios de escalado, velocidad constante en la
punta del impulsor (VPI) y potencia por unidad de volumen (P/V), en el proceso de biooxidacion.
Los resultados globales de estos ensayos evidenciaron que a pesar de la similitud entre las
cinéticas, el mantener la velocidad del impulsor constante conduce a una mayor solubilizacion de
hierro y sulfato, y altos potenciales de 6xido-reduccién. Por lo anterior, y teniendo en cuenta el
costo energético inherente a altas velocidades de agitacion, la agitacion del ensayo a nivel de

planta piloto fue estimada empleando el criterio VPI (Ecuacion 5.2).

Partiendo entonces de una velocidad de agitacion de 240 r.p.m, en un reactor cuyo diametro de
impulsor es 17.2 cm, y conociendo que el reactor de 4000L tiene un impulsor de 71.4 cm de

didmetro, la velocidad de agitacion a escala piloto fue establecida en 60 r.p.m.

10
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5.3.4 Efecto del escalado hasta un nivel de planta piloto sobre las

cinéticas de biooxidacion.

La Figura 5-6 muestra simultineamente el comportamiento del pH, potencial redox y el
crecimiento celular durante el proceso de biooxidacion en planta piloto. El pH (Figura 5-6A),
como sucedi6 a nivel de laboratorio, present6 un incremento inicial seguido de un decrecimiento
hasta el final del proceso. No obstante el aumento en este ensayo fue mas pronunciado y duradero,
alcanzando un valor méaximo de 2.23 en el cuarto dia; al décimo dia, tiempo en que se evaluaron
los ensayos en laboratorio, el pH oscilaba alrededor de 1.6, y al final del proceso (a los 18 dias)

alcanz6 a disminuir hasta 1.32.
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Figura 5-6: pH, potencial de éxido-reduccién y logaritmo de la concentracion celular para ensayo
a escala piloto. (A) e pH vs tiempo. A Potencial redox vs tiempo. (B) Logaritmo de la

concentracién celular vs tiempo.

La cinética de potencial redox (Figura 5-6A), a diferencia de las obtenidas a escalas menores,
presentd una caida considerable durante los dos primeros dias de montaje, logrando un Eh por
debajo de los 450 mV. Luego de la caida sobrevino un crecimiento exponencial con una duracion
de seis dias en los cuales el potencial alcanzd valores cercanos a 557 mV. Posteriormente se

observé una fase estacionaria de ocho dias y una nueva caida no tan marcada en las Gltimas 48 h.

En la curva de concentracion celular (Figura 5-6B), se observo una tendencia inusual para este tipo

de cinéticas. En primer lugar se aprecio una fase de latencia de dos dias, seguida de la fase
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exponencial con una duracion de aproximadamente seis dias, y un valor méximo del orden de 8.8,
en el octavo dia. Finalmente la concentracion bacteriana decayd de manera gradual desde el dia
diez hasta el dltimo dia del proceso, alcanzado un valor de 10° células/ml. Este comportamiento no

se presentd en ninguno de los ensayos a escala de laboratorio.

A nivel de planta piloto las concentraciones de Fe*? y Fe*® (Figura 5-7) iniciaron con
comportamientos inversos a lo visto en los ensayos en laboratorio. EI Fe*? en lugar de disminuir,
incremento de forma sustancial en las primeras 48 horas del ensayo, alcanzando un valor maximo
de 1061.25 mg/L. En el mismo transcurso de tiempo el Fe* se redujo 217.5 mg/L. A partir del
segundo dia, las tendencias de las curvas fueron similares a las descritas para los ensayos de menor
volumen (150ml, 5L y 50L), una disminucion del Fe™ seguida de un ligero aumento y un
crecimiento exponencial del Fe*®. Después de 18 dias de proceso se obtuvo una concentracion de
hierro férrico de 6175.97 mg/L, cercana a la alcanzada en diez dias por el ensayo STR-50L P/V. La
velocidad de generacion de Fe* a escala piloto se estimé en 25.73 mg/L.h respecto a 28.91
mg/L.h, 26.30 mg/L.h y 21.43 mg/L.h de los ensayos en laboratorio STR-50L VPI, STR-50L P/VV
y STR-5L.
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Figura 5-7: Concentracion de Fe*? y Fe™ vs tiempo para ensayos de biooxidacion a escala piloto.

e Concentracion de Fe*” vs tiempo. A Concentracion de Fe™ vs tiempo

Contrario a lo ocurrido con el Fe* en las cinéticas de Fe total y SO,? (Figura 5-8) no se
presentaron caidas iniciales en las concentraciones. El comportamiento de Fe total (Figura 8A) fue

creciente desde el primer dia de proceso, aunque un poco lento durante los primeros dos dias. Por
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otro lado, el SO, present una de fase de latencia, y aunque la concentracion de este ion no
disminuy6, tampoco aumenté de forma apreciable. Hasta el décimo dia se estimaron
concentraciones de Fe total y SO, en solucion de 4350,69 mg/L y 17471,54 mg/L
respectivamente, al final del ensayo estas fueron de 6184.03 mg/L y 23333.33 mg/L, similares a las
de los ensayos en 50L. Las velocidades globales de generacion de Fe total y sulfato a escala piloto,
se determinaron en 18.65 mg/L.h y 79.98 mg/L.h durante los primeros diez dias y 25.77 mg/L.h y
92.22 mg/L.h para los 18 dias del ensayo.
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Figura 5-8: Concentracion de Fe total y sulfato (SO,?) para ensayos de biooxidacion a escala
piloto. (A) Concentracion de Fe total disuelto vs tiempo. (B) Concentracién de sulfato disuelto vs
tiempo.

Debido a que no fue posible su control, la temperatura del ensayo a escala piloto varié durante todo
el proceso (Figura 5-9). La curva obtenida para este parametro, mostré un comportamiento similar
al de la concentracion celular, a excepcion de la aunsencia de una fase lag. Bésicamente la
temperatura creci6 de forma exponencial desde el dia cero hasta el cuarto, donde alcanz6 un valor

maximo de 30°C, los valores mas bajos (alrededor de 25°C) se presentaron los dias 0, 14, 16 y 18.
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Figura 5-9: Temperatura vs tiempo para el ensayo de biooxidacion a escala piloto.

Por otro lado, a partir de la ecuacion 5.3, se determinaron los porcentajes totales de Fe y sulfato
disuelto durante los ensayos de biooxidacion es las diferentes escalas (Figura 5-10); estos
porcentajes, incluyen el hierro y sulfato en solucion y precipitado. En la Tabla 5-4 se presentan
por separado los porcentajes de hierro en solucion y precipitado, y sulfatos en solucion vy
precipitados, observandose que la mayor cantidad de hierro y sulfatos precipitados se presenta en
el ensayo STR-4000L dia 18, y la mayor cantidad de hierro y sulfatos disueltos en solucién en el
ensayo STR-50L VIP.

Tabla 5- 4: Porcentajes de Fe y SO, en solucién y precipitados en todas las escalas de proceso

Tratamiento Fe en(izl)ucién Fe pr((aoc/l;))itado S07%, e(lg /z())lucién S0%, p(g;)c)ipitado
Matraz-150ml 20.14 1.97 21.95 3.42
STR-5L 20.10 2.30 21.93 3.33
STR-50L VPI 27.06 2.14 28.97 3.18
STR-50L P/V 25.03 2.53 25.80 412
STR-4000L 10 dias 17.41 2.45 20.08 3.43

STR-4000L 18 dias 24.75 2.76 26.82 4.46
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Figura 5-10: Porcentajes de Fe total disuelto y SO, total disuelto en los ensayos de biooxidacion

en diferentes escalas de proceso.

El proposito de la Figura 5-10 es comparar las diferencias presentadas entre los porcentajes totales
de Fey S0, obtenidos en las diferentes escalas evaluadas. Consecuente con lo descrito en las
cinéticas, en este diagrama se observa la similitud entre los porcentajes de Fe y SO, disueltos en
los ensayos Matraz-150ml (22.1% y 25.4%) y STR-5L (22.4% y 25.3%). En el proceso a escala
piloto evaluado durante diez dias, los porcentajes de estos productos (19.9% y 23.5%) se acercaron
a los de los ensayos en vollimenes bajos (150ml y 5L). Los mayores porcentajes fueron
encontrados en el ensayo SRT-50L VPI (29.2% y 32.2%), seguido por STR-50L P/V (27.6% vy
29.9%). El ensayo a nivel de planta piloto alcanz6 después de 18 dias de proceso, porcentajes de
Fey SO,?(27.5% y 31.3%) similares a los logrados en 50L.

5.3.5 Parametros hidrodinamicos y potencia

La Tabla 5-5 presenta los pardmetros hidrodindmicos determinados para cada uno de los ensayos
de biooxidacion en las distintas escalas. Al igual que en los ensayos presentados en el capitulo 4, la
viscosidad corresponde a una viscosidad aparente debido a que la suspension es un fluido
Bingham. En general no se observé un efecto claro de los cambios de escala sobre la densidad y
viscosidad, sin embargo el nimero de Reynolds (Re) aumentd de forma sustancial desde el ensayo
en 5L hasta el de 4000L, con una diferencia de un orden de magnitud. Todos los valores de Re

estuvieron por encima de 10000 indicando que el régimen de flujo en cada proceso fue turbulento.
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Tabla 5-5: Parametros hidrodindmicos y consumo de potencia
Densidad  Viscosidad

Ensayo R 0, Re € A T ) Potencia
(Kg/m?) (Pas) (Wikg)  (um)  (N/m”) (W)
STR-5L 1058.363 2.81E-03 20088 6.04 41.96 4.24 3.27
STR-50L VPI 1069.175 2.68E-03 46129 3.01 47.80 2.94 15.84
STR-50L P/V 1067.689 2.62E-03 60918 6.50 38.80 4.26 34.08
STR-4000L 1061.600 2.64E-03 205158 0.83 65.55 1.53 321.10

Nota: Para la determinacion de estos parametros se emple6 un numero de potencia (Np) igual a 1.63

correspondiente a impulsores de palas planas inclinadas 45° (Mc Cabe, et al. 2007).

Usando como referencia los pardmetros estimados para el ensayo STR-5L, se aprecio que en los
ensayos escalados a través del criterio velocidad en la punta del impulsor (STR-50L VPl y STR-
4000), los valores de esfuerzo cortante (1) y velocidad de disipacion de energia (€) disminuyeron, ¢
increment6 el tamafio de los eddys (A). Escalando con el criterio potencia por unidad de volumen
(STR-50L P/V), t y € presentaron valores muy similares, y A disminuy6 y el Re incrementd de

forma notoria.

Por otro lado, el consumo de potencia en el reactor de 50L varié significativamente dependiendo
del criterio de escalado. Manteniendo la velocidad en la punta del impulsor este fue de 15.84 W, y
escalando con potencia por unidad de volumen se duplico (34.08 W). Como era de esperarse el

ensayo que presento el mayor consumo de potencia fue STR-4000L (321.10 W).

5.3.6 Coeficientes de transferencia de masa (k_a) y consumo de oxigeno

En las Figuras 5-11 y 5-12 se presentan el perfil de concentracion de oxigeno disuelto (OD), la
evolucion en la velocidad de consumo de oxigeno y la variacion en el OD determinados para los
ensayos STR-50L VIP y STR-4000L. Se aclara sin embargo, que los perfiles de OD, las cinéticas

de consumo de oxigeno y OD en los demas ensayos, presentaron comportamientos muy similares.

Las Figuras 5-11A y 5-12A representan el comportamiento tipico para la concentracion de
oxigeno disuelto medida por el método dinamico (Garcia y Gémez, 2009). A partir de las curvas,
determinadas cada 48 horas en todos los ensayos, se calcularon los coeficientes de transferencia de
masa y la cinética de consumo de oxigeno por las bacterias acidofilas. Al comparar los perfiles
inherentes a los ensayos STR-50L VIP y STR-4000L, se aprecié una marcada diferencia en el

tramo b-c, el cual es empleado para la cuantificacion del coeficiente de transferencia de masa. En
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la Figura 5-12A este trayecto es menos pronunciado y tiene una duracion dos veces mayor que el

de la Figura 5-11A, es decir, que en el ensayo a escala piloto al sistema le tomo méas tiempo

alcanzar de nuevo la concentracién de saturacion.
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Figura 5-11: Concentracion y consumo de oxigeno durante el ensayo STR-50L VPI. (A) Perfil de

concentracién de OD para determinacion de k, a por el método dindmico, décimo dia de proceso.

(B) Consumo de oxigeno y OD a través del proceso. ® Velocidad de consumo de oxigeno,

Concentracién de OD.
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Figura 5-12: Concentracion y consumo de oxigeno durante el ensayo a escala piloto. (A) Perfil de

concentraciéon de OD para determinacion de k a por el método dindmico, décimo dia de proceso.

(B) Consumo de oxigeno y OD a través del proceso. ® Velocidad de consumo de oxigeno, A

Concentracién de OD.
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Las curvas correspondientes al consumo de oxigeno y la variacion en el OD en el tiempo (Figuras
5-11B y 5-12B), mostraron un comportamiento inverso para las escalas de proceso STR-50L VPIy
STR-4000L, es decir, a medida que aumentd consumo de O,, disminuyd la concentracion de OD.
En el ensayo STR-50L VPI, y en general en los ensayos realizados a escala de laboratorio, el
maximo consumo de oxigeno se presentd el segundo dia de cada montaje, a escala piloto este
consumo maximo solo se dio hasta el dia cuatro. En todos los ensayos los consumos minimos se
presentaron el primer y ultimo dia de proceso. Si bien al inicio las concentraciones de OD fueron
altas en todos los ensayos, a medida que trascurre el tiempo esta concentracion disminuye
considerablemente en el ensayo a escala piloto y se mantiene apreciablemente mas baja entre los
dias 4 y 10.

En la Tabla 5-6 se resumen los coeficientes de transferencia de masa, consumo maximo de oxigeno
y concentracion minima de OD, estimados para todas las escalas. El coeficiente de transferencia
més bajo se present6 en el ensayo STR-4000L (0.35min™), siendo cuatro veces mas pequefio que el
segundo més bajo, 1.41 min™en STR-50L VPI. El k,a mas alto, 2.03 min™, se alcanzd en el ensayo
STR-50L P/V. En contraste con lo anterior los consumos de oxigeno mas altos ocurrieron en los
ensayos de STR-50L VIP y STR-4000L, con velocidades de 1.96 mg/L.min y 1.31 mg/L.min. La
concentracién mas baja de OD (1.26 mg/L) se presentd a escala piloto durante el cuarto dia de

proceso.

Tabla 5-6: Coeficiente de transferencia de masa (k_a), concentracion minima de OD y consumo

maximo de oxigeno en los ensayos de biooxidacion a diferentes

L Consumo
Concentracion L.
k,a . maximo de
Ensayo It minima de OD .
(min™) (mg/L) oxigeno
g (mg/L.min)
STR-5L 1.99 5.79 1.14
STR-50L VPI 1.41 5.02 1.96
STR-50L P/V 2.03 6.00 1.03
STR-4000L 0.35 1.26 1.31

5.3.7 Caracterizacién mineralogica del proceso de biooxidacion

A continuacion se presentan los resultados inherentes a la mineralogia de los residuos biooxidados
en las diferentes escalas. Para iniciar, en la Figura 5-13 se aprecian los difractogramas asociados al
ensayo STR-4000L. De dicho ensayo se analizaron por DRX muestras correspondientes a los dias

0, 10 y 18. Se observo que con el transcurso del tiempo aparecen nuevos picos todos relacionados
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con la jarosita (KFes**(SO.),(OH)s). En los difractogramas obtenidos para las muestras

biooxidadas a nivel de laboratorio los resultados fueron similares.
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Figura 5-13: Difractogramas para el ensayo de biooxidacion a escala piloto. Nomenclatura de

fases minerales: albita (Ab), anortita (An), arsenopirita (Apy), calcita (cal), calcopirita (Ccp),

clinocloro (Clc), cuarzo (Qtz), brushita (Bsh), esfalerita (Sp), feldespato (Fsp), galena (Gn),

jarosita (Ja), moscovita (Ms), pirita (Py).

Ademas de la aparicion de nuevos picos, se observé una disminucion en intensidad de picos
importantes asociados a la pirita (33°) y un aumento en el pico mas representativo del cuarzo (26°).
En la Figura 5-14 se aprecia ademas, que el decrecimiento en los picos de pirita, particularmente el
ubicado en 33°, varia dependiendo del ensayo, donde la caida mas drastica se observa en el ensayo
STR-50L VPI (Figura 5-14C), y los decrecimientos menos pronunciados en los ensayos Matraz-

150ml (Figura 14A) y STR-4000L dia 10 (Figura 5-14E).
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Figura 5-14: Difractogramas para los ensayos realizados en diferentes escalas de proceso.
(A) Matraz-150ml. (B) STR-5L. (C) STR-50L VPI. (D) STR-50L P/V. (E) STR-4000L dia 10. (F)
STR-4000L dia 18. Brushita (Bsh), Jarosita (Ja), pirita (Py), quarzo (Qtz)
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En la Figura 5-14 se observa también la aparicion de un pico, aproximadamente en la posicion
11.7¢°, asociado al mineral brushita, esta fase solo se presentd en los ensayos realizados a nivel de

laboratorio.

Consecuente con lo observado en la Figura 5-4, la cuantificacion de las fases (Tablas 5-7 y 5-8)
indicé que la menor cantidad de pirita se present6 en el ensayo STR-50L-VPI, con una
disminucién del 44.4% respecto a la muestra sin tratar, y la mayor concentracion se encontr6 en el
ensayo STR-4000L dia 10. El ensayo con la més alta concentracién de jarosita fue STR-4000L dia
18, la més baja fue hallada en STR-4000L dia 10. A medida que disminuyd la cantidad de pirita se
concentrd la ganga, gque incluye los minerales cuarzo, moscovita, clinocloro, feldespato, albita,
anortita y calcita. Las cantidades de brushita y otros sulfuros (esfalerita, arsenopirita, galena y

calcopirita) presentaron comportamientos muy variables respecto al tipo de ensayo.

Tabla 5-7: Proporciones relativas de minerales y fases formadas determinadas a partir de DRX

Muestra Ganga _ .Sulfuros (%) Pre.cipitados (%).
(%) Pirita Otros Jarosita Brushita

Sin tratar 64.14 34.14 1.81 0.00 0.00
Matraz-150ml 66.13 24.45 0.41 5.91 3.08
STR-5L 63.32 24.66 0.83 6.37 4.58
STR-50L VPI 66.63 18.97 2.01 6.32 6.07
STR-50L P/V 66.33 20.66 1.65 6.37 5.15
STR-4000L dia 10 68.60 25.30 1.90 4.10 0.00
STR-4000L dia 18 68.71 21.90 1.60 7.70 0.00

Tabla 5-8: Proporciones relativas de otros sulfuros determinadas a partir de DRX.

Otros sulfuros (%)

Muestra Arsenopirita  Calcopirita  Esfalerita  Galena
Sin tratar 0.29 0.43 1.01 0.08
Matraz-150ml 0.07 0.22 0.11 0.00
STR-5L 0.00 0.66 0.06 0.11
STR-50L VPI 0.21 1.76 0.03 0.01
STR-50L P/V 0.33 1.00 0.23 0.10
STR-4000L dia 10 0.60 1.00 0.20 0.10
STR-4000L dia 18 0.58 0.71 0.30 0.10

Los andlisis por FTIR arrojaron los espectros que se presentan en las Figuras 5-15 y 5-16. En la
Figura 5-15, correspondiente a los espectros del ensayo a escala piloto, se observa que a medida

que transcurre el tiempo, comienza a aparecer dos pequefias bandas en 1191 cm™ y1085 cm™, e
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incrementa la intensidad, aunque no de forma significativa, de la banda en 628 cm™, estas tres
bandas corresponden a vibraciones y estiramientos de los grupos funcionales asociados a la
jarosita. Las deméas bandas caracteristicas de éste espectro estan asociadas a cuarzo, moscovita y
pirita, minerales encontrados previamente mediante DRX en la caracterizacion mineralégica inicial
del residuo (capitulo 2).

La Figura 5-16 presenta de forma simultanea los espectros de FTIR para las muestras de mineral
procedentes de las distintas escalas de proceso (laboratorio y piloto). Realmente no se apreciaron
diferencias significativas. En general la intensidad y cantidad de bandas fue muy similar para todas
las muestras.

Transmitancia (%)

Py
= STR-4000Ldia O e

Ja
= STR-4000L dia 10

——— STR-4000L dia 18 Ms

I I I I I T I I l I I I l l I I I I
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Figura 5-15: Espectros de FTIR para el ensayo de biooxidacion realizado a escala piloto. Cuarzo
(Qtz), jarosita (ja), moscovita (Ms), pirita (Py).
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Figura 5-16. Espectros de FTIR para los ensayos de biooxidacion realizados a diferentes escalas
de proceso. Cuarzo (Qtz), jarosita (ja), moscovita (Ms), pirita (Py).

En las micrografias obtenidas por SEM (Figura 5-17), se observé que independientemente del tipo
0 procedencia de la muestra, todas los granos de pirita presentaron caracteristicas inherentes a su
oxidacion, es decir, pits, surcos o golfos de corrosidn. Estas caracteristicas se hicieron bastante
evidentes cuando se comparé con un grano de pirita proveniente del mineral sin tratar, el cual no
presento alteraciones significativas en su superficie (Figura 5-17A).

La Figura 5-18, presenta micrografias adicionales asociadas a cada uno de los ensayos de
biooxidacion. Estas imégenes exhiben la formacion de aglomerados en todas las muestras, los
cuales, de acuerdo a los andlisis microquimicos, se caracterizaron por la presencia de altas
concentraciones de Si, cantidades variables de Fe, Al, K'y S, y bajas concentraciones de Na y Mg
en los ensayos STR -50L VPl y STR-50L P/V respectivamente (Figuras 5-18C y 5-18D)
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Figura 5-17: Micrografias de SEM
correspondientes a piritas  biooxidadas
durante las distintas escalas de proceso. (A)
Pirita sin biooxidar. (B) Matraz-150ml. (C)
STR-5L. (D) STR-50L VPI. (E) STR-50L
P/V. (F) STR-4000L dia 10. (G) STR-4000L

dia 18. UMALMED
Zeky

UNALMED
2ekuy

F 3
=
UNALMED : , UNALMED
Z28kUL ! = 28kU X1, 568

UNALMED WRALMED

Z8kV X2, 380 18»m Z28kV X988 20 rm




Capitulo 5

133

Spectrum 1
K
Si
Al
[o] S
e K Fe
K A Fe
T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Full Scale 839 cts Cursor: 3.146 keV (9 cts) kev|
K Spectrum 2|
Si
Al
[o]
s LS &
e ﬂ K /: Fe
T T T T T 1 T
1 2 3 4 5 6 7
Full Scale 356 cts Cursor: 2.742 keV (7 cts) keV]
si Spectrum 10|
K Al
o s
K
e Fe
Na K ’ l Fe
T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Full Scale 1281 cts Cursor: 2.742 keV (33 cts) keV]|
Spectrum 8|
Si
Al
K
(o]
g S Fe
K A_Fe
T T Ll T . T T T S T T
1 2 3 4 5 6 7 8
Full Scale 1681 cts Cursor: 3.261 keV (152 cts) keV|
T00m Electron Image 1
Spectrum 6|
Fe
\ K Fe
T T  phaas i | T T T
1 1 2 3 4 5 6 7 8
Full Scale 841 cts Cursor: 3.261 keV (393 cts) keV|

om ‘Blectron image 1

Figura 5-18: Micrografias de SEM para las distintas escalas de proceso. (A) Matraz-150ml

STR-5L. (C) STR-50L VPI. (D) STR-50L P/V. (E) STR-4000L.
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5.3.8 Cianuracién de muestras biooxidadas

En la Tabla 5-9 se presentan los resultados de cianuracion de las muestras biooxidadas en las
diferentes escalas de proceso, de una muestra de mineral sin tratar y de uno de los controles
abidticos presentados en el capitulo 4. Los mejores resultados de extraccion de oro se apreciaron
en el ensayo STR-50L VIP, con un porcentaje total de 27.8%; después de éste, las mayores
recuperaciones fueron obtenidas desde los ensayos STR-50L P/V y STR-4000L, dia 10. En el
ensayo de biooxidacion STR-4000L dia 18 se aprecio la méas baja recuperacion con un 13.7%. En
general la recuperacion del metal aument6 considerablemente en las muestras biooxidadas respecto
a la de la muestra sin biooxida y al control abidtico. EI consumo de cianuro present6 una relacién
inversamente proporcional al porcentaje de recuperacién, donde los mayores consumos del

reactivo se presentaron para la muestra sin tratar y el ensayo STR-4000L dia 18.

Tabla 5-9: Resultados de cianuracion para las muestras biooxidadas y la muestra sin tratar

Muestra Oro recuperado _ Consumo de
(%) cianuro (Kg/Ton)

Sin tratar 1.1 0.5
Control abidtico STR-5L 1.7 2.4
STR-5L 15.8 2.6
STR-50L VPI 27.8 0.8
STR-50L P/V 18.3 3.9
STR-4000L dia 10 18.3 3.1
STR-4000L dia 18 13.7 4.2

Nota: El control abidtico STR-5L corresponde al Blanco 500 r.p.m sin control del pH, cuyas cinéticas y

resultados de oxidacion se presentan en el capitulo 4.

5.3.9 Neutralizacion de residuos generados a escala piloto.

Al finalizar del proceso de biooxidacion en el reactor de 4000L, tanto el liquido como el mineral
sobrante fueron neutralizados para proceder con su disposicion final. Para la neutralizacion se
emplearon aproximadamente de 100 kg de cal. Una vez se descarto la fase liquida, se tomé una
muestra representativa del mineral neutralizado, se dejo secar y se analizd a través de difraccion de
rayos X (DRX), resultados que se presentan en la Figura 5-19. La cuantificacion de las fases

presentes en el residuo biooxidado y posteriormente neutralizado se presentan en la Tabla 5-10.
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Figura 5-19: Difractograma de muestra neutralizada y recuperada del tanque de biooxidacion de
4000L. albita (Ab), anortita (An), arsenopirita (Apy), calcita (cal), calcopirita (Ccp), clinocloro
(Clc), cuarzo (Qtz), brushita (Bsh), esfalerita (Sp), feldespato (Fsp), galena (Gn), jarosita (Ja),
moscovita (Ms), pirita (Py), yeso (Gp)

El difractograma de la muestra biooxidada y posteriormente neutralizada con cal, muestra la
aparicion de una nueva fases catalogada como yeso. El pico mas representativo del yeso ubicado
en 11.8° presenta una intensidad considerablemente mayor respecto a los demas picos. Se observa
también la disminucién en intensidad del pico de la pirita localizado a 33°. Mediante la
cuantificacion de las fases se estim6 que la concentracion aproximada de yeso fue de 40.22%,
seguida por el cuarzo (18.67%), la pirita (14.70%) vy la calcita (8.79%)

Tabla 5-10: Proporciones relativas de fases minerales presentes en el residuo neutralizado

Concentracion de fases minerales (%0)

Pirita Esfalerita Arsenopirita  Calcopirita Galena Jarosita Yeso
14.70 0 0.05 0.08 0 0.36 40.22
Cuarzo  Clinocloro Albita Moscovita Feldespato  Calcita  Anortita

18.67 0.87 541 3.29 1.88 8.79 5.68
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5.4 Discusion

En el presente capitulo se evalu6 la biooxidacion de residuos mineros en diferentes escalas de
proceso. Como se pudo apreciar en la metodologia, el montaje de los ensayos a lo largo de cada
volumen de trabajo requiri6 del cambio en ciertas condiciones. A nivel de laboratorio,
especificamente en 150ml, ademas de usar una configuracion de reactor diferente (erlenmeyers o
matraces), fue posible esterilizar en autoclave todos los implementos de trabajo y se emplearon
reactivos grado analitico y agua destilada. Al pasar a reactores de tanque agitado de 5L, se cambio
la forma de homogenizar la suspension, la esterilizacion de los reactores se realiz6 través de
compuestos quimicos como hipoclorito, y hubo un suministro permanente de oxigeno. En 50L,
usar agua destilada no fue una opcién debido al gran volumen requerido, y la esterilizacion del
medio y el mineral no se pudo garantizar. A escala piloto, emplear reactivos grado analitico resulté
inviable por las cantidades requeridas y los costos asociados a este tipo de reactivos, por lo que se
emplearon reactivos grado comercial y agua corriente, la esterilizacion fue practicamente
imposible, tampoco se controlé la temperatura. El tipo de cambios previamente mencionados, en
ocasiones son inevitables en el escalado debido a la complejidad y costos que supone aumentar el
volumen de un proceso con el fin Gltimo de incrementar la productividad, sin embargo también
pueden ser los responsables de las diferentes eficiencias de biooxidacién entre escalas (Quintero,
1981; Junker, 2003).

5.4.1 Efecto del escalado sobre las cinéticas de biooxidacion

De manera general e independiente del volumen de trabajo, el comportamiento de las cinéticas a
escala de laboratorio fue muy parecido, aumentos graduales en los valores del potencial redox,
concentracion celular, Fe**, Fe total y SO, en solucién, asi como incrementos iniciales del pH,
seguido de un decrecimiento hasta el final de cada proceso. A escala piloto sin embargo, se
presentaron en la mayoria de las cinéticas fases de latencia de aproximadamente 48 horas. Si bien
el arranque en planta piloto no fue ideal, se puede decir que el proceso en cada escala fue
relativamente favorable para la biooxidacion de los residuos de La Maruja (Rodriguez et al., 2003;
Zapata, 2006; Zhang et al., 2008; Caicedo et al., 2012).

Como es sabido los aumentos iniciales en el pH (Figuras 5-2A y 5-6A) , pueden deberse a tres
razones, el consumo de acido por las fases silicatadas y el carbonato calcita , el consumo de acido

por los monosulfuros, y al consumo de H* por las bacterias durante la oxidacion del Fe* (Garcia et
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al., 1995; Stromberg y Banwart, 1999; Sand et al., 2001; Mason y Rice, 2002; Da Silva, 2004,
Sampson et al., 2005; Ballester, 2005; Gémez y Cantero, 2005; Carretero et al., 2011). En los
ensayos aqui presentados se considera que cada una de estas razones influyé en alguna medida. Por
un lado los controles abidticos de los ensayos en capitulos anteriores aumentaron
considerablemente el pH, indicando un consumo quimico de acido asociado a los minerales
presentes en el residuo de La Maruja. Adicionalmente el aumento del pH coincide en el tiempo con
los decrecimientos méas importantes del Fe*? y si este ion ferroso es oxidado por las bacterias
necesariamente hay un consumo de hidrogeniones. En los ensayos a nivel de planta piloto este
aumento del pH fue méas prolongado y alto. Se cree que durante los dos primeros dias el
incremento estuvo determinado por el consumo quimico de las fases consumidoras de acido en el
mineral, siendo que durante este lapso el Fe*? en lugar de oxidase aumenté su concentracion,
sugiriendo que las reacciones de oxidacion biol6gicas poco o nada influyeron en el pH. No
obstante el aumento hasta al méximo pH entre los dias dos al cuatro, si pudo ser consecuencia de la
accion microbiana, donde gran parte del Fe*? generado en las primeras 48 horas fue biooxidado en
un 69%. Por otro lado y como se sugiri6 en los ensayos de agitacion (capitulo 4), la acidificacion
posterior de todos los ensayos en el escalado fue debida a la oxidacion de la pirita cuyo
subproducto es acido sulfarico (Dew et al., 1997; Schippers et al., 1999; Zhang et al., 2008), esta
acidificacion en ninguno de los ensayos superd el intervalo tolerado por A. ferrooxidans, 1.2 -2.0
(Battaglia et al., 1994; Dew et al., 1997; Valdés et al., 2008; Rivadeneira, 2011).

Las cinéticas de los parametros potencial redox, crecimiento celular, consumo de Fe*? y generacion
de Fe™ (Figuras 5-2B, 5-3, 5-4, 5-6 y 5-7) indicaron actividad microbiana, aunque su eficiencia
vario de acuerdo a las escalas o volimenes de trabajo. En el reactor de 50L se aprecié una
actividad microbiana alta, superior 1.3 veces a la observada en los reactores de menor volumen. En
los reactores de 150ml y 5L la actividad fue muy parecida a la presentada durante la adaptacién
(capitulo 3) y los ensayos de agitacion y pH (capitulo 4). A nivel piloto se presentaron eficiencias
intermedias, siendo que hasta el dia 10 se alcanzaron resultados similares a los ensayos en 150ml y
5L, y para el final del proceso donde las cinéticas comenzaron a caer (dia 18), las concentraciones
totales de Fe*® fueron semejantes a las obtenidas en el reactor de 50L. Correlacionados con los
datos del Fe*?, Fe® y potencial redox, se presentaron las velocidades de disolucion y
concentraciones de Fe total y SO, (Figuras 5-5 y 5-8), donde las mayores solubilizaciones
ocurrieron en los ensayos de 50L y 4000L (dia 18). Se considera que esta actividad diferencial

entre escalas fue una consecuencia de las condiciones cambiadas entre escalas.
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A nivel de matraces, se observaron los mas bajos potenciales de 6xido-reduccion, relacionados a su
vez con una acumulacion de Fe*?. Dada la importancia del oxigeno en un proceso aerobio, y en
especial en una biooxidacion donde participa como principal aceptor de electrones en las
reacciones redox del hierro (Das et al., 1999; Maier et al., 2004), es posible que la acumulacion del
ion ferroso sea consecuencia de una baja disponibilidad de oxigeno en el sistema. Se conoce que el
trabajo con erlenmeyers ofrece maltiples ventajas, entre ellas su economia y la posibilidad de
evaluar simultaneamente mdltiples experimentos, no obstante el suministro de oxigeno puede
Ilegar a ser limitado si la demanda microbiana excede la capacidad de transferencia a través de la
interfaz gas-liquido (Veglio et al., 1998; Garcia y Gomez, 2009). Para este ensayo se encontro
ademas el mayor crecimiento celular; en principio resulta ilégico un alto crecimiento microbiano
acompafiado de una acumulacién de Fe*? y una velocidad de generacion de Fe*® considerable.
Pues bien, Rohweder et al. (2003) y Valdés et al. (2008), reportan que A. ferrooxidans bajo
condiciones limitadas de oxigeno en lugar de oxidar el Fe*?, reduce Fe*®, haciendo posible que en
el sistemas de biooxidacion se den dos fendmenos, las bacterias con acceso al oxigeno oxidan el
Fe*?y aquellas sometidas a condiciones de anaerobiosis, probablemente las adheridas al mineral
gue no se alcanza a suspender, reducen el Fe*®, estos dos procesos en conjunto darian lugar al
incremento del Fe*?en el sistema, la produccién de Fe* y al crecimiento celular. Finalmente y pese
a las limitaciones que pudieron presentarse a nivel de erlenmeyer, las cinéticas y velocidades de
generacion de Fe total y SO4?, fueron muy similares a las obtenidas en el reactor de 5L, por lo que

a nivel global la disolucion del mineral no resulto significativamente afectada.

De acuerdo a Doran (1998), es comin que el aumento en escala conduzca a una pérdida o
variacién en el rendimiento del proceso, pérdidas que pueden o no recuperarse. En el presente
escalado se observé un comportamiento contrario, especialmente a nivel de laboratorio. Aungue se
cambiaron algunas condiciones, como el tamafio de los reactores, la pureza de los medios,
condiciones de esterilidad, entre otras, parece ser que estos cambios trajeron consigo efectos
positivos sobre la biooxidacion del residuo. Como observa en la Figura 5-10 el porcentaje de Fe
total y SO, solubilizados fue mucho mayor en los reactores de 50L comparado con los reactores

de menor volumen.

Como se menciond previamente, una de las variaciones mas importantes entre ensayos fue el
cambio de la calidad del agua. Se conoce que el agua potable o de grifo presenta caracteristicas
fisicoquimicas que pueden dar lugar a fendmenos de corrosion en la infraestructura hidraulica

(Trujillo et al., 2008). La corrosion se define como una oxidacién acelerada y continua que
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desgasta y afecta la integridad fisica de los objetos (Cortes y Ortiz, 2004), y en caso de un proceso
de biooxidacién estos objetos pueden ser los granos de sulfuros. La alcalinidad, pH y los residuos
desinfectantes presentes en el agua son los principales factores que influyen el proceso de
corrosion (Rahman et al., 2007; Trujillo et al., 2008).

En linea con lo anterior y teniendo presente las caracteristicas de un sistema de biooxidacion, la
alcalinidad inicial inherente al tipo de agua puede no ser un factor que contribuya con la corrosion
de los residuos, ya independientemente del agua que se emplee, una vez iniciado el proceso el
contacto con los carbonatos y silicatos presentes en el mineral serian quienes definan su alcalinidad
(Escalona, 1999). El pH en todos los ensayos se fijo inicialmente en 1.8, por lo que este tampoco

se considera un factor relevante.

Segun los reportes de calidad publicados por Empresas Publicas de Medellin (EPM), el contenido
de cloruros y cloro proveniente de los procesos de desinfeccion, oscilo alrededor de 14.5 mg/L y
0.97 mg/L respectivamente, durante los meses de octubre, noviembre y diciembre del 2013
(tiempo en que fueron realizados los experimentos con agua de grifo), concentracion superior a la
reportada como maxima para el agua destilada, < 5mg/L de cloruros (Rodes et al., 2010). Es
posible que la presencia relativamente mayor de cloruros y cloro en el agua de grifo, haya
conducido a la generacion de fendmenos electroquimicos no presentados en los ensayos con agua
destilada, los cuales a su vez originaron una corrosion galvanica del mineral contribuyendo con la
oxidacion global de los sulfuros (Yuan, 2012). Se ha demostrado que las velocidades de lixiviacion
de sulfuros en soluciones con presencia de cantidades bajas de cloruros pueden ser mas altas que
en los medios con sulfato (Tao el at., 2014). Liang et al. (2012) encontraron gue con la adicion de
NaCl, el proceso de disolucién de calcopirita fue facilitado debido a que se redujo la acumulacion
de azufre elemental sobre la superficie del mineral. De igual manera Kinnunen y Puhakka (2004)
incrementaron la produccién de iones de cobre agregando 0.25 g/L de CI" en el sistema de
biolixiviacion. Si bien los cloruros presentan un efecto inhibitorio sobre A. ferrooxidans
ampliamente documentado (Dew et al, 1997; Gericke, 2009; Sekhar et al., 2009b; Sekhar et al.,
2010; Akcil et al., 2014), las concentraciones de estos en el agua no fueron lo suficientemente altas
para resultar nocivas. Sekhar et al. (2009b) encontraron que concentraciones de cloruros de 4 g/L
(110mM) son letales para la oxidacion de pirita por consorcios microbianos. Por su parte Shiers et
al. (2005) y Akcil et al. (2014) reportan que concentraciones superiores a 7 g/L de NaCl reducen
hasta en un 50% la velocidad de crecimiento de cultivos mixtos conformados por microorganismos

acidofilos.
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Ademaés de la variacion en la calidad del agua, las condiciones de esterilidad también cambiaron
para los reactores de 50L y 4000L. En principio la no esterilidad en estos sistemas, no se considerd
un problema relevante, ya que las grandes cantidades de &cido sulfarico y bajas concentraciones de
nutrientes en las cuales puede crecer A. ferrooxidans, resultan inhéspitas para la mayoria de los
microorganismos (Mason y Rice, 2007). Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que otras
bacterias presentes en el residuo sin esterilizar se hayan desarrollado en los sistemas de reaccion y
hayan contribuido con la oxidacion del mineral, incrementando asi los porcentajes de Fe y SO,
lixiviados en 50L. Cuando en un reactor hay mas de una especie microbiana, es comdn que a través
del tiempo se vayan seleccionando las poblaciones microbianas mas resistentes y eficientes, dando
lugar a condiciones favorables para la disolucién de los minerales (Gericke, 2009; Demergasso et
al., 2011; Sekhar et al., 2012). Segun Demergasso et al., 2011 y Sekhar et al. (2012) y la
esterilizacidon realmente no es requerida para un sistema de biooxidacion a escalas grandes, ya que
independientemente del tipo de microorganismos presentes, el objetivo del proceso es degradar

minerales eficientemente.

Aunque en términos generales el proceso a 4000L funciondé y se obtuvieron resultados
comparables con los ensayos a nivel de laboratorio, sus cinéticas fueron relativamente més lentas,
particularmente los primeros dos dias del ensayo. Los conteos celulares desde el inicio de este
proceso, indicaron una concentracion celular mas baja que la de los ensayos a nivel de laboratorio,
es decir que en esta escala las bacterias debieron oxidar la misma proporcion de mineral que en los
ensayos de menor volumen, pese a su menor cantidad. Esta relacion [células]/[mineral], sumada a
la calidad del medio de cultivo, posiblemente resultaron desfavorables para el ensayo a nivel de

planta piloto, conduciendo a la reaparicion de la fase lag.

Adicionalmente, la temperatura del proceso a escala piloto no pudo ser controlada, por lo que su
regulacién dependi6 de las condiciones ambientales y de las reacciones exotérmicas inherentes al
proceso de biooxidacion (Figura 5-9), segun Hayward et al. (1997) y Dew et al. (1997), dichas
reacciones tienen asociado un calor de reaccion de 5.8kW/m® y 12.88kJ/kg de mineral. Pese al
calor proveniente desde las reacciones y al que pueda generarse por los efectos de la agitacion, la
temperatura en este sistema vari6 en el tiempo, logrando valores altos solo entre los dias cuatro y
ocho donde la velocidad de crecimiento y la velocidad de generacion de Fe total y SO4? fueron
maximas. La dependencia reciproca de las reacciones quimicas y bioldgicas con la temperatura, y

el modo de operacion en que fue realizado el proceso (discontinuo), parecen haber impedido que
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el sistema mantuviera unas condiciones Optimas y estables para el desarrollo de A. ferrooxidans,

especialmente al inicio y final del ensayo donde la temperatura permanecio alrededor de 25°C.

De acuerdo a la literatura, las bacterias meséfilas pueden crecer entre los 25°C y 45°C, y el rango
Optimo para A. ferrooxidans oscila entre los 28 y 32°C (Rossi, 1990; Dew et al., 1997; Das et al.,
1999), temperaturas superiores al éptimo desactivan la oxidacion debido a la desnaturalizacién de
enzimas esenciales, y temperaturas inferiores desfavorecen la velocidad de crecimiento celular. En
la Figura 5-19 se presenta la relacion entre la velocidad maxima de crecimiento y la temperatura
(Gémez y Cantero, 1998). Con base en lo anterior es muy posible las bajas temperaturas iniciales

también contribuyeron con la reaparicion de la fase de latencia en el proceso de 4000L.
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Figura 5-19: Predicciones teoricas y datos experimentales de la velocidad especifica maxima de
crecimiento (h™) para A. ferrooxidans versus la temperatura. ® Experimental; —Teorica. Tomado
de Gémez y Cantero (1998).

5.4.2 Criterios de escalado e hidrodinamica

Uno de las prioridades en el escalado de un proceso es trasladar las condiciones de operacion de un
tanque a otro, de tal manera que se asegure una semejanza en el ambiente al con el cambio del
volumen (Quintero, 1981). La similitud geométrica es uno de los métodos mas usados para
duplicar patrones de mezcla, especialmente en un proceso de biooxidacién donde mantener una
adecuada mezcla es necesario para una buena transferencia de masa y calor, suspension de los
solidos y minimizar el desarrollo de gradientes de concentracion, temperatura y pH en el interior
del tanque (Gormeley, 1992).
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Usualmente para garantizar la semejanza entre escalas se recurre a una serie de criterios. En este
trabajo, se decidié evaluar el efecto de mantener constantes la potencia por unidad de volumen
(Ecuacion 4.1) y velocidad en la punta del impulsor (Ecuacion 4.2), su eleccion se realizd con base
en el tipo de proceso, en el que prima la necesidad de mantener una buena mezcla y con ésta el
contacto entre las fases liquida, sélida y gaseosa, y por supuesto que garantice viabilidad celular.
Por un lado, la potencia por unidad de volumen ademés de ser el criterio méas utilizado en el
escalado de procesos bioldgicos, permite mantener un nivel adecuado de mezcla en el tanque, su
gran limitante es que incrementa el estrés hidrodindmico sobre las bacterias (Garcia y Gomez,
2009). En contraste la velocidad en la punta del impulsor constante, disminuye el estrés
hidrodindmico, determinando el méaximo esfuerzo de corte en el tanque e influyendo en el tamafio
y distribucion de las burbujas, sin embargo se corre el riesgo de reducir la potencia y
consecuentemente las velocidades de transferencia de oxigeno (Quintero, 1981; Garcia y Gomez,
2009).

El efecto de estos criterios de escalado se hizo evidente en las cinéticas de biooxidacion, en los
parametros hidrodindmicos (Tabla 5-5) y en los k.a estimados (Tabla 5-6). Manteniendo la
potencia por unidad de volumen constante (P/V), el valor del nimero de Reynolds aumentd
significativamente respecto al del criterio velocidad en la punta del impulsor (VPI), indicando que
con P/V se mantiene una buena la mezcla medida desde la magnitud de su turbulencia y el
coeficiente de transferencia de masa; no obstante, esto también implicé un ligero aumento en el
esfuerzo cortante, la disminucién el tamafio de los eddys y el aumento del consumo de potencia.
Cuando se escal6 conservando la velocidad en la punta del impulsor, se redujo la turbulencia, el
esfuerzo cortante y el consumo de potencia. En estos ensayos, al igual que en los presentados en el
capitulo 4, la presencia de remolinos no constituyé un problema para las bacterias, ya que el
tamafio es estos es mucho mayor que el de las células de A. ferrooxidans (Joshi et al., 1996;
Trujillo y Valdez, 2006).

Si bien mantener la P/V dio lugar a una mezcla mas homogénea del sistema, también pudo ser el
causante de un aumento en el estrés hidrodindmico como lo sugieren Garcia y Gdmez (2009), de
tal manera que los porcentajes de Fe y SO, totales disueltos y el consumo de oxigeno se vieron
levemente reducidos en comparacion con los obtenidos manteniendo VPI. Es muy posible que el
aumento de la turbulencia en el ensayo STR-50L P/V haya incrementado las colisiones particula-
célula, disminuyendo la viabilidad de las bacterias y por ende afectando el proceso global de
biooxidacion (Deveci, 2002 y 2004).
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5.4.3 Concentracién de oxigeno disuelto y consumo de oxigeno

El escalado hasta 4000L a partir del criterio velocidad, demostré que efectivamente el coeficiente
de transferencia de masa asociado al oxigeno se ve disminuido cuando se escala manteniendo la
velocidad en la punta del impulsor (Garcia y Goémez, 2009). En general lograr una aireacion
eficiente en reactores de grandes volumenes es una tarea dificil y puede convertirse en la operacion
mas costosa de todo el proceso (Sekhar et al., 2012). De acuerdo a Jaeheon (2011) la concentracion
de oxigeno disuelto en un proceso a nivel comercial oscila entre 2-3 ppm, relativamente menor a la

gue puede alcanzarse en procesos a nivel de laboratorio.

La disminucion en el k,a, trae consigo disminuciones en el OD del sistema y esto a su vez limita el
proceso de oxidacion del Fe*. En todos los procesos a escala de laboratorio la concentracion
minima de oxigeno permaneci6 por encima de 5.0 mg/L (Tabla 5-6), lejos de la concentracion
critica establecida para un proceso de biooxidacién, 1.0 mg/L segun Gericke (2009). Sin embargo,
en el reactor de 4000L la concentracion minima estuvo cerca de la concentracion critica poniendo
en riesgo el proceso. Esta concentracion minima fue alcanzada durante el cuarto dia donde se
observo la temperatura més alta, la maxima caida en la concentracion de Fe*? y el mayor consumo
de oxigeno. Lo anterior muestra que una vez se fijan factores como el caudal de aire y la velocidad
de agitacion, son la temperatura y la actividad microbiana, en conjunto con el k,a, quienes estarian

determinando los cambios en el OD disuelto a lo largo del proceso a escala piloto.
5.4.4 Mineralogia del proceso de biooxidacion

Como se presentd en el capitulo 4, los difractogramas evidenciaron el efecto de la oxidacién
biolégica del mineral en las distintas escalas de proceso a través de la reduccion significativa de los
picos de pirita. El ensayo con las mas alta disolucion de Fe y SO, (STR-50L VPI) present6 a su
vez la mayor reduccion en el porcentaje de pirita, lo que era de esperase debido a que el Fe y SO,?

corresponden a los productos més importantes de la disolucion de ésta fase mineral (Sand, 2001).

Los difractogramas obtenidos por DRX (Figuras 5-13 y 5-14) y los analisis por FTIR (Figuras 5-15
y 5-16) presentaron resultados similares a los descritos en el capitulo 4, corroborando la formacion
de jarosita. La jarosita es un subproducto indeseado por sus efectos adversos sobre el proceso de
biooxidacion, entre ellos, la disminucién de Fe™ en la solucién debido a que es absorbido por el
hidrégeno disulfato, y por su capacidad de depositarse sobre la superficie del mineral, inhibiendo
de esta manera los sitios activos para la oxidacion y consecuentemente reduciendo las velocidades

de biooxidacion (Dew, 1997; Daoud y Karamanev, 2006). Las concentraciones estimadas de
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jarosita fueron consistentes, en la mayoria de los ensayos, con las concentraciones de Fe y SO,
precipitados. En los ensayos realizados a 4000L se aprecid un ligero incremento en la
concentracién de jarosita desde dia 10 al 18, pese a que las condiciones de pH permanecieron en el
rango de los ensayos a nivel de laboratorio (realizados durante 10 dias). Se considera que el tiempo
del proceso también podria influir en la precipitacion de este hidroxisulfato.

Tal como ocurrié en los ensayos de agitacion (capitulo 4), los muestras biooxidadas a nivel de
laboratorio presentaron brushita, Ca(PO;OH)-2H,0, una fase que se forma tras la reaccion del
HPO,? proveniente del fosfato acido di potasico (K,HPO,) del medio T&K, y el calcio (Ca)
procedente del mineral (Arroyave, 2008). En el ensayo a nivel de planta piloto, esta fase no se
formd, posiblemente consecuencia del grado de pureza de las sales empleadas para la elaboracion
del medio de cultivo.

En los micrografias obtenidas por SEM (Figura 5-17) se evidencia nuevamente la oxidacion de la
pirita a través de la aparicion de texturas tipicas como golfos de corrosion, pits y surcos (Arroyave,
2008). Estos patrones de corrosion han sido identificados y correlacionados con la actividad
bacteriana, donde la sustancia polimérica extracelular (SPE) facilita las reacciones de oxidacion
(Sand et al., 1995; Tributsch y Rojas, 2004; Ospina, 2010). Los surcos segin Bennet y Tributsch
(1978) se inician con la formacién en cadena de pequefios pits, seguida de una oxidacion
intensificada quimicamente a lo largo de dichas cadenas. Algunos surcos suelen coincidir con
direcciones estructuralmente controladas a nivel de la estructura cristalina del mineral, zonas
altamente reactivas por su alta energia superficial y que favorecen la oxidacion. Se cree que A.
ferrooxidans tiene la capacidad de distinguir regiones favorables en la superficie del mineral desde
la cuales puede obtener energia, por lo general estos sitios corresponden a aquellos con mas
defectos superficiales (Bennett y Tributsch, 1978; Ospina, 2010).

Las imagenes del SEM vy los anélisis microquimicos (Figura 5-18), hicieron visible la formacion de
aglomerados, interpretados por Arroyave, (2008) como productos de la saturacion del sistema en
iones tipo SO,2, Si0,*, Fe™, entre otros, los cuales precipitan y generan una matriz que aglutina
otros fragmentos de minerales. Estos iones ademas de los sulfuros, también pueden provenir de la

disolucidn de los silicatos por el acido del medio (Sand y Genhrke, 2006; Arroyave, 2008).
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5.4.5 Cianuracion

A partir de las cianuraciones se observo gque efectivamente el pretratamiento biooxidativo aumenté
los porcentajes de recuperacion de oro respecto a una muestra sin oxidar (Tabla 5-9). Estos
porcentajes a su vez presentan una relacion directa con el grado de oxidacién, donde ensayos como
STR-50L VPI con las mayores disoluciones de Fe y SO,?, y oxidacion de pirita, alcanzaron los
porcentajes de oro recuperado mas altos. Los resultados obtenidos son consecuentes con lo
reportado por Olson y Harvey (2011) quienes muestran una relacion proporcional entre el
porcentaje de oxidacion del sulfuro y la cantidad de oro recuperado. Ciftci y Akcil, (2010), por su
parte, encontraron que procentajes de oxidacion del sulfuro entre el 10% y 25%, conducen a una
recuperacion de oro baja, =~ 45%, y cuando el porcentaje de oxidacion supera el 30% la

recuperacion del metal incrementa de manera lineal.

Al analizar conjuntamente el porcentaje de jarosita producida y el consumo de cianuro en cada uno
de los montajes evaluados, se aprecia que el ensayo con mayor cantidad de jarosita (STR-4000L 18
dias) present6 un alto consumo de cianuro. Adicionalmente en este mismo ensayo (STR-4000L) se
observo una disminucién en el porcentaje de oro recuperado desde el dia 10 al dia 18, similar al
proceso de biooxidacion de pirita en reactores de tanque agitado reportado por Jaeheon (2011),
donde se obtuvo una recuperacion del metal del 89.9% con seis dias de biooxidacion y de 85.6%
luego de 28 dias. Ciftci y Akcil (2010) y Jaeheon (2011), sugieren que la recuperacion de oro no
solo esta determinada por el grado de oxidacion, en esta también influye la cantidad de jarosita,
quien ademas de recubrir el oro liberado evitando su recuperacion, parece presentar un efecto

cianicida

Aunque después de los tratamientos de biooxidacion se logré una recuperacién de oro
significativamente mayor a la del mineral sin pretratar, los porcentajes obtenidos no se comparan
con lo documentado la literatura. Zahari et al. (2003) reportan por ejemplo, recuperaciones del
65% y 44% de oro desde residuos mineros compuestos por pirita, arsenopirita y hemetita, en esta
investigacion se emplearon consorcios de A. thiooxidans, A. ferrooxidans, L. ferrooxidans y
Caldibacillus ferrivorus. Por otro lado Schippers et al. (2008), lograron recuperaciones de oro y
plata del 97% y 50%, respectivamente, luego de biooxidar durante 28 dias un residuo constituido
por pirita (60%), arsenopirita (35%), esfalerita, galena, calcopirita, entre otros; como agente
biooxidante emplearon un consorcio de A. thiooxidans, A. ferrooxidans, L. ferrooxidans. Desde
concentrados minerales sin previa cianuracion se han reportado recuperaciones de hasta entre 70-
94% (Natajaran et al., 2001; Arroyave, 2008; Ciftci y Akcil, 2010).
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Se considera, que una de las principales razones por las que en este trabajo se obtuvieron bajas
recuperaciones de oro, es la composicién mineraldgica del residuo, el cual estd constituido
fundamentalmente por pirita. Como se menciond desde el primer capitulo, la pirita es uno de los
sulfuros més dificiles de degradar, tanto por su estabilidad como por poseer una de las cinéticas de
disolucion mas bajas (Rossi, 1990; Tributsh, 2001). Sumado a esto, segiin Boon et al. (1999c¢) la
morfologia o estructura cristalina de la pirita influye su grado de reactividad, donde la pirita
euedral (altamente cristalina) que se presenta en el residuo, es la mas dificil de atacar. En el trabajo
de Schippers et al. (2008), donde gran porcentaje de los residuos también estaba compuesto por
pirita, la duracion del proceso fue tres veces mayor a la empleada en el presente trabajo
(particularmente en el escalado a nivel de laboratorio), esta quizd fue la causa por la que

obtuvieron tan altas recuperaciones.

Por otro lado, en todas las investigaciones citadas, emplean consorcios bacterianos para el proceso
de biooxidacién, lo cual indudablemente marca una diferencia significativa sobre la disolucion de
minerales (Zahari et al., 2003; Sekhar et al., 2012); cabe recordar que Leptospirillum ferrooxidans,
ademés de tener una mayor afinidad por el Fe*? también puede oxidar de forma més eficiente la
pirita euedral y soporta temperaturas mas altas y pH mas bajos que A. ferrooxidans (Norris et al.
1987; Boon et al., 1999c; Boon et al., 2003; Dopson, 2003; Olso, 2003; Valdés et al,. 2008). En
esta investigacién se us6 un monocultivo de una cepa comercial A. ferrooxidans debido a la

disponibilidad de cepas comerciales al momento de iniciar la investigacion.

5.4.6 Neutralizacion de residuos

La fase liquida en todos los ensayos de biooxidacion, fue neutralizada con cal hasta un pH cercano
a 7, el cual esta en el rango permitido por la legislacién colombiana para las aguas efluentes
(Decreto 1594 de 1984). El mineral biooxidado a nivel de panta piloto fue igualmente neutralizado,
generando un residuo constituido en su mayoria por yeso (Tabla 5-10). Este tipo de subproductos,
comunes en los procesos de biooxidacidn, pueden ser reciclados y/o usados en otros campos. El
agua por ejemplo, se puede emplear nuevamente para biooxidacion, ya que los iones y sales
disueltas en su mayoria son precipitados durante la neutralizacion. El yeso es un residuo que no
afecta el medio ambiente y se puede utilizar como materia prima en la agricultura o la industria
del cemento (Korcak, 1998; Caicedo et al., 2012).
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5.5 Conclusiones y recomendaciones

Al escalar el proceso de biooxidacion de los residuos de La Maruja, a nivel de laboratorio, se
incrementd la eficiencia medida desde el porcentaje de disolucion de hierro total, sulfatos y
oxidacion de la pirita, demostrando que el escalado no necesariamente presenta un efecto negativo

sobre los rendimientos de un proceso.

A través de los parametros hidrodindmicos se evidencio el efecto de los criterios de escalado,
potencia por unidad de volumen y velocidad en la punta del impulsor, sobre la biooxidacion de los
residuos de La Maruja, donde el primero contribuye con el aumento del estrés hidrodindmico
reduciendo la actividad celular, y el segundo disminuye las velocidades de transferencia de masa.

De acuerdo a los resultados de disolucién de los sulfuros, el porcentaje de oxidacion de la pirita 'y
la cantidad de oro recuperada, se afirma que de los criterios de escalado evaluados, el mas
adecuado para un proceso de biooxidacion de los residuos de La Maruja, es mantener constante la
velocidad en la punta del impulsor. Si bien es posible que este criterio limite la mezcla y la
transferencia de masa, reducir el estrés hidrodinamico sobre A. ferrooxidans parece traer mejores

resultados para el escalado del proceso particularmente a nivel de laboratorio.

Dependiendo de las condiciones que fueron modificadas a través del escalado, se presentaron
resultados positivos o0 negativos para el proceso. ElI cambio de la calidad del agua puede tener un
efecto positivo debido a que las caracteristicas fisicoquimicas del agua corriente parecen contribuir
con la corrosion del mineral. El no control de la temperatura, sin embargo, se convirtié en un factor
critico para el proceso a escala piloto debido a que el sistema por si solo no alcanzé a generar el
calor suficiente y mantener la temperatura en un rango 6ptimo para A. ferrooxidans. A nivel de
erlenmeyer el no suministro de oxigeno se puede convertir en un limitante si la velocidad de
consumo del microorganismo excede la velocidad de transferencia desde la fase gaseosa a la

liquida.

Se considera que la relacién [células])/[mineral], el no control de la temperatura y la pureza de las
sales, contribuyeron con la reaparicion de la fase de latencia a escala piloto, haciendo de sus

cinéticas las mas lentas.

En general y pese a los inconvenientes que se presentaron, se puede decir que el escalado desde
laboratorio hasta planta piloto resulto satisfactorio. El proceso de biooxidacion en 4000L quien a

grandes rasgos parece no ser el mas eficiente, supero las expectativas, fue necesario dejarlo mas
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tiempo pero aun con una baja concentracion celular alcanzé los niveles de oxidacion mas altos

encontrados en el laboratorio.

La extraccién de oro por cianuracion esta directamente relacionada con el grado de oxidacién del
mineral, sin embargo la precipitacion de jarosita puede llegar a limitar la recuperacion por su

efecto cianicida y por su tendencia a precipitarse sobre el oro liberado.

De acuerdo a lo previsto desde la caracterizacién mineraldgica inicial, es muy posible que las bajas
recuperaciones de oro, comparadas con otros trabajos, estén asociadas a la predominancia y

caracteristicas de la pirita en el residuo, un sulfuro dificil de biooxidar.

El trabajo con consorcios bacterianos definitivamente es la mejor alternativa para la biooxidacion
de residuos de mineria. El trabajo conjunto de varios microorganismos parece mejorar la
solubilizacion de los sulfuros y por ende la recuperacion de metales valiosos. En este sentido, para
futuras investigaciones sobre biooxidacion de residuos mineros, se recomienda evaluar diferentes

mezclas de microorganismos.

Se recomienda realizar a nivel de laboratorio una evaluacion y comparacion del proceso de
biooxidacion empleando agua corriente y agua destilada; con esto se podria establecer si realmente
las caracteristicas fisicoquimicas del agua contribuyen con la oxidacion de los minerales. Asi
mismo, afiadir a la caracterizaciébn mineraldgica inicial del mineral, una caracterizacion
microbiolégica con el fin de establecer la existencia y de ser posible el tipo de microorganismos en

el mineral que se puedan desarrollar durante el proceso de biooxidacion.

Respecto al reactor de 4000L, se recomienda la instalacion de un tanque adicional para la
preparacion del inoculo. Mejorar la configuracion del fondo tanque, actualmente plano. La
consecucién de bombas de sdlidos, tornillos sin fin u otro tipo de equipos que faciliten el
suministro y extraccion de mineral hasta y desde el tanque, equipos de este tipo harian posible el
montaje de procesos en continuo, y de esta manera quizas, se logre mantener la temperatura 6ptima
para el crecimiento microbiano. También se sugieren estudios de aireacion, hidrodindmicos
(evaluacion de otras velocidades de agitacion y/o la forma de escalar) y de ser posible térmicos,
gue permitan entender de forma profunda los mecanismos de transferencia de masa, calor y
suspension de solidos dentro del tanque; de esta manera se podran tomar decisiones correctivas que

conduzcan a una mejor disolucién de los sulfuros



Figura 5-20: Esquema tridimensional de la planta piloto desde diversos angulos.

(a) Reactor (4000L)

(b) Tanque de
separacion

(c) Tanque de
almacenamiento

(d) Tanque de
neutralizacion



A. Anexo: Breve registro fotografico

Figura A-1: Reactores en diferentes escalas

STR-4000L

Escala piloto

STR-50L

Escala de laboratorio

Matraz-150ml
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Figura A-2: Ensayos en laboratorio, reactores de 5L

Figura A-3: Dispersion del aire y suspensién de los solidos en los ensayos de biooxidacion

realizados en el reactor de 5L variando la velocidad de agitacion

300 r.p.m
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Figura A-4: Ensayos en planta piloto. Vista desde arriba del reactor. (A) Inoculo dia O;
(B) Proceso de biooxidacion dia 10; (C) Proceso de biooxidacion dia 16.
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