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Precioso fulgor de manto negro,
Irradias luz cual cielo estrellado,
Rebosante, en tu micrométrico mundo
Inocente vives de una gran verdad:
Tan s6lo desaparecerte quieren,
Ante un pequefio ser jPerecerés!

Oraciones no puedes suplicar,
Xenéfobos son de tu presencia,
Imploran no verte jamas.

Dudan de tu gran poder,

Ahora quieren eliminarte,
Desapareces, pero deben saber,
Almas de conocimiento alimentaras.
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Resumen y Abstract \Y

Resumen

Se evalu6 el efecto de adicionar cisteina y sales Térricas
inorganicas (FeCls; y Fe2(S04)3) en procesos de biodesulfurizacion de
carbon, bajo dos configuraciones: suspensiones y lecho empacado. A
nivel general, algunos componentes del carbon (principalmente
caolinita y la matriz orgéanica) afectaron la eficiencia del proceso
y la de los aditivos evaluados.

No obstante, la adicién de 60 mg Cys/L, so6lo en presencia de
Acidithiobacillus thiooxidans (ATCC 15494), ayuddé a incrementar
significativamente la biorregeneracion de iones Fe3*, mediada por
Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC 23270), mitigandose el efecto
toxico de los iones Al3+, solubilizados de la caolinita por el &cido
del medio. Lo anterior incidid positivamente sobre la oxidacidon de
pirita, obteniéndose un incremento maximo de 28.44% respecto a
ensayos paralelos sin adicién de aminoacido. Por otra parte, el
sulfato férrico tuvo un efecto notorio sobre la remocion de sulfatos
del carbdén, mientras que el cloruro férrico afectd negativamente el
proceso.

Palabras clave: 1) Biodesulfurizacion de carbon, 2) Oxidacion de
pirita, 3) Cisteina, 4) Acidithiobacillus ferrooxidans, 5)
Acidithiobacillus thiooxidans, 6) lones Fe3* y 7) Biorreactores de
lecho empacado.



Resumen y Abstract Vi

Abstract

The present work shows the evaluation of cysteine and Tferric
inorganic salts (FeCls and Fe2(S04)3) effect on coal
biodesulphurization processes (suspensions and packed bed
configurations). In general, some components of coal (kaolinite and
organic matrix mainly) affected both the efficiency of the processes
and the additives evaluated.

Nonetheless, the addition of 60 mg Cys/L - iIn the presence of
Acidithiobacillus thiooxidans (ATCC 15494) only - significantly
rose Fe3* 1ons bioregeneration - mediated by Acidithiobacillus
ferrooxidans (ATCC 23270) - and alleviated the toxic effect of Als+
ions dissolution from coal kaolinite. Because of the foregoing,
pyrite oxidation improved by a maximum of 28.44% in comparison to
a parallel assay without cysteine. On the other hand, Tferric
sulphate had a marked effect on coal sulphate removal. In contrast,
ferric chloride had a negative impact over the process.

Keywords: 1) Coal biodesulfurization, 2) Pyrite oxidation, 3)
Cysteine, 4) Acidithiobacillus ferrooxidans, 5) Acidithiobacillus
thiooxidans, 6) Fe3* ions and 7) Packed-bed bioreactors.
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Introduccion

El carbdn representa la reserva de energia foésil mas grande del
mundo. Este recurso se utiliza principalmente en la generacién de
energia eléctrica, asi como en los procesos de combustion en las
industrias del acero y cemento. No obstante, su uso se ha extendido
hacia otro tipo de industrias en los ultimos afios, como materia
prima en la fabricacién de carbon activado, fibra de carbono,
resinas, productos cosméticos entre otros derivados [1]-

Entre los diversos elementos contenidos en el carbén, el azufre se
considera un constituyente indeseable y perjudicial en la mayor
parte de procesos, en especial los de combustién; no s6lo a nivel
econdmico, por ser principales causantes del encostramiento en las
chimeneas de altos hornos [2,3], sino también ambiental, debido a
que su oxidacidén genera compuestos volatiles sulfuricos (SO, S0s3),
principales causantes de la polucion atmosférica, lo cual contribuye
a la generacion de lluvias acidas [4-6]. Asi mismo, el azufre también
es un compuesto no deseable en los carbones coquizables, aplicados
en procesos metalurgicos, puesto que porcentajes mayores a 0,6%
causan debilitamiento de los aceros producidos [7,8], y ademas, al
igual que otros estériles del carbdn, imposibilitaria el uso del
material como materia prima, ya que afectaria los procesos y la
calidad del producto donde se encuentra implicito.

Por tales motivos, la explotacion de carbones ricos en azufre es
objetable y exige soluciones viables para su uso de forma limpia
[9]- En la actualidad, las regulaciones ambientales para las
emisiones de compuestos de azufre durante la combustién son cada
vez mas estrictas, por lo que la industria minera debe empezar a
promover y utilizar técnicas que permitan reducir al méximo los
contenidos de azufre, para asi obtener un carbdén que cumpla con las
exigencias minimas, tanto ambientales como de calidad [10].

Se considera que el mejor método para limitar la cantidad de azufre
emitido a la atmésfera, consiste en reducirlo antes de la combustién
[10-12]. Convencionalmente, se han utilizado procesos fisicos de
desulfurizacion por separacion gravimétrica, que a su vez también
eliminan otros estériles del carbdn; sin embargo, no son incapaces
de remover completamente el azufre, lo cual ha llevado al desarrollo
de diversos procesos de desulfurizacién quimicos y Fisico-quimicos.
Aunque estos ultimos logran mayores tasas de reduccidon, presentan
altos costos de operacion (alto consumo de reactivos y energia) vy,
por lo general, implican la generacion de residuos y efluentes
contaminantes, que requieren un tratamiento posterior [10,13].



Introduccion 2

En la busqueda de tecnologias alternativas para eliminar el azufre
del carbon, de manera econdémica y amigable con el medio ambiente,
los métodos bioldgicos han despertado gran interés, por su
simplicidad de disefio, construccidn y puesta en marcha, sin Incurrir
en altos costos de capital y operacidon. Asi mismo, estos procesos
no requieren de altas temperaturas o presiones para su operacion,
autoregeneran solventes en forma de solucién de sulfato férrico
(catalizador del proceso), no producen contaminantes gaseosos, los
residuos finales (s6lidos y Iiquidos) son ambientalmente aceptables
y tratados con cierta facilidad [2-4,13,14] y ademas se pueden
acoplar en conjunto con procesos fisicos, a fin de obtener un
material libre de estériles [15].

A nivel general, la pirita, entre los compuestos que contienen
azufre en el carbdn, aporta entre el 50% y 80% del valor total del
elemento, cuando 1los porcentajes totales son mayores a 3% w
[4,12,16,17]. Es por eso que muchas de las investigaciones se han
centrado en los procesos de biodepiritizaciéon, basados en los
mecanismos de biolixiviacion, que consisten en la oxidaciéon de
sulfuros metalicos insolubles, catalizada por microorganismos
acidofilos en un medio acuoso, para volverlos solubles en forma de
sulfatos [18-20].

Desde sus inicios hasta la fecha, las diversas investigaciones sobre
biodepiritizaciéon de carbones han evaluado diferentes factores
fisicoquimicos (Ej-: pH, OD, temperatura, concentracion de hierro
en el lixiviado) y bioldégicos (tipo de in6culo de microorganismos y
su perfeccionamiento), utilizando diferentes tipos de biorreactores
(configuraciones de tanque agitado y lecho empacado), con el fin de
encontrar una alternativa para ser aplicada a nivel industrial, con
base las ventajas de los equipos utilizados, el costo-beneficio, el
tiempo de operaciéon y la calidad del producto [12,14,21-23].

Aunque los procesos de biodepiritizacion se han llevado a nivel de
planta piloto y se han desarrollado disefios de plantas a escala
semi-comercial, todavia no se ha planteado la industrializacion del
proceso a la fecha, porque la relacidén costo operativo versus tiempo
de residencia aun no se ha perfeccionado. No obstante, la demanda
futura de combustibles bajos en polutantes asi como la
comercializacién de materias primas de alta calidad exigira el uso
de tecnologias limpias con ventajas como las anteriormente
mencionadas para los procesos biolégicos [10,12,14,21,24].

ElI mejoramiento de los procesos de biodepiritizaciéon de carbones
juega con dos factores fundamentales: (i) incrementar la oxidaciodn
de pirita y (ii) disminuir la formaciéon de precipitados de sales
(hidroxi)sulfato. Generalmente, suele ocurrir que cuando se modifica
alguna variable que aumenta la eficiencia de alguno de ellos,
paralelamente se reduce la eficiencia del otro. Por ejemplo, cuando
se aumenta el &rea superficial de la pirita, moliendo el carbon a
un tamafio fino, también implicaria el incremento del area de
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reaccion de los otros compuestos presentes en el carbon, entre ellos
los agentes alcalinizantes, conocidos por inducir la generacién de
precipitados insolubles sobre el carbéon [12,17]. En contraste,
cuando se utilizan de tamafios de particula gruesos (por encima de
60 #Ty), se reduce considerablemente la precipitacion de sulfatos,
pero a costa de obtener porcentajes de oxidacion menores [25].
Aunque alternativas como el uso de procesos multietapas y/o mayores
tiempos de residencia ayudarian a mantener un equilibrio entre
buenas oxidacién de pirita y baja precipitacion de sulfatos [14,23],
estos también incrementarian los costos de tratamiento.

En la busqueda de mejorar la actividad bacteriana en la biooxidacioén
de pirita, se han investigado la adicién de agentes que ayudan a
potenciar el proceso, incrementando el grado de oxidacidon en menor
tiempo. Algunos compuestos de origen organico, en pequefas
concentraciones, son capaces de modificar la superficie de los
minerales expuesta a la reaccion, sin que estos tengan un impacto
negativo sobre los microorganismos o el medio ambiente.
Experimentaciones en pirita pura han demostrado que adicionar
aminoacidos o proteinas que contienen el grupo —SH en su estructura,
especialmente cisteina, incrementa considerablemente la
biooxidacién, ya que se esta se comporta como un agente corrosivo,
que ademas facilita el transporte quimico de energia entre la pirita
y los microorganismos [26-30] con lo cual se obtienen incrementos
en la oxidacion de hasta 200% [26—29]. Sin embargo, esto solo fue
probado en pirita pura y no se considero el efecto de otros minerales
o compuestos naturalmente acompafiantes.

También se ha reportado que el uso de dos o mas microorganismos
sulfooxidantes puede ayudar a mejorar los indices globales de
remocion de azufre inorganico, en especial consorcios conformados
por A. ferrooxidans y A. thiooxidans. En este sentido, aunque A.
thiooxidans no se reconoce participe significativamente en la
oxidacion de pirita, puede ayudar a reducir la precipitacion de
sulfatos subproductos del proceso, mediante pequefias adiciones de
alguna de sus fuentes de energia (ej.: azufre elemental) [16,17,31-
33]- No obstante, si A. thiooxidans se utilizase en un medio que
contiene cisteina, afectaria la eficiencia del aminoacido, ya que
puede degradarlo [34], aunque aun no existe ninguna investigacion
que reporte las ventajas o desventajas de esta reaccidn en un proceso
de biodesulfurizacién de carbodn.

Por otra parte, teniendo en cuenta los mecanismos de oxidacion
quimica de pirita, los 1iones Fe3 son los responsables de la
oxidacion del sulfuro [35]. Con base en lo anterior, se ha demostrado
que reemplazar sulfato ferroso por sales férricas al inicio de los
procesos de biodepiritizacién, puede ayudar a acelerar la oxidacion
de pirita, debido a que la adicidon de iones Fe3* minimiza la fase
lag en los primeros dias [33,36,37].-

Con base en todo lo anterior, este trabajo estudidé las variaciones
en el comportamiento cinético de diferentes configuraciones de
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biodesulfurizaciéon de un carbén rico en azufre, a nivel de
laboratorio, cuando se adiciona cisteina y sales férricas, con el
fin de proponer un proceso que pueda ser escalado a nivel industrial
y que sea econdmicamente sustentable.

Todas las experimentaciones utilizaron cepas comerciales
Acidithiobacillus fTerrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans
previamente adaptabas al proceso. Inicialmente se determind la
factibilidad de remocidén de azufre en ensayos a nivel de erlenmeyer
(suspensiones agitadas), donde se evalud un rango de concentraciones
de los aditivos de interés, por separado y en conjunto, y se
estudiaron los cambios en la tasa de oxidacion de pirita bajo las
condiciones controladas. A partir de los analisis de cada proceso,
se trabajé en una configuracion en lecho empacado, alternativa
prometedora para aplicarse a nivel iIndustrial por sus ventajas en
cuanto a costos de investigacién y produccién frente a los tanques
agitados, debido a que no necesitan agitacién y no incurren en altos
costos energéticos [3,19,38]. Todos los procesos fueron estudiados
mediante técnicas quimicas y mineraldgicas sobre el carbon tratado.



1. Generalidades y marco tedrico

1.1 El carbdén

ElI' carbon es una fuente energética de estructura compleja,
heterogénea y no cristalina, la cual contiene tanto compuestos
organicos como inorganicos [39]. Su principal origen se debi6 a
descomposicién anaerobia de vegetales terrestres, hojas, maderas,
cortezas, esporas, que se acumularon en zonas pantanosas, lagunares
o marinas de poca profundidad en el periodo Carbonifero, de la era
Paleozoica [40]. Al ser el terreno una mezcla de agua y barro muy
pobre en oxigeno no se producia la putrefaccion habitual,
ocasionando una lenta transformacion del material por accion de
bacterias anaerobias, produciendo un progresivo enriquecimiento en
carbono [40,41]. Con el tiempo nuevos sedimentos cubrian la capa de
plantas muertas, y por la acciéon combinada de la presion y la
temperatura, la materia organica se fue convirtiendo en carbon [41].

La clasificacion de los carbones se da por rangos, que corresponden
a las variaciones de acuerdo al grado de carbonificacion que haya
experimentado la materia vegetal que lo originé. Se determina en
funcidén de criterios tales como su contenido en materia volatil,
contenido en carbono fijo, humedad, poder calorifico, etc. [1]-
Segun estas propiedades se clasifican en dos grandes grupos:

= Carbones ligniticos y sub-bituminosos: considerados de bajo
rango, se caracterizan tipicamente por ser suaves y de apariencia
terrosa. Presentan altos niveles de humedad y bajo contenido de
carbono y energia.

» Carbones de alto rango: generalmente son mas duros de color negro
brillante. Poseen mayor contenido de carbono, baja humedad y
producen mayor energia. A este grupo corresponden los carbones
bituminosos y la antracita, la cual posee el mayor contenido de
carbono, energia y humedad minima.

Con base en las reservas medidas de carbon, la mayor proporcion
corresponde a carbones bituminosos (aproximadamente un 52%) los
cuales son utilizados como combustibles en Jlas calderas
industriales, principalmente en [la manufactura del cemento vy
generacion de energia eléctrica, ademas de ser un carbdén coquizable
para utilizarse en la fabricacion de acero [1]. Los carbones sub-
bituminosos también corresponden un porcentaje importante de las
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reservas de carbdén (aproximadamente un 30%) y son utilizados en
procesos térmicos.

Por otra parte, ademds de 1los usos tradicionales del carbdn
(procesos térmicos, fabricacidon de cemento y acero, generacion de
energia eléctrica), también se ha visto potencial de su
aprovechamiento en otras industrias (quimica, farmacéutica,
agraria) y como materia prima en la elaboracion de productos como
carbon activado, fibra de carbono y componentes a base de silicio

[1]1-

1.1.1 Formas de azufre y minerales asociados en el carbon

Dependiendo del rango y la calidad del carbdén, el contenido de
azufre puede oscilar entre 0,5% w y 10% w [17,42-44]. Segun la norma
ASTM D 4239, para propositos de cuantificacion, se discriminan las
formas de azufre en el carbdn en tres grupos:

Azufre orgéanico - Se presenta unido covalentemente dentro de la
matriz del carbon, en forma de tioles aromaticos o alifaticos
(mercaptanos, tiofenoles); sulfuros o disulfuros aromaticos,
alifaticos o mezclados (tioéteres, ditioéteres) y compuestos
heterociclicos del tipo tiofenol (dibenzotiofenol) [10,45,46].
Varios autores, sugieren que este tipo de azufre, se deriva
principalmente del contenido por las plantas formadoras del carbon,
como constituyente de proteinas y substancias protectoras, a partir
de cisteina y cistina, aminoacidos que contienen azufre [11].

Azufre piritico - Se encuentra distribuido aleatoriamente a través
del carbén, pero no estad enlazado a éste. La mayor proporcion esta
representada por pirita (FeS;), aunque pueden encontrarse pequeias
proporciones de su polimorfo, marcasita. Comunmente, la pirita suele
aportar entre el 50% y 80% del valor total, cuando los carbones
tienen un porcentaje de azufre total mayor al 3% w [4,12,16,17].

Existen varias distribuciones de pirita en el carbdén: framboides
(agrupaciones circulares de cristales nanométricos de pirita),
cristales individuales, rellenando fracturas y agregados
dendriticos [17,47,48]. A partir de estas formas, se han propuesto
diferentes teorias sobre el origen de este sulfuro. Investigaciones
deducen que la pirita se formé6 como resultado de la reduccidén de
sulfato de hierro presente en las aguas filtradas en el lecho del
carbon, ya sea por via hidrotérmica o mediada por microorganismos
reductores de azufre (especialmente en la formacion de framboides).
Otros estudios muestran que la pirita se pudo generar cuando materia
organica en descomposicion, la cual liberd H,S al medio que se puso
en contacto con sulfatos y compuestos de hierro, reaccionando y
precipitando en Tforma de sulfuro de hierro, transformandose
posteriormente en pirita [11,42,47].
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Azufre en forma de sulfatos - Generalmente se compone de especies
de sulfato de hierro (FeS0..nH0), aunque se han encontrado
compuestos como jarosita (KFesz(S04)2(0H)s), barita (BaS0.), yeso
(CaS04.2H,0) y anhidrita (CaSOs) en menor proporciéon. Este tipo de
azufre es escaso en el carbon, raramente excede unas pocas
centésimas de porcentaje, excepto en muestras altamente oxidadas o
meteorizadas. Estos compuestos se producen principalmente de la
oxidacion natural de pirita en condiciones humedas [11,49].

Adicional a los tipos de azufre mencionados, pueden encontrarse en
raras ocasiones pequeias trazas de otros sulfuros como esfalerita
(ZnS), ogalena (PbS), arsenopirita (FeAsS) y azufre elemental
[8,10,11,49]. En casos especiales, se han reportado especies
intermedias de caracteristicas inorganicas, pero unidas
covalentemente al carbon [50].

Por otra parte, ademds de los compuestos de azufre, los carbones
suelen contener proporciones significativas de minerales del grupo
de los silicatos, principalmente cuarzo (Si0;) vy caolinita
(AL:S1:05(0H)4), carbonatos, como la calcita (CaCOs) y dolomita, y
una variedad de (hidro)éxidos de hierro, como goethita (FeO(OH))
[44,49].

1.1.2 Carbdn en Colombia

Colombia tiene las reservas de carbén mas grandes de América Latina
(6655 millones de toneladas medidas) [51] y es el quinto exportador
de carbdén térmico a nivel mundial (a la fecha de este trabajo) [1]-

La Figura 1-1 muestra la distribucion de las reservas de carbon a
lo largo del pais, donde la Costa Atlantica contiene la mayor
proporcion (alrededor de 6000 millones de toneladas medidas) y su
uso principal es para procesos térmicos (actualmente es material de
exportacién). El resto se encuentra distribuido a lo largo de las
tres grandes cordilleras localizadas al interior del pais (Central,
Oriental y Occidental) y también se utilizan para procesos térmicos
de industrias nacionales, asi como en la fabricaciéon de aceros,
especialmente los ubicados entre las regiones de Boyacad vy
Cundinamarca [51]-
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Figura 1-1: Distribucion de los recursos carboniferos en Colombia
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1.1.3 Carbon zona Valle del Cauca y Cauca

Como caso particular, la zona ubicada entre los Departamentos del
Valle del Cauca y Cauca, ubicacion de donde se extrajo el material
objeto de estudio, posee mantos de carbon bituminoso explotables
para uso térmico con reservas medidas alrededor de 40.45 millones
de toneladas medidas [51]. A partir de estudios composicionales
preliminares, los carbones a lo largo de toda la cuenca Carbonifera
del Valle del Cauca y Cauca presentan grandes variaciones en cuanto
a los porcentajes totales de azufre donde, tal y como muestra la
Tabla 1-1, van desde 0.22% hasta 8.53% [52].

Tabla 1-1: Recursos y reservas totales y valores limites de azufre
total en el Valle del Cauca y Cauca [52]-

Azufre (%) | Total Recursos y
Sector Min Méax Reservas (MMt)
Golondrinas-Rio Cafiaveralejo (VC) 0.24 | 1.56 8.30
Rio Cafhaveralejo-Rio Pance (VC) 0.46 | 5.30 17.30
Rio Pance-Rio Guachinte (VC) 0.22 | 8.53 16.87
Rio Guachinte (VC) -Rio Asnazu (C) | 0.50 | 8.53 44.78
Rio Dinde-Quebrada Honda (C) 0.50 | 5.00 21.03

MMt: Millones de toneladas, VC: Valle del Cauca, C: Cauca.
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Entre los sectores que hacen parte de esta zona carbonifera, se
escogid el sector Rio Guachinte-Rio Asnazl como objeto de estudio,
ya que es el que presenta mejores perspectivas de desarrollo minero
por tener el mayor numero de recursos y reservas, pero también es
la zona que tiene los mayores contenidos de azufre (ver Tabla 1-1),
lo que hace mas pertinente desarrollar un proceso de desulfurizacion
en dicha area [52].

El sector Rio Guachinte - Rio Asnazu se encuentra localizado en la
parte sur del Departamento del Valle del Cauca (Rio Guachinte) y al
norte del Departamento del Cauca (Rio Asnazu), limitado al este por
el rio Cauca. Se extiende a lo largo del flanco oriental de la
Cordillera Occidental, con una longitud de 18 Kkildémetros y un ancho
promedio de 5 kildémetros, cubre un area de aproximadamente 90 km2.
Comprende los municipios de Jamundi al norte, Buenos Aires al centro
y Suarez al sur. Los mantos de carbon correspondientes a esta zona
tienen espesores variables desde 0.8 m a 4.4 m; humedades
relativamente bajas, pero con contenidos de cenizas y porcentajes
de azufre generalmente altos; el poder calorifico varia de acuerdo
al contenido de cenizas, desde 5.839 hasta 14.607 BTU/Lb [52].

1.2 Metodos fisicos y quimicos de desulfurizacion de carbones

1.2.1 Desulfurizacion fisica

Los métodos fisicos de lavado de carbones son ampliamente conocidos
y usados. Consisten en obtener el méximo de carbén util, a partir
del carb6on bruto, eliminando los estériles (arcillas, pizarras,
sulfuros, maderas, etc.) o rechazos de altas cenizas, compuestos
que no contribuyen al poder energético del carbon y causan problemas
operacionales y de corrosion, al formar depositos dentro de las
unidades de combustidén, ademas de generar problemas ambientales,
por la emisidon de particulas a la atmosfera [53].-

Los factores que influyen en el lavado fisico de carbon, se apoyan
en parametros tales como la fuerza de gravedad, densidad, dureza,
tension superficial, entre otras. Con base en lo anterior se tienen
diferentes tipos de procesos:

Separacion hidraulica — En este proceso se utiliza solamente agua
como fluido de separacion; aplicando fuerzas centrifugas y/o de
resorte, que permitan la separacién del material en diferentes
grados de densidad [53].-

Lavabilidad en medios densos - EIl carbén se limpia sumergiéndolo en
un Fluido que tiene una densidad intermedia entre la de la matriz
organica del carbén (~1.3 g/mL) y el material a remover; esto hace
que el carbdéon flote, debido su menor densidad, y el otro material
contaminante (estériles) se hunda. A nivel industrial, se extiende
la aplicacion de medios preparados por suspensiones acuosas de
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s6lidos finos [53-55], especialmente a base de magnetita, por su
buena adecuacidon para una mejor recuperacion y reutilizacion del
medio, con base en tamafio de solidos, viscosidad y propiedades
magnéticas [56].

Flotacion y aglomeracién — Consisten en técnicas basadas en la
diferencia entre las propiedades de la superficie y caracteristicas
del carbdén. En la flotacion, las particulas de carbon hidrofébicas
son removidas selectivamente por suspensidn en agua siendo atacadas
por burbujas de aire ascendente. En la aglomeracion, las particulas
de carbon son selectivamente cubiertas y aglomeradas por aceites o
hidrocarburos liquidos tales como pentano o heptano para luego ser
separadas, por tamizado, de las particulas no aglomeradas [39,53].

No obstante, muchas veces los procesos fisicos presentan ciertos
inconvenientes a la hora de eliminar compuestos de azufre. En primer
lugar, no atacan azufre organico, ya que este se encuentra ligado a
la matriz organica. Ademas, cuando los sulfuros tienen tamafos de
particula pequefios y los granos se encuentran dispersos, se
disminuye considerablemente el rendimiento [53].-

1.2.2 Desulfurizacién quimica

Los métodos quimicos consisten en someter el carbén a soluciones
altamente alcalinas o soluciones con oxidantes fuertes, como
peroxido de hidrégeno (H202) o cloruro Fférrico (FeCl3), en
condiciones de alta temperatura [57]-

El hidroxido de potasio (KCI) es una de las sustancias mas
estudiadas, por su caracteristica de base fuerte [57,58]. El potasio
reacciona irreversiblemente con los minerales en el carbén, entre
ellos el azufre inorgéanico, y adicionalmente puede insertarse dentro
de los grupos Tenoles en 1la estructura del hidrocarbono o
involucrarse en los mecanismo de Oxido-reduccidon de azufre organico
[57]. Otros estudios apuntan a la utilizacion de cenizas de desechos
vegetales, ya que estas son ricas en componentes alcalinos y
potasio, obteniéndose buenos resultados de remocién de azufre [59].

Sin embargo, a pesar de que estos métodos trabajan con tiempos de
residencia cortos y buenos porcentajes de remocidén, tienen dos
desventajas principales: (i) el consumo constante de las soluciones
alcalinas u oxidantes, lo cual acarrea altos costos de operacion y
(ii) la destruccion de algunas propiedades coquizantes del carbén,
afectando su calidad cuando se utiliza en procesos metallrgicos.
Adicionalmente, las reacciones llevadas a cabo en estos procesos
pueden generar contaminantes poco amigables con el medio ambiente,
que requieren equipo adicional para su tratamiento antes de ser
descartados como residuos [4,10].
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1.3 Biodesulfurizacion de carbdén

Los métodos biologicos han despertado mayor interés en los ultimos
aflos como tecnologias alternativas para eliminar el azufre del
carbon. Consisten en procesos mediados por microorganismos, los
cuales participan en los mecanismos de transformacion del azufre
(organico e inorganico), donde se forman compuestos solubles del
elemento no deseado que puedan ser eliminados por lixiviacion [18-
20]. Estos procesos poseen multiples ventajas frente a los métodos
fisicos y quimicos [2,4,13,14,49,60], entre las cuales se tienen
las siguientes:

» Capacidad de remover particulas de sulfuros finamente diseminadas
que no pueden ser atacadas por métodos fisicos convencionales.

* No producen contaminantes gaseosos y los desechos sélidos y
Ifquidos son ambientalmente aceptables y tratables con cierta
facilidad.

= Simplicidad y versatilidad del disefio y las operaciones, que
hacen esta tecnologia apropiada para el uso en locaciones
remotas.

= No requiere de mano de obra muy calificada.
* No requiere temperaturas ni presiones altas para su operacion.

= Es autogeneradora de los agentes que atacan y transforman el
azufre, 1o cual reduce al maximo el consumo de reactivos durante
el proceso.

» La puesta en marcha es corta y los costos de capital y operacion
son bajos.

= Algunos carbones han mostrado disminucién en sus contenidos de
cenizas luego del proceso de biodesulfurizacién, reduciendo
componentes estériles como aluminosilicatos, lo cual ayuda a
incrementar la capacidad calorifica bruta [12,17].

1.3.1 Desarrolloy evolucion de los procesos de biodesulfurizacion de
carbones

La biodesulfurizacién de carbones, cuando se tienen concentraciones
considerables de azufre piritico (mayores al 1%), estd basada en
los mecanismos de biolixiviacion, extendidamente aplicados a la
recuperacion de metales no ferrosos como cobre, uranio, oro,
manganeso, niquel, entre otros. En estos procesos, los
microorganismos facilitan la oxidacion de iones ferrosos a férricos,
que en solucidn, a su vez reaccionan con los minerales de interés y
oxidan los sulfuros presentes. ElI producto final de la
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biolixiviacion es una solucién acida que contiene el metal en forma
soluble [18,20].

La mayoria de estudios en el tema, se centran en la utilizacion de
Acidithiobacillus ferrooxidans, los cuales han demostrado un buen
desempefio en la oxidacion de pirita [24,31,49]. Esta bacteria
autotrofa y quimiolitétrofa, crece a un pH acido, obtiene su energia
a partir de compuestos reducidos de hierro y/o azufre, utiliza
oxigeno como el aceptor final de electrones y requiere pocos
minerales en el medio de crecimiento [2,36]. Las investigaciones
con este tipo de microorganismo surgieron en 1947, a partir de
estudios de tratamiento de drenajes acidos de las minas de carbdn.
La bacteria, involucrada en la oxidacidon de Fe2r a Fe3+, fue aislada
y comparada con Acidithiobacillus thiooxidans (la cual toma su
fuente de energia de compuestos reducidos de azufre, principalmente
azufre elemental), al tener similitud en cuanto a sus
caracteristicas morfolégicas, culturales y fisiolo6gicas, ademas de
la oxidacion de sulfuros a acido sulfurico [61]. Posteriormente en
1951, se mostré evidencia definitiva que es una bacteria oxidante
de hierro [62]. Estas investigaciones pueden pensarse como el
desarrollo de la biohidrometalurgia, las cuales se han concentrado
en entender mejor la biolixiviacion de pirita, desarrollando
procesos comerciales para biorremoverla del carbon [14,24].

A partir de las primeras iInvestigaciones a nivel de laboratorio, se
han investigado los efectos de varios factores fisico-quimicos (pH,
temperatura, tamafio de particula, concentracion de pulpa, metales
pesados, concentracién de hierro en el lixiviado, oxigeno disuelto,
C02) y su relacion con la velocidad de disolucién de pirita. Se
observé que la pirita contenida en el carbdon tenia una mayor
velocidad de oxidacidén, en comparacién con la oxidacién de pirita
pura [49,63].

Otros estudios también se han centrado en la aplicacién de varios
tipos de microorganismos diferentes a A. ferrooxidans. Entre algunos
de los mas estudiados, estan los Sulfolobus sp., bacterias
lixiviantes con la capacidad de crecer por encima de 50 °C, las
cuales se ha reportado tienen la capacidad de atacar todos los tipos
de azufre del carbdén (organico e inorganico) [64].-

Adicionalmente, se ha encontrado que los microorganismos capaces de
degradar el dibenzotiofeno (forma de azufre organica presente en
los combustibles fésiles), también son capaces de remover el azufre
organico del carbén [65]. Entre los microorganismos que se reportan
como eficientes para dicha degradacién, se encuentra el género
Rhodococcus, capaces de utilizar los compuestos organosulfurados
como fuente de azufre para su crecimiento, aunque no como fuente de
carbono [2,66].

Entre otros microorganismos reportados en el proceso de
biodesulfurizacién se tienen bacterias mesOfilas tales como
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Leptospirillum y otras especies de Acidithiobacillus; termofilos
moderados tales como Acidularius y Sulfobacillus; y terméfilos
extremos tales como Acidiamus y Metallosphaera [20]. También se ha
reportado el uso de hongos del género Aspergillus, de los cuales se
ha demostrado que atacan tanto el azufre organico como inorganico

[67]-

Investigaciones en procesos de biodesulfurizacidén, han evaluado la
eficiencia de los cultivos puros y mixtos sobre la oxidacion
bacteriana de pirita. Se han evidenciado algunas ventajas de los
cultivos mixtos, especialmente en el aumento de la razén de
biooxidacién de los sulfuros en comparacion con los cultivos puros,
asi como reduccion en la formacion de precipitados de sulfato
indeseables para el proceso [16,17,24,60].-

Se sugiere que la aplicacién de consorcios de microorganismos
sulfooxidantes, permitiria mejorar la eficiencia de la
desulfurizacion de carbdn, al atacar tanto el azufre orgéanico como
inorganico [10,49]. No obstante, debido a que las diferentes
especies de microorganismos crecen bajo diferentes condiciones de
pH, nutrientes y temperatura, otros investigadores proponen
desarrollar de procesos en dos fases, donde primero la pirita es
oxidada por microorganismos autotrofos, y después utilizando
cultivos mixtos de bacterias heterotrofas que oxiden los compuestos
de azufre organico [49,68].

Por otra parte, se ha pensado la biodesulfurizacion de carbones como
un proceso complementario a un pretratamiento fisico a nivel piloto,
el cual removeria gran parte de los estériles y granos de sulfuro
gruesos, dejando a los microorganismos aquellos finos y dispersos.
Esto con el fin de alcanzar un proceso o6ptimo de desulfurizacion
con un menor tiempo de residencia [15], especialmente si se va a
utilizar el carbon como materia prima en un proceso diferente a los
de combustion.

En los ultimos afios, los avances en los procesos remocién bioldgica
de azufre se centran en buscar alternativas factibles desarrolladas
dentro de dos tipos de configuraciones para el montaje de plantas a
nivel industrial [13,48,69-71]: lechos empacados, que consisten en
un apilamiento del carbdén de interés, a tamafios mayores a 0,5 mm,
por el cual se alimenta un fTluido que contiene los agentes vy
microorganismos que interaccionaran con el sustrato, solubilizando
los productos de oxidacion del azufre [3,12,72]; y suspensiones,
que trabajan con carbén con tamafios de particula menores a 0,5 mm,
el cual se mantiene en un medio liquido bajo agitacién uniforme
[21,37,73,74]-. Se han realizado 1investigaciones hasta nivel de
planta piloto de las dos configuraciones [3,19,23,24,75].

La implementacién de cualquier configuracién de proceso, depende de
factores como: cinética de oxidacion de pirita, disponibilidad y
tipo de carbon, asi como del costo del tratamiento [14]. A la hora
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de disefiar el proceso, deben analizarse las ventajas y desventajas,
que presenta cada configuracién. Un ejemplo comparativo muestra a
la biodesulfurizacion en lecho empacado, econémicamente viable, con
costos por tratamiento 78% aproximadamente mas bajos que los otros
métodos de biodesulfurizacién y una mayor Tfacilidad operacional
[38]; sin embargo, sus eficiencias de remocién son relativamente
bajas y los tiempos de residencia son muy largos (meses). En
contraste, un proceso con carbdén en suspension, pese a que necesita
un consumo energético adicional para el manejo de los sustratos en
el proceso (agitacion), presenta buenos resultados de oxidacion de
pirita, en tiempos relativamente cortos (dias) [21,23,76]. La
decision que se tome sobre que configuraciéon elegir, debe estar
acorde a las necesidades y capital de las empresas interesadas. Un
estudio detallado de la materia prima, permitiria en principio,
decidir la configuracion mas conveniente.

1.3.2 Investigaciones preliminares de biodesulfurizacion del carbon
objeto de estudio

El Grupo de Mineralogia Aplicada y Bioprocesos de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Medellin ha venido investigando por mas
de 17 afios (a la fecha) en el tema de bioprocesos aplicados a la
mineria [77]. En los ultimos 8 afos se ha especializado en el area
de procesos de biodesulfurizacién de carbones colombianos, iniciando
con el proyecto Colciencias - Universidad Nacional de Colombia —
Sede Medellin titulado “Biodesulfurizacion de carbones provenientes
de la zona Rio Guachinte — Rio Aznazu Valle del Cauca y Cauca”,
contrato 297/2005, culminado en 2009. En este proyecto se estudiaron
procesos de biodesulfurizacién tanto en suspension como lecho
empacado aplicados a carbones con alto contenido de azufre (2% w -
10% w), de donde se obtuvieron remociones de azufre piritico y total
en suspension de hasta 95% y 51% respectivamente y para el proceso
en lecho empacado 34% y 27% respectivamente, entre 24-30 dias de
proceso [17,44].

A partir del proyecto preliminar se ha continuado en la busqueda de
alternativas que puedan ser aplicadas a nivel industrial para otro
tipo de carbones utilizados en la fabricacion de cemento, llevando
el proceso en suspensién de material grueso hasta nivel de planta
piloto [75], asi como estudios en la remocion de azufre organico

[66].

1.3.3 Mecanismos para la lixiviacion bacteriana de pirita

Los mecanismos de biooxidacion/biolixiviacién de sulfuros, por
consiguiente en la oxidacién de pirita presente en el carbdn,
explican las reacciones que se llevan a cabo en la adquisicion de
energia por parte de los microorganismos implicitos en el proceso,
a partir de compuestos reducidos de azufre como donadores de
electrones [36,78].
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Hasta la fecha, se ha aceptado que en la biooxidacion de pirita
toman parte reacciones quimicas, enzimaticas o no enzimaticas, donde
el sulfuro es oxidado por accidén de iones Fe3* presentes en la
solucidén lixiviante (ver Ecuacidéon (1.1)). El principal mecanismo
catalitico de microorganismos como Acidithiobacillus ferrooxidans
consiste en la regeneracioéon del agente oxidante (ver Ecuacioéon (1.2))
[33,36,79,80].-

FeS, + 14Fe3* + 8H,0 —— 15Fe?* + 16H* + 250%™
-1

2Fe?* + 2H*+ + 050, L SFe3t 4 H,0

1-2)

Para la bacteria, este proceso juega un papel importante en la
produccion del agente reductor NADPH y sintesis de ATP, necesario
para la fijacion del CO, (fuente de carbono de estas bacterias),
mantenimiento celular y crecimiento del microorganismo [36,80]. Para
la lixiviacion de pirita, si dentro del proceso se mantiene una
razéon Fe3*/Fe2* alta, permite acelerar la oxidacién del sulfuro,
debido a que los i1ones Fe3* son los principales agentes oxidantes.

El consumo &cido (H*) por parte de la bacteria (ver Ecuacién (1.2)),
generalmente es contrarrestado por la hidrolisis de i1ones Fe3* (ver
Ecuaciones (1.3), (@1-4) vy (1.5)) [81]- Adicionalmente Ila
compensacion de &cido en el medio puede ser solventada por la
oxidacion de azufre elemental a acido sulfurico (ver Ecuacion
(1.6)), este elemento puede ya estar presente en el medio basal
[16,17], o ser generado a partir de la oxidacion de algunos
monosulfuros presentes [82,83].

Fe3* + H,0 & FeOH?** + H*

1-3)

Fe3* + 2H,0 < Fe(OH),** + 2H*
(1.4)

Fe3* + 3H,0 < Fe(OH), + 3H*
1.5

A. thiooxidans
2S + 30, + H,0 ————— 2H,S0,

(1-6)

Paralelo a los productos generados a partir de la oxidacién de
sulfuros, ocurre una reacciéon competitiva, que promueve la
generacion de hidroxisulfatos, principalmente jarosita, 1o que forma
precipitados en el medio de cultivo (ver Ecuacién (1.7)) [10,81].
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3Fe3* + M* + 2HSO; + 6H,0 —> MFe;(S0,),(OH), + 8H*
.7)

Con base en las interacciones entre los microorganismos y la pirita
observadas en investigaciones previas, la biooxidacion del sulfuro
puede explicarse por dos submecanismos:

El primero denominado “indirecto de contacto”, donde las bacterias
se adhieren al sulfuro, por accion de una capa polimérica
extracelular que rodea a las células y es en esta donde ocurre la
biorregeneracion de los iones Fe3. Luego la disolucion de los
sulfuros toma lugar en la interfase entre la pared celular de la
bacteria y la superficie del mineral (ver Figura 1-2) [84].

En el segundo mecanismo, “indirecto de no contacto”, la bacteria
oxida los i1ones Fe2r presentes en el medio basal, y cuando los i1ones
Fe3t producidos oxidan la superficie del sulfuro, se reducen
nuevamente a Fe2* en la solucion, para nuevamente entrar en el ciclo
[33,79].-

Figura 1-2: Modelo del mecanismo “indirecto de contacto” [84].

Solucion Ibdviante EPS (con lones Fe>+)
ME EP MC

La bacteria esta rodeada por su capa de exopolimeros (EPS) y adherida
a la superficie de una pirita. MC: Membrana citoplasmatica. EP:
Espacio periplasmico. ME: Membrana externa.

Adicional a los submecanismos anteriormente mencionados, varios
autores proponen un tercer mecanismo denominado ‘“cooperativo”, en
donde los microorganismos adheridos a la superficie del mineral
cooperan con las células que estan libres en la solucidén. La bacteria
adherida libera especies oxidables, las cuales son fuente de energia
para los microorganismos en solucioén [78,79]. La Figura 1-3, muestra
de manera global los tres tipos de mecanismos indirectos propuestos.
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Figura 1-3: Comparacién de los tres submecanismos propuestos para
la biooxidacion de pirita [79].

Fal+
HE- Bacseria

Lixiviacion indirecta

Capa poliménicn extracelular

Lixiviacion indirecta de contacto

Sulfuro metalico

Bucterias suspendidis
alimentimbose de
especies quimicas liberadas

L
L]
. s = s =y .
i @ - I.I'EITIH{‘:IIITI Clilll'll;!'l":.!fl\'l]

H-.:. Lerins - Lixpviacion
[HT COENCTO

Por otra parte, con base en las sustancias intermedias detectadas
en los procesos de biooxidacion de pirita, se explica que durante
el proceso so6lo pueden cederse electrones desde las bandas de
valencia del metal, sin afectar en principio el enlace metal-azufre,
denominandose no soluble en acido. Cuando ion férrico ataca al
sulfuro, se desencadena una serie de reacciones, generandose una
serie de productos intermedios derivados del azufre, donde el
tiosulfato es la especie quimica mas importante (ver Ecuaciones
(1-8) v (1.9)) [33,79,82-84].

FeS, + 6Fe3* + 3H,0 — S,05*" + 7TFe?* + 6H*
(1-8)

$,05%" + 8Fe3* +5H,0 —> 250,%~ + 8Fe?* + 10H*
1.9

1.3.4 Factores fisicoquimicos que influyen en la biooxidacion de pirita

Al igual que otros procesos biohidrometaldrgicos, la
biodepiritizacién de carbones se puede monitorear indirectamente a
partir de la medicion de algunos parametros fisicoquimicos tales
como: pH, potencial redox (Eh), hierro en solucién (iones Fe2t y
Fe3*), porcentaje de pirita en el carbdn, entre otros, los cuales
ayudan a determinar la actividad de los microorganismos, asi como
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efectos sinérgicos o antagénicos que puedan ocurrir dentro del
proceso general de biooxidacion [10,25,60,70,72].-

Respecto a las variables que pueden afectar los mecanismos de
biooxidacién y remocion de pirita, a continuacion se muestran
algunas caracteristicas generales que deben se deben cumplir estos
parametros a la hora de llevar a cabo el proceso, especialmente
cuando se utilizan microorganismos autotrofos, mesofilos,
acidofilos y quimiolitotrofos:

= Aireacion: El tipo de aireacién es importante en todo proceso
fermentativo donde se emplean microorganismos aerobios. Se debe
tener una buena disponibilidad y transferencia de oxigeno hacia
el medio, de tal manera que el flujo de este gas debe ser
mantenido en exceso con relacion a su consumo, para evitar gque
este se convierta en el reactivo limite. Para el caso de los
microorganismos acidofilos, estudios han demostrado que si el
aire inyectado al proceso, se enriquece con CO,, fuente de carbono
de este tipo de microorganismos, se mejora considerablemente la
oxidacion de sulfuros y se permite trabajar con densidades de
pulpa mayores [21,85].

= Temperatura: Depende ante todo del tipo de microorganismo. Las
temperaturas de trabajo para oxidacién de hierro ferroso, azufre
elemental y sulfuros metalicos, por microorganismos mesofilos,
se encuentra entre 30°C y 45°C, temperaturas mayores de estos
valores pueden destruir o inhibir fuertemente las bacterias, por
debajo de 30°C la accion bacteriana decrece exponencialmente con
la disminucion de la temperatura [10,49].

= pH: En general, la tolerancia y actividad de los microorganismos
frente al pH varia enormemente entre especies, se ha reportado
un rango oOptimo muy amplio entre pH de 1 a 5 [49]. Para el caso
de A. ferrooxidans, se ha observado que un pH en el rango de 1.5-
3.5 no afecta al crecimiento, pero valores mayores o menores al
rango (cercanos a 1 6 4) pueden inhibirlas [36]. También es
importante tener en cuenta que para controlar la precipitacion
del hierro y jarosita, el pH debe estar por debajo de 3. Algunas
investigaciones muestran que la generacion de jarosita se reduce
al trabajar con un pH entre 1.5-1.7 [25,81].

= Composicion del medio lixiviante: EIl nitrégeno (como amonio), el
potasio, calcio, fosforo, hierro y el magnesio son generalmente
nutrientes esenciales para el crecimiento de las bacterias de
interés, necesitando diferentes concentraciones de estos
minerales de acuerdo a condiciones ambientales y a la especie.
El carbono usualmente es suplementado por el CO,, sin embargo
otros recursos de carbén como los minerales carbonato también
pueden ser utilizados [49]. Se ha reportado que un suministro
apropiado de oxigeno y dioxido de carbono, es recomendado como
superior al 10% de saturacién de estos gases [10].
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= Concentraciéon de 1iones metalicos: Muchas de las bacterias
oxidantes de sulfuros son resistentes a concentraciones altas de
metales tales como Zn, Cu, Co, Cr entre otros; sin embargo algunos
iones de metales como Al, U, Ag, Cd, As, Hg, Pb, son mds téxicos
para ellas y altas concentraciones de éstos pueden inhibir el
crecimiento celular [49,69,70,86].-

» Concentracion de aniones: Los grupos anidénicos presentes en el
medio de cultivo también pueden influir notablemente sobre la
velocidad de oxidacion bacteriana. Se ha encontrado que
Acidithiobacillus Tferrooxidans requiere de S042- para la
estabilizacion de complejos ferrosos a ser utilizados en el
sistema enzimatico de oxidacion [87,88]. Por otra parte, se ha
reportado que otros aniones pueden tener efectos negativos sobre
la velocidad de oxidacidén, aunque se ha evidenciado tolerancia a
Se042-, PO033-, B4O7-, Te042-, As042- [89], resistencia moderada a CI-
[90] e inhibicidén total por presencia de F-, Br-, 1- y NOs- [89].

» Concentracion de pulpa de carbon: Una alta concentracidén de
s6lidos puede interferir con el transporte de nutrientes y gases,
ademas de aumentar la viscosidad y la reologia del sistema.
También influye el tipo de carbon y las formas de azufre que él
posea [21,23,24].

= Compuestos organicos: EIl carbon posee materiales humicos los
cuales se adsorben en la pirita afectando la oxidacion de las
bacterias, ademas otros compuestos organicos presentes pueden
contener grupos fendlicos, hidroxilos y carboxilos que afectan
la quimica interfacial de la solucidén lixiviante e influencian
la actividad microbiana. ElI efecto 1inhibitorio de estos
compuestos en la desulfurizacién de carbdon puede ser remediado
por la utilizacién de microorganismos heterotrofos en cultivos
mixtos con los autétrofos [10,49].

» Tamafio de particula: El area especifica de superficie es uno de
los factores importantes se deben considerar en el proceso de
oxidacion bacteriana, se sabe que la velocidad de remocidon y
lixiviacion del mineral incrementa a la vez que aumenta el area
de superficie, pero a veces existen limites en la granulometria
por el uso que se le daria al carbdén tratado comercialmente
[10,17,24,25]. Asi mismo, la reduccion de tamafio de particula
también implicaria el incremento del area de reaccion de los
otros compuestos presentes en el carbon, entre ellos los agentes
alcalinizantes, los cuales podrian inducir la generacion de
precipitados insolubles sobre el carbon [12,17].

= Forma y textura de las particulas: Particulas minerales con
formas irregulares y rugosas, pueden afectar la velocidad de
reaccién, debido a un cambio de régimen del liquido alrededor de
la particula, aunque este efecto suele ser menor [17,48,91-93].
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» Factores mineralogicos: Otro factor importante en la reactividad
de las particulas, tiene que ver con las caracteristicas
intrinsecas de los cristales, tales como orientacion,
policristalinidad, presencia de inclusiones, fracturas, etc.
Tales caracteristicas funcionan como sitios potenciales de alta
reactividad, sitios preferenciales de disolucién etc., que
aumentan la porosidad del material, 1o que incrementa la
velocidad de reaccidon [94]. Factores adicionales como impurezas
a nivel estructural (Ej.: Arsénico en la pirita), pueden afectar
enormemente la eficiencia del proceso, en la cinética de las
reacciones electroquimicas, especialmente en los procesos de
biooxidacion [95].

» Porosidad de particula: En sistemas heterogéneos, la velocidad
de reaccidén depende de la accesibilidad de la solucion a la
superficie de los minerales (controlada por la capa de transicioén
y de difusion en los poros), o la velocidad de reaccion quimica
(dependiendo de la superficie disponible), y en ambos casos, la
porosidad de las particulas aumentarda la velocidad de reaccion.
Cuando un material es suficientemente poroso, el tamafo de
particula carece de importancia [96].-

= Competencia entre especies minerales: Algunos de los minerales
presentes junto con el de interés, pueden generar reacciones
quimicas en el proceso, que pueden agotar la concentracion de los
reactivos, por 1lo tanto reducir Qla velocidad de reacciodn
principal. La acciéon de estas reacciones indeseables, puede
eliminarse mediante un tratamiento previo al proceso en
si[70,96].

1.4 Efecto de la adicion de cisteina sobre la biooxidacion de
pirita

La cisteina es un aminoacido importante para los microorganismos
acidofilos. A nivel intracelular, su biosintesis es importante para
la formacion de proteinas involucradas en la cadena respiratoria de
transporte de electrones de hierro de microorganismos como
Acidithiobacillus ferrooxidans, participando como ligando en los
procesos de asimilacion de complejos Fe-S [97-100]. Asi mismo, se
ha reportado que el aminoacido participa en la formacién de
proteinas enfocadas a la proteccion de Dbacterias como
Acidithiobacillus thiooxidans contra la toxicidad del cobre [100].
No obstante, la cisteina también juega un papel importante a nivel
extracelular en la biooxidacion de sulfuros, especialmente en la
adhesioén de los microorganismos por accion de sustancias poliméricas
extracelulares (su sigla en inglés EPS), donde se regulan el
contacto entre la superficie y la célula [101].
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Se ha estudiado que las células se adhieren al mineral mediante
maltiples mecanismos de adhesion: i6nicos, hidrofébicos, fuerzas de
Van der Waals, enlaces especificos mediados por proteinas y/o por
polisacaridos, etc., los cuales dependeran de los minerales sobre
los que actua el proceso [101]. Bacterias como A. ferrooxidans, cuya
EPS generalmente estid compuesta de azucares y lipidos, cambia su
composicion cuando crecen en medios nutritivos de iones ferrosos o
sulfuros como la pirita para adaptarse al entorno [102,103], entre
ellos residuos de proteinas que contienen cisteina [104].

Rojas Chapana y Tributsch (2001), describieron un posible escenario
de lixiviaciéon del sulfuro bajo condiciones normales de oxidacion
(ver Figura 1-4), donde el microorganismo a partir de sus procesos
intracelulares secreta cisteina o macromoléculas que contienen
grupos residuales de cisteina (R-SH), los cuales se comportarian
como agentes corrosivos activadores del proceso y portadores de
energia quimica. Cuando la pirita interactia con la cisteina
mediante la EPS, alterarian la superficie del sulfuro, haciendo que
especies hierro-azufre sean extraidas, formando posteriormente
complejos coloidales de azufre que sirven como reservas temporales
de energia hasta que sean llevados al interior de la célula [26].

Figura 1-4: Mecanismo hipotético propuesto por Rojas Chapana y
Tributsch (2001), para las interacciones cisteina-pirita-A.
ferrooxidans [26].

(1) @)
2 Cys-SH + (FeSg)y + | Fe(Il) + Y } — Cys-S-SoFe(FeSg)p. + Cys-S-Fe +HgS
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Fet+ -*-{"“" "“"{'#..4-———— Cys-S-89Fe + (FeSop-1
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w.; ﬂ.'-"'"“""‘“ } bacterial capsule

B #  containing sulfur

-_'iq_iq.,,
colloids
T ferrooxidans

cells
Dos moléculas de cisteina interaccionarian con los grupos
interfaciales de la pirita, desorganizando la estructura del sulfuro
(1) e induciendo a la formacion de complejos hierro-cisteina y
pirita-cisteina (unidos por un puente de azufre), asi como un grupo
interfacial -SH (2). Posteriormente ocurriria una reorganizacion
del complejo pirita-cisteina y permitiria la liberacién de un
complejo hierro-azufre-cisteina, el cual se supone actuaria como el
transportador quimico de energia para A. ferrooxidans (3) en el
proceso de biooxidacion de iones Fe2t (ver Ecuacion (1.2)). Del
proceso bacteriano, se producirian los iones Fe3+, implicitos en la
oxidacion de la pirita, y a su vez se liberaria nuevamente Ila
cisteina (4), que se utilizaria para repetir el ciclo nuevamente

[26].
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Lo anterior se dedujo a partir de un trabajo de biooxidaciéon de
pirita pura con adiciones de cisteina [26], donde se evidencié que
pequefias concentraciones del aminoacido agregado al medio de cultivo
ayudaron a estimular la accion bacteriana e incrementé la razén de
biooxidacién del sulfuro. Sin embargo, también se encontrdé que
grandes concentraciones del aminoacido en solucidon pueden ocasionar
el efecto contrario inhibiendo la oxidacién, debido a la poca
tolerancia de los microorganismos a altas cantidades de compuestos
organicos. Ademds, un aumento en la concentracion de cisteina
lentamente llevaria a la oxidacion del aminoacido y la aparicion de
complejos de cisteina (entre ellos las cistina), que suprimirian
sus propiedades de lixiviacion [27].

1.5 Biorreactores aplicados a procesos de biodesulfurizacion de
carbones

Existen diferentes configuraciones de reactores que se han probado
para procesos de biooxidacion/biolixiviacion de sulfuros, los cuales
se enmarcan dentro de dos tipos principales: reactores de
suspensiones agitadas y reactores de lecho empacado.

1.5.1 Reactores de suspensiones agitadas

Los procesos en suspension basicamente consisten en preparar una
mezcla de una solucion acida, que contiene los microorganismos, con
el carbon a un porcentaje de pulpa definido. En la actualidad no
existen procesos Illevados a nivel comercial, aunque se han
desarrollado sistemas hasta nivel de planta piloto [23,75,105].

Estos procesos se han estudiado en diferentes configuraciones de
tanque agitados mecanicamente [74,75], aunque se considera que la
configuracion con mayor potencial es la que utiliza agitacion
neumdtica (tipo slurry-airlift), principalmente debido a sus buenas
tasas de transferencia de masa y calor con bajo consumo de energia,
al eliminar la agitacion mecanica y presentar una mayor eficiencia
en transferencia de oxigeno [85,106].

Entre los diferentes factores que afectan la eficiencia de los
procesos en suspension, se han estudiado el suplemento de los
nutrientes gaseosos necesarios para la bacteria (aire enriquecido)
y el mantenimiento las particulas de carbdn en suspensién [21]. Con
estas consideraciones se ha logrado trabajar con concentraciones de
pulpa entre 20% w/v - 70% w/v, obteniéndose oxidaciones del azufre
piritico presente en el carbéon de hasta 90% [21,73], en tiempos
relativamente cortos (15 — 20 dias).
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Aunque a nivel general los procesos en suspension trabajan con
tamafios de particula finos (menores a 0.50 mm), se han reportado
procesos a nivel de planta piloto que trabajaron con un carbén de
tamafio -3/4” #Ty (menor a 19.05 mm) que obtuvieron alrededor de un
60% de oxidacién del azufre piritico en un tiempo de residencia de
4 dias y una concentracion de pulpa de 20% w [75]-

1.5.2 Reactores de lecho empacado

Basicamente, un biorreactor de lecho empacado, consiste en un tanque
o0 tubo relleno con un material de soporte en el cual se fijan los
microorganismos que catalizaran el proceso, por el cual se alimenta
un Fluido que contiene los sustratos, que reaccionaran a medida que
fluyan por el reactor [107].

Sin embargo, en la industria minera, el material que forma el lecho
contiene el sustrato, principalmente sulfuros y algunos O6xidos. A
nivel industrial, este proceso consiste en formar apilados del
material a tratar, el cual se 1irriga con la soluciéon 4&cida
conteniendo los microorganismos [108-110]. El lixiviado se infiltra
a través de la pila, disolviendo los minerales de interés [20,108-
112]. Luego, esta soluciodn es recogida y llevada a un pozo y de ahi
hasta la planta de extraccion, donde se recupera metales de valor
agregado, generalmente por electroobtencién. Posteriormente, el
acido es refinado y nuevamente recirculado [113]. ElI tamafio de las
pilas e inversiéon en equipos dependen del porcentaje de metal a
extraer, naturaleza de la mena y la cantidad de material a tratar.

En cuanto a la biodesulfurizaciéon de carbones, en la actualidad no
hay desarrollos comerciales, aunque existen estudios a nivel de
laboratorio, en biorreactores de columna de diferentes alturas, y a
nivel de planta piloto, en pilas de hasta 10 toneladas, en ambos
casos con lechos de diferentes tamafios de particula que oscilan
entre 25.4 mm y 0.5 mm [3,19,44,72]. El proceso en general consiste
en un sistema de recirculacion del medio lixiviante, que se alimenta
por la parte superior de la columna y se extrae por la inferior para
ser nuevamente enviado a un tanque de alimentacidon para repetir el
ciclo.

Aunque los estudios en biorreactores de lecho empacado arrojan
eficiencias de remocidon significativas si se utilizan tiempos de
residencia largos [13], como proceso es econOmicamente viable ya
que se ha determinado que los costos por tratamiento serian
aproximadamente 78% mas bajos que los métodos de biodesulfurizacion
en suspension, ademas de que se opera con mayor facilidad [38]. Por
esta razéon se evaluan factores que permitan mejorar el proceso,
buscando que el tratamiento sea econOmicamente viable para ser
aplicado a nivel industrial.
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Uno de los principales inconvenientes de los procesos en lecho
empacado son las sales de sulfato insolubles generadas durante la
biodesulfurizacion (i.e. jarosita), ya que se ha reportado se
generan entre la interfase liquido-sélido, pudiéndose adherir sobre
la superficie del carbon, disminuyendo la eficiencia del proceso
[12,44], 1o que en algunos casos ha generado variaciones no
significativas en el contenido de azufre total antes y después de
la biooxidacidén (a pesar de evidenciar oxidacién de pirita) y ademas
estas sales pueden cubrir parte del sulfuro, reduciendo Ila
superficie de carbon abierta para el atague bacteriano [44]. Sin
embargo, las sales de sulfatos que se adhieren al carbdén pueden ser
térmicamente estables a la temperatura de combustién del carbdén por
lo que no se convertirian en SO, ni irian a la corriente de gases

[12].

1.6 Hipotesisy consideraciones de la experimentacion

Con base en la informacién suministrada sobre procesos de
biodesulfurizaciéon de carbon y los mecanismos implicitos dentro del
proceso (véase Seccion 1.3) y el efecto de la adicion de cisteina
en sistema de biooxidacidon de pirita pura (véase Seccién 1.4), para
este trabajo se planted la siguiente hipodtesis:

La adicion de cisteina e 1iones TfTérricos, involucrados en el
mecanismo de reaccion de la biooxidaciéon de pirita, pueden afectar
positivamente la cinética de los procesos de biodesulfurizacién de
carbones con alto contenido de azufre.

Para validar la hipdtesis se tuvo en cuenta algunas consideraciones
basadas en trabajos previos reportados en la literatura, tanto a
nivel regional como internacional, las cuales se describen a
continuacion:

= La aplicaciéon fue considerada para carbones bituminosos, ya que
estos son los de mayor porcentaje medido en reservas y son los
mas utilizados en procesos de combustion [1], asi como tienen
potencial de aplicacion en otras industrias como materia prima
primaria (ej.: fabricacidén de carbon activado [114,115]).

Todo el proyecto se fundamenté en una muestra de carbdén rica en
pirita extraida de la Mina “La Angostura” (Municipio de Morales,
Cauca, Colombia). Esta zona se eligid con base en el proyecto de
investigacion Colciencias — Universidad Nacional de Colombia Sede
Medellin “Biodesulfurizacion de carbones provenientes de la zona
Rio Guachinte — Rio Aznazu Valle del Cauca y Cauca”, contrato
297/2005, culminado en 2009, donde se reporté carbones con
contenidos considerables de azufre piritico.
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= Todos los ensayos se hicieron a nivel de erlenmeyer para las dos
configuraciones de proceso principales: suspensiones y lecho
empacado.

= Se eligid un tamafo de particula similar para todos los procesos,
entre 2.38 mm (malla 8) y 0.50 mm (malla 30), a fin de encontrar
diferencias y similitudes entre las dos configuraciones de
proceso empleadas.

» Todos los reactivos utilizados para la preparacion de la solucion
lixiviante fueron de grado analitico. Todos los ensayos tuvieron
la misma composicion de sales basales del medio T&K ((NH4)2SO.,
MgS04.7H.0 y KH,PO4) [116] e igual cantidad de H,SO. 98 %v, con el
fin de evaluar directamente las diferencias generadas a partir
de la adicion de cisteina y/o las sales férricas.

= Se utilizaron cepas comerciales de Acidithiobacillus ferrooxidans
(ATCC 23270) y Acidithiobacillus thiooxidans (ATCC 15494).

= El tiempo de los ensayos en suspension se escogio teniendo en
cuenta el transcurso de la fases lag, exponencial y el inicio de
la fase estacionaria del potencial de Oxido-reduccién en un
proceso sin adicién de cisteina ni sales férricas, cuya variable
principal a evaluar fue el porcentaje de azufre piritico. Este
se determind a partir de experiencias anteriores con varios tipos
de carbones colombianos [16,17,25] y ensayos preliminares con el
carbon de interés, fijandose en 12 dias.

= Para la configuracion el lecho empacado, se tuvieron en cuenta
trabajos preliminares [44,72], considerando 4 fases de proceso:
acidificacion, inoculaciéon, biodepiritizaciéon y lavado, sumando
en total 45 dias.

1.7 Objetivos

Teniendo en cuenta las consideraciones planteadas en la seccién 1.6,
el objetivo general de este trabajo fue:

Evaluar el efecto de un compuesto organico (cisteina) y sales
inorganicas férricas (cloruro y sulfato férrico) como potenciadores
de la oxidacion de pirita en procesos de biodesulfurizacion de
carbones ricos en azufre tanto en suspensién como en lecho empacado,
a nivel de laboratorio, utilizando microorganismos acidofilos, bajo
condiciones fisicoquimicas preestablecidas.
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Para tal propdsito se planted los siguientes objetivos especificos:

Evaluar la influencia de la concentracion de cisteina e iones
férricos sobre un proceso de biodesulfurizacién de carbon en
suspension a nivel de erlenmeyer.

Analizar un proceso de biodesulfurizacion en lecho empacado a
nivel de laboratorio para el carbén de interés a diferentes
tiempos de proceso, bajo condiciones fisicoquimicas establecidas.

Definir la eficiencia de la biolixiviacion de azufre, a partir
de la mineralogia del proceso de biodesulfurizacion en carbones,
con el fin de establecer estrategias de mejora en el proceso.



2. Analisis Quimicos y Mineralogicos Preliminares
del Carbon

2.1 Carbdn

Se hizo muestreo de dos mantos de carbdén, denominados “Mina Vieja”
y “Vampiro”, de la Mina *““La Angostura”, ubicada cerca al Municipio
de Morales del Departamento del Cauca (Colombia). Los mantos se
escogieron con base en estudios preliminares en la zona del proyecto
de investigacion Colciencias — Universidad Nacional de Colombia Sede
Medellin “Biodesulfurizacion de carbones provenientes de la zona
Rio Guachinte — Rio Aznazu Valle del Cauca y Cauca”, contrato
297/2005, culminado en 2009, donde se observd que contenian el mayor
porcentaje de azufre de la mina.

2.1.1 Preparacion inicial de la muestra

Del total de muestra tomada para cada caso, se realizaron cuarteos
sucesivos, con el Tfin de tener una cantidad de muestra
representativa para las diferentes fases experimentales.
Posteriormente, la muestra se molidé y a un tamafio de particula entre
pasante malla 8 (2.38 mm) y retenido malla 30 (0.50 mm), de acuerdo
a la serie Tyler de tamices (-8 +30 #Ty).

2.2 Analisis

2.2.1 Analisis Quimicos

Las muestras de carbdén fueron molidas a un tamafio de particula -60
#Ty (menor a 0.25 mm). Posteriormente se hicieron analisis quimicos
de las formas de azufre y hierro presentes en el carbén (ASTM D
4239, ASTM D 2492-02), asi como analisis proximos en base bruta
(humedad residual: ASTM D 3173, cenizas: ASTM D 3174, materia
volatil: I1SO 562, carbono fijo: ASTM D 3172, capacidad calorifica
bruta: ASTM D 5865), con el fin de determinar las caracteristicas
iniciales de la muestra.
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2.2.2 Analisis Mineraldgicos

Se estableci6 la composicion mineraldogica de las muestras mediante
difraccion de rayos X (DRX) vy analisis de infrarrojo por
reflectancia difusa con transformada de Fourier (DRIFT, por sus
siglas en inglés).

Para DRX, el carbon se molidé en mortero de agata hasta -200 #Ty y
se analizé en un difractémetro marca Rigaku Miniflex 11, mediante
el método paso a paso, en el intervalo 26 entre 5° y 70°, tamafio
del paso de 0.01°, con un tiempo de conteo de 1 segundo. Los
minerales presentes en el carbén fueron cuantificados mediante
refinamiento de Rietveld, cuyas simulaciones y calculos se llevaron
a cabo en el programa X’Pert HighScore Plus®© y la base de datos
PDF2.

Para DRIFT se utilizé la muestra a tamafio inicial (-8 +30 #Ty) y se
analizé en un espectrometro marca Shimadzu FTIR-8400 S, empleando
un intervalo de numero de onda entre 400 cm-! y 4000 cm-! y 60
barridos, a una resolucidén espectral de 4 cm-1. Cada espectro se
tratdé utilizando la correccion de Kubelka-Munk, usando el programa
IRsolution®.

2.3 Resultados

2.3.1 Analisis Quimicos

Como se muestra en la Tabla 2-1, el mayor contenido de azufre en
las muestras de carbdn correspondié a piritico, siendo mayor para
“Mina Vieja”. El alto contenido de azufre de sulfato en “Vampiro™,
puede dar indicio de que en este carbon ocurridé un proceso previo
de oxidacion natural de pirita, o también pudo ser debido a sulfatos
precipitados del sector donde se tomé la muestra de carbdén. EI
azufre organico no tiene diferencia significativa entre ambos
carbones.

Aunque las dos muestras tuvieron un alto contenido en cenizas, “Mina
Vieja” las presentd en mayor proporcion (63.64% mas alta que
“Vampiro”). Por otra parte, “Vampiro presenta un menor contenido en
humedad, un alto contenido de carbono fijo y una mayor capacidad
calorifica en base bruta respecto a “Mina Vieja”, mientras que la
materia volatil se encuentra dentro del mismo rango para ambos
carbones. Adicionalmente, a partir del analisis proximo y mediante
la aplicacion la norma ASTM D 388-05 para la clasificacion de
carbones por rango, se pudo caracterizar ambos carbones como
bituminosos altos en voléatiles.
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Por otra parte, con base en la composicion de hierro se pudo apreciar
que un porcentaje considerable del elemento no hace parte de la
pirita (16.66% para “Mina Vieja” y 41.06% para ‘“Vampiro”) por lo
que para propositos del trabajo se consider6 como ‘“hierro no
piritico”.

Tabla 2-1: Analisis proéximos, formas de azufre, composicién de
hierro y composicidén mineraldgica en las muestras de carbon.

Analisis préximos “Mina Vieja”| “Vampiro”
Humedad (%) 4.6 2.6
Cenizas (%) 27.0 16.5
Materia volatil (%) 34.7 38.1
Carbono fijo (%) 33.7 42 .8
Capacidad calorifica (Cal/g) 5106 6341

Formas de azufre (%)
Piritico 4.00 2.67
Sulfatos 0.79 1.90
Organico 1.48 1.43
Composiciéon de hierro (%)
Piritico 3.50 2.34
No Piritico 0.65 1.63

2.3.2 Analisis Mineraldgicos

La Figura 2-1 muestra el difractograma de los carbones iniciales. A
nivel general, los difractogramas de ambos carbones evidenciaron
presencia de pirita (FeS;), caolinita (Al;Si20s(0H)4) y cuarzo (Si0y),
los cuales, con excepcidén de cuarzo, se expresan con mayor
intensidad en “Mina Vieja”. También se observd una curvatura en la
lIinea base entre 26 = 13°-23°, interpretada como debida a la fase
amorfa del carbdén [117]. Adicionalmente, “Mina Vieja” evidencio
jJarosita (KFesz(S04)2(0H)s), mientras que “Vampiro” contuvo rozenita
(FeS04.4H0) .

Mediante el refinamiento Rietveld de los patrones de DRX sin
considerar la fase amorfa [118] y considerando el analisis quimico
de azufre piritico, la Tabla 2-2 constata las proporciones de las
fases cristalinas de ambos carbones con un indice de bondad de
ajuste (goodness of fit: GOF) alrededor de 1.1% y un perfil residual
ponderado (weighted residual profile: Ry) por debajo del 18%, que
determinaron que el modelo de refinamiento fue bueno para aceptar
los valores obtenidos [118-120].
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Figura 2-1: Difractogramas de los carbones “Mina Vieja” y “Vampiro”.

Cuentas

“Vampiro”

Py

J’\J\/K \a\J A
PykaPy
Py
Wm “Mina Vieja”
90 20 30 h 60 70

Posmlon 29

Ka: caolinita, Qz: cuarzo, Py: pirita, Ja: jarosita y Ro: Rozenita.

Tabla 2-2: Porcentajes de caolinita y cuarzo en los carbones “Mina
Vieja” y “Vampiro™.

Muestra Py (%w) | Ka (Ww) | Qz (%w) | Ro (%w) | Ja (%w)
“Mina Vieja” 7.50 28.86 1.69 - <0.50
“Vampiro” 5.01 14.96 3.42 4.16 -

La Figura 2-2 muestra los espectros de DRIFT para las muestras de
carbon. Se verifico la presencia de pirita (410 cm-t [17,121]), asi
como caolinita y cuarzo (enlaces Si-O asociados con caolinita y
cuarzo: 441 cm-1, 492 cm-1, 945 cm-1, 1018 cm-! y 1103 cm-! [121-124];
enlaces Si-0-Al asociadas con caolinita: 644 cm-l y 754 cm-1 [122—
125]; enlaces O-H asociadas con caolinita: 3244 cm-1, 3257 cm-1, 3628
cm-1, 3653 cm-1, 3673 cm-1 y 3697 cm-1 [121,123,125,126]).

Adicionalmente, ambos carbones evidenciaron bandas comunes
correspondientes a sulfatos (alrededor de 598 cm-1, 617 cm-1
[122,129], enlace S-0 asociado a sulfato de hierro: 700 cm-!
[122,126]); sin embargo, “Mina Vieja” mostré otras bandas asociadas
a jarosita (enlace S-0: 1192 cm-! [121,122,129,130]; enlaces O-H:
1620 cm-1 y entre 3381 cm-1 y 3416 cm-t [122,123,129-131]), mientras
que “Vampiro” mostré otras bandas posiblemente asociadas a la
rozenita (Enlace S-0: 748 cm-1, 1080 cm-1 [122,132]; enlace O-H
asociado a sulfato: 3386 cm-! [122,126])-

También se observaron bandas correspondientes a la matriz organica
(cadenas aromaticas: enlaces O-H asociadas a grupos fendlicos: 3211
cm-1, 3128 cm-ly entre 3284 y 3570 cm-! [124,126,127]; enlaces C-H:
808 cm-1y entre 3065 cm-1y 3103 cm-1 [124,126-128], nucleo C=C: 1470
cm-1 [124,126] y enlace éter-éster: 1248 cm-! [126]; cadenas
alifaticas: enlaces C-H: 719 cmly entre 3034 cm-1 y 3043 cm-l
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[121,127], enlaces C-H,: 2862 cm-1 [124,126,127], enlaces C-Hsz: 2940
cm-ly entre 1379 cm-1y 1277 cm-1 [121,126,127], enlaces carboxilo y
cetona fuertemente conjugados: 1653 cm-1 [126]).-

Por otra parte, se observé bandas correspondientes a la humedad
natural del carbon (entre 4000 cm-1y 3800 cm-1), asi como bandas de
CO2 (2365 cm-1) y la humedad del medio ambiente (entre 2750 cm-1y 2200
cm-1) que rodearon la muestra durante el analisis [128,133].

Figura 2-2: Espectrograma de DRIFT los carbones “Mina Vieja” y
“Vampiro”.
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KM: Unidades de Kubelka-Munk, Ka: caolinita, Si: enlaces asociados
a silicatos (caolinita y cuarzo), Py: pirita, S042-: enlaces
asociados a sulfato, M: enlaces asociados a la matriz orgéanica del
carbon y Ja: jarosita.

2.3.3 Distribucién del carbon para la experimentacion

Con base en los analisis quimicos y mineraldgicos de ambos carbones,
se escogid “Mina Vieja” para todas las experimentaciones de este
trabajo, tanto a nivel de erlenmeyer como en lecho empacado (véase
Capitulos 3 a 6), puesto que contuvo la mayor proporcién de pirita.
No obstante, el carbdn “Vampiro” se utilizé como comparativo en los
ensayos en lecho empacado (véase Capitulo 6).



3. Evaluacion del efecto de las interacciones
Acidithiobacillus thiooxidans-cisteina en un
proceso de biodesulfurizacion de carbones
mediado por Acidithiobacillus ferrooxidans

3.1 Introduccidn

Uno de los principales objetivos para la industrializacion de los
procesos de biodesulfurizacién de carbones es perfeccionar la
relacion costo operativo versus tiempo de residencia frente a la
oferta y demanda del material, ya que los requerimientos
legislativos de combustibles bajos en polutantes exigiran el uso de
tecnologias limpias como la alternativa bioldégica propuesta
[10,12,14,21,24].

En vista de lo anterior, varios iInvestigadores se han enfocado en
la mejora de eficiencias de la velocidad de desulfurizacion,
especialmente la oxidacion y lixiviacion de pirita, mineral que
aporta la mayor proporcidén de azufre en carbones con alto contenido
de este elemento (S > 3% w) [4,12,16,17]. Una de ellas consiste en
utilizar ciertos aditivos potenciadores de la velocidad de oxidacion
de pirita.

Previas investigaciones reportaron que la adicion de aminoacidos o
proteinas que contienen el grupo sulfhidrilo en su estructura (-
SH), especialmente cisteina, incrementan la oxidacién de pirita
mediada por A. ferrooxidans. Al adicionar cisteina al medio de
cultivo, esta se comporta como un agente corrosivo que facilita el
transporte quimico de energia entre la pirita y los microorganismos,
con lo cual se obtienen incrementos en la oxidacion de hasta 200%
[26-29]. Sin embargo, esto s6lo fue probado en pirita pura y no se
consider6 el efecto de otros minerales o compuestos naturalmente
acompafantes.

Por otra parte, también se ha reportado que el uso de dos o mas
microorganismos sulfooxidantes puede ayudar a mejorar los indices
globales de remocidon de azufre inorganico, en especial consorcios
conformados por A. ferrooxidans y A. thiooxidans. En este sentido,
aunque A. thiooxidans no se reconoce participe significativamente
en la oxidacion de pirita, puede ayudar a reducir la precipitacion
de sulfatos subproductos de la oxidaciéon de pirita, mediante
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pequenias adiciones de alguna de sus fuentes de energia (ej.: azufre
elemental) [16,17,31-33].

Respecto a 1o anterior, se debe tener en cuenta que si A. thiooxidans
se utilizase en un medio que contiene cisteina podria afectar la
eficiencia del aminoacido, ya que este microorganismo puede degradar
el aminoacido [34]. Sin embargo, aun no existe ninguna investigacion
que reporte las ventajas o desventajas de esta reaccidn en un proceso
de biodesulfurizacién de carbodn.

Con base en lo anterior, en este capitulo se muestra el efecto de
diferentes concentraciones de cisteina sobre la oxidacidon de pirita
cuando se encuentra contenida en una matriz de carbdén, explicando
las interacciones que ocurren entre el material y el medio de cultivo
respecto a la accién de A. fFerrooxidans en presencia de A.
thiooxidans. Para ello se utilizaron analisis quimicos Yy
mineraldgicos, con el fin de analizar los fendmenos encontrados en
todos los procesos.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Carbon

ElI carbon utilizado se extrajo del manto “Mina Vieja” de la Mina
“La Angostura” (Municipio de Morales, Cauca, Colombia). Luego de
varios cuarteos sucesivos, la muestra se molié y a un tamafo de
particula entre pasante malla 8 (2.38 mm) y retenido malla 30 (0.50
mm), de acuerdo a la serie Tyler de tamices (-8 +30 #Ty). El Capitulo
2 muestra toda la informacion quimica y mineraldgica del material a
tratar (véase Seccion 2.3).

3.2.2 Microorganismos

Se selecciond una cepa pura de Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC
23270) y un consorcio de la misma bacteria con Acidithiobacillus
thiooxidans (ATCC 15494). Cada cultivo tuvo una adaptacion previa a
un proceso de biodesulfurizacion del carbdén de interés, con base en
protocolos implementados en 1investigaciones previas aplicadas a
carbones colombianos [16,17,25].

La adaptacidn consistio en repiques sucesivos, donde parametros como
pH, concentracion de pulpa de carbén y sulfato ferroso fueron
gradualmente variados hasta llegar a las condiciones deseadas.
Posteriormente, se hicieron fases graduales de adaptacidn a cisteina
(HS-CH>-CHNH>-COOH) a diferentes concentraciones de (0.6 mg/L — 600
mg/L), siendo la uGltima etapa repetida para cada concentracion de
aminoacido, hasta no observar variaciones entre réplicas, respecto
a los valores de potencial de Oxido-reduccién y porcentajes de
oxidacion de pirita.
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Los in6culos para cada cultivo bacteriano a las diferentes
concentraciones de cisteina, de 0 mg Cys/L a 600 mg Cys/L (variable
en multiplos de 10), se prepararon en erlenmeyer de 350 mL, usando
un volumen de trabajo de 150 mL y una relacion de 1 g de carbdén por
cada 10 mL de solucién lixiviante, la cual contuvo el aminoacido
mas 10% v de inoculo bacteriano (5x108 células/mL), 150 mg Fe2t/L
(750 mg FeS04.7H.0/L), 1.5 mL H>SOs (98% v)/L, y la solucidén base el
medio T&K (500 mg (NH4)2S04/L, 500 mg MgSO4.7H20/L y 500 mg KH2PO4/L)
[116]. Las cepas se incubaron en un agitador orbital, por 12 dias,
a una temperatura de 30°C + 1°C y una velocidad de agitacion de 180
rpm + 2 rpm.

3.2.3 Ensayos de biodesulfurizacion

Cada ensayo fue preparado en erlenmeyer de 350 mL, con un volumen
de trabajo de 150 mL y una relacion de 1 g de carbdn por cada 10 mL
de solucidn lixiviante, de igual composicion que la empleada en la
preparacion de cultivos, mads 10% v de in6culo de la etapa final de
adaptacion. Las variables evaluadas fueron:

= Microorganismos: Cultivos de A. ferrooxidans pura, y en consorcio
con A. thiooxidans.

= Concentraciones de cisteina (mg Cys/L): 0, 0.6, 6, 60 y 600. EIl
aminoacido se disolvido en el medio de cultivo, en el instante
previo a la inoculacién con el microorganismo y la adicién del
carbon.

Todos los procesos fueron incubados por 12 dias, a las mismas
condiciones de temperatura y agitacion utilizadas en la preparacion
de los in6culos y tuvieron su respectiva réplica y control abidtico
(sin presencia de microorganismos) .

3.2.4 Analisis Quimicos

Los ensayos fueron monitoreados con mediciones periddicas de pH y
potencial redox (Eh) mediante el uso de un equipo SCHOTT Handylab,
con un electrodo de Eh de Ag/AgCl y un electrodo de pH con
electrolito de KCIl. El hierro total y hierro ferroso en solucion
fueron determinados en un espectrofotometro Thermo GENESYS UV 10,
utilizando el método de la o-fenantrolina ASTM E 394-09.

A partir de las concentraciones de hierro, se calculd el hierro
removido del carbon (%Fer, ver Ecuacidon (3.1)), teniendo en cuenta
los parametros hierro en solucion al dia 0O (Fei, mg/L), hierro en
solucion al dia t (Fe¢, mg/L), volumen de solucion (Vy, L), masa de
carbon (Mc, g) y su contenido total de hierro (%Fer, hierro piritico
+ hierro no piritico).
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(Fer — Fey)) x
%Fe, = 100 x y (%FeT)
¢ *\100

G-

Al final de cada ensayo, se midieron las formas de azufre del carbdn
tratado con base en el método ASTM D 2492-02. La pirita oxidada
(%Pyox) y el sulfato removido (%SO4s2-ren) FTueron calculados
respectivamente, teniendo en cuenta el contenido de azufre piritico
y de azufre en forma de sulfatos tanto de la muestra original (%Sey,i
Y %Ssos,i) como de las muestras tratadas (%Spy,r Y %Ssos,r) (ver
Ecuaciones (3.2) y (3.3)).

%Spy,i — %Spy
%ﬁp%i

%Py,x = 100 x
(3.2)

%Ss04,i — YSs04f

%S0;5~ = 100 x
754 rem %Ss04.i

G-3)

3.2.5 Analisis Mineraldgicos

Se establecid la composicion mineraldgica de las muestras tratadas
mediante difraccion de rayos X (DRX) y andlisis de infrarrojo por
reflectancia difusa con transformada de Fourier (DRIFT, por sus
siglas en inglés).

Para DRX, el carbon se molidé en mortero de agata hasta -200 #Ty y
se analizé en un difractémetro marca Rigaku Miniflex 11, mediante
el método paso a paso, en el intervalo 26 entre 5° y 70°, tamafio
del paso de 0.01°, con un tiempo de conteo de 1 segundo. Los
minerales presentes en el carbén fueron cuantificados mediante
refinamiento de Rietveld, cuyas simulaciones y calculos se llevaron
a cabo en el programa X’Pert HighScore Plus® y la base de datos
PDF2.

Para DRIFT se utilizo la muestra a tamafio inicial (-8 +30 #Ty) y se
analizé en un espectrometro marca Shimadzu FTIR-8400 S, empleando
un intervalo de numero de onda entre 400 cm-! y 4000 cm-! y 60
barridos, a una resolucidon espectral de 4 cm-1. Cada espectro se
traté utilizando la correccion de Kubelka-Munk, usando el programa
IRsolution®.
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3.2.6 Ensayos en ausencia de carbon

Con el fin de corroborar las interacciones carbdn-microorganismos-
cisteina, se hicieron los siguientes ensayos en erlenmeyer de 350
mL (volumen de trabajo 150 mL):

= A_. ferrooxidans, cultivado en medio T&K original, con 33.33 ¢
FeS0.4.7H.0/L como fuente exdgena de energia [116].

= A_. Tferrooxidans, cultivado bajo las condiciones anteriores,
adicionado con 600 mg Cys/L.

= A. Tferrooxidans, cultivado bajo las condiciones del primer
experimento, con adiciéon de 1 g de carbdén, por cada 10 mL de
solucién, al dia 6.

Todos los procesos fueron incubados por 12 dias, a las mismas
condiciones de temperatura y agitacion que los inéculos y ensayos
(30°C = 1°C y 180 rpm £ 2 rpm). Cada experimento tuvo su respectiva
réplica y control abidtico (sin presencia de microorganismos).

3.2.7 Analisis medio de cultivo en presencia de cisteina

Se determindé la concentracion de sulfatos presentes en el medio Té&K
en ausencia de bacterias bajo dos condiciones: (i) composicion
original y (ii) con adicidén de 600 mg Cys/L. Los analisis se hicieron
mediante el método estandar turbidimétrico con cloruro de bario APHA
4500 S042-, 24 horas después de que las soluciones fueran preparadas,
para 1o cual se dejaron en reposo a una temperatura de 30°C + 1°C.

3.3 Resultados

3.3.1 Ensayos de biodesulfurizacion

La Figura 3-1 presenta la variacion del pH en el tiempo. Este valor
aumentd al primer dia para todos los ensayos y controles abioticos,
donde aquellos que utilizaron 60 mg Cys/L y 600 mg Cys/L alcanzaron
el pH maximo (1.64). De manera general, se puede aseverar que tanto
para los ensayos con A. ferrooxidans, como para el consorcio después
del dia 1, la adicidon de cisteina permitio mayor disminucion del
pH, existiendo una relacién inversa entre la proporcion de
aminoacido y el valor final, incluso en los controles abidticos.
Ademas, los ensayos con cisteina siempre bajaron mas el valor de pH
que los controles abidticos, en especial los ensayos con 600 mg
Cys/L obtuvieron el minimo pH al final del proceso (1.52). Por otra
parte, no se observaron diferencias significativas en este parametro
respecto a los cultivos bacterianos evaluados.
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Figura 3-1: Comportamiento del pH vs. tiempo de los ensayos de
biodesulfurizaciéon de carbon a diferentes concentraciones de
cisteina.
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a) A. ferrooxidans (Af) y b) Consorcio (C). A Co: Control Abiotico.

En cuanto al Eh (ver Figura 3-2), las diferencias del valor inicial
entre cada ensayo y su respectivo control abiotico se debieron a la
presencia de iones férricos en los inoculos. Por otro lado, los
ensayos con 600 mg Cys/L mostraron una reduccion considerable en el
valor inicial de Eh (50 mV), por debajo de lo observado para los
demas ensayos.

A diferencia del pH, el Eh tuvo un comportamiento diferente frente
al tipo de cultivo bacteriano utilizado. Buena parte (la mayoria)
de los ensayos, usando tanto A. fTerrooxidans como el consorcio,
tuvieron comportamientos de Eh en el tiempo, similares a los ensayos
sin adicion de cisteina (ensayos con A. ferrooxidans y cisteina a
0.6 mg/L, 6 mg/L y 60 mg/L, y con el consorcio y cisteina a 0.6
mg/L), mostrando una pequefia caida inicial durante el primer dia,
seguida por un aumento fuerte en el dia 3, llegando en promedio a
valores alrededor de 550mV, y seguido por una fase estacionaria
hasta el final del proceso.
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Los demds ensayos mostraron comportamientos disimiles, con relacion
al tipo de cultivo microbiano usado, donde se observdé un incremento
cuando se adicionaron 6 mg Cys/L y 60 mg Cys/L (ver Figura 3.2,
literal b), obteniéndose valores de 590 mV y 650 mV respectivamente
después del sexto dia. En cambio, cuando se utilizé la méxima
concentracion de aminoacido, el ensayo con A. ferrooxidans inicio
en un valor alrededor de 400 mV, seguido de un aumento Yy
estabilizacion en 500 mV después del dia 3, mientras que al utilizar
el consorcio, el ensayo mantuvo un Eh de 480 mV hasta el dia 3 vy
luego se incrementd hasta 650 mV después del noveno dia.

Por otra parte, los controles abidticos utilizando cisteina hasta
60 mg/L no mostraron cambios significativos en sus valores,
manteniendo un Eh alrededor de 410 mV, mientras que al utilizar 600
mg Cys/L el valor inici6 en 350 mV y luego incrementd y se estabilizo
en 390 mV después del dia 1.

Figura 3-2: Comportamiento del Eh vs. tiempo de los ensayos de
biodesulfurizaciéon de carbon a diferentes concentraciones de
cisteina.
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a) A. ferrooxidans (AF) y b) Consorcio (C). A Co: Control Abiotico.
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La Figura 3-3 muestra la relacion entre el Eh y el logaritmo natural
de la razon Fe3t/Fe2r para todos los ensayos, independiente de la
concentracion de cisteina, cultivo bacteriano o instante de tiempo
t. La tendencia lineal indica que para la experimentacion de este
trabajo las interacciones Fe3*/Fe2* pueden explicar con un 97% de
confiabilidad las variaciones del Eh.

Figura 3-3: Correlacion entre el Eh vs. Ln(Fe3t/Fe2*) para todos los
ensayos de biodesulfurizacion de carboén, a diferentes
concentraciones de cisteina, en 12 dias de proceso (97% de
confianza).

700

650 o e

Eh (mV)

° 400 Eh =461.72 + 31.76 Ln(Fe®*/Fe®*)
R=0.97

2 -1 0 1 2 3 4 5
Ln(Fe¥*/Fe?*)

La Figura 3-4 muestra la relacion entre la proporcion de pirita
oxidada al final de los ensayos y la concentraciéon inicial de
cisteina usada. Puede verse un incremento gradual en la oxidacion
de la pirita final en todos los ensayos con relacion al aumento en
la proporcién inicial de cisteina a concentraciones entre 0.6 mg/L
y 60 mg/L. En este intervalo, los ensayos con el consorcio
considerablemente mostraron mejores resultados que los ensayos con
el cultivo puro, donde el ensayo con 60 mg Cys/L tuvo la maxima
oxidacion, 28.44% mas alta que los ensayos sin aminoacido.

Por otra parte, los ensayos donde se us6 600 mg Cys/L presentaron
un comportamiento diferente, con una disminucidén considerable en la
proporcion de pirita oxidada cuando se us6 A. ferrooxidans y
practicamente ningun efecto (con leve disminucion) para los ensayos
con el consorcio.
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Figura 3-4: Porcentaje de pirita oxidada de los ensayos de
biodesulfurizaciéon de carbon a diferentes concentraciones de
cisteina.
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Af: A_ ferrooxidans y C: consorcio.

En la Figura 3-5 se puede observar el hierro removido en el tiempo,
donde los ensayos tuvieron un comportamiento similar en cuanto al
comportamiento cinético. Al primer dia de proceso se Vvio una
disolucion media de 10%, seguida de una disminuciéon en la remociodn
entre los dias 1 y 3, evidenciada por un cambio en la pendiente de
la recta. Luego, un posterior aumento, sin alcanzar la velocidad
observada entre los dias O y 1. Sin embargo, los controles abidticos
no evidenciaron cambios significativos en este parametro durante el
proceso.

Los ensayos sin cisteina tuvieron una tendencia similar para los
dos cultivos bacterianos, los cuales alcanzaron la maxima remocion
al noveno dia y una posterior disminucion en la velocidad hasta el
final del ensayo. En contraste, los ensayos con adicidn de cisteina
no tuvieron cambios significantes en la pendiente luego de 12 dias;
incluso los ensayos que utilizaron 600 mg Cys/L evidenciaron un
continuo aumento en la remocion, aunque mucho menor que los otros
ensayos.

Cabe sefalar que la velocidad de remoci6én de hierro después del
tercer dia dependié del tipo de cultivo y la concentracion del
cisteina con un alcance similar al observado en los analisis de Eh
(ver Figura 3-2) vy oxidacion de pirita (ver Figura 3-4),
obteniéndose valores mas altos al utilizar el consorcio y 60 mg/L
del aminoacido.
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Figura 3-5: Hierro removido vs. tiempo de los ensayos de
biodesulfurizacién de carbon a diferentes concentraciones de
cisteina.
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a) A. ferrooxidans (AF) y b) Consorcio (C). A Co: Control Abiotico.

Finalmente, la Figura 3-6 muestra una reduccion del azufre en forma
de sulfatos en las muestras de carbdon tratadas respecto al contenido
inicial con una tendencia similar a la observada en los porcentajes
de pirita oxidada (ver Figura 3-4), revelando una dependencia
directa a la eficiencia del proceso respecto a la concentracion de
cisteina.
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Figura 3-6: Porcentaje de sulfato removido del carbon de los ensayos
de biodesulfurizaciéon de carbéon a diferentes concentraciones de
cisteina.
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3.3.2 Analisis mineraldgicos después del proceso de biodesulfurizacion

La Figura 3-7 indica los porcentajes de las fases cristalinas de
caolinita y cuarzo en las muestras de carbon tratadas, calculados a
partir de refinamiento Rietveld de 1los patrones de DRX (GOF
alrededor de 1.1% y Ry por debajo del 20%, que determinaron un buen
ajuste del refinamiento, para aceptar los porcentajes obtenidos
[118-120]).-

Figura 3-7: Composicion de silicatos en el carbdén antes y después
del proceso de biodesulfurizacion a diferentes concentraciones de
cisteina, calculados con base en las composiciones obtenidas por el
método de Rietveld.
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Af: Acidithiobacillus ferrooxidans, C: consorcio, K: caolinita, Q:
cuarzo, 0.C.: carboén no tratado.
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Adicional a la oxidacion de pirita y remocion de sulfatos,
observadas en las Figuras 3-4 y 3-6, pudo apreciarse desaparicion
de caolinita luego del proceso de biodesulfurizacioén, reduciendo su
contenido desde 28.86% a una media de 18.34% (£ 0.66%) entre todos
los ensayos, sin observarse una correlacion de tendencia respecto
al tipo de microorganismo o cantidad de cisteina adicionada. Ningun
ensayo evidenci6 lixiviacion de cuarzo. Como dato adicional, ninguna
de las muestras tratadas evidenci6 variaciones significativas en el
porcentaje de jarosita.

La Figura 3-8 muestra los espectros de DRIFT de los carbones tratados
comparados con el espectro del carbon original reportado en el
Capitulo 2 (véase Seccidon 2.3.2, Figura 2-2).

Figura 3-8: Espectros de DRIFT del carbdén antes y después del proceso
de biodesulfurizaciéon de carbéon a diferentes concentraciones de
cisteina.
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Ka: caolinita, Si: enlaces asociados a silicatos (caolinita y
cuarzo), Py: pirita, SO42-: enlaces asociados a sulfato, M: enlaces
asociados a la matriz organica del carbdén y Ja: jarosita.
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Las muestras tratadas 1indicaron variaciones en las bandas de
caolinita, especialmente reduccidon de los enlaces O-H (desaparicion
de las bandas a 3673 cm-1 y 3257 cm-1) y algunas variaciones en los
enlaces Si-0-Al (644 cm!l y 754 cm-l). Las bandas de sulfato y
jJarosita a 700 cm-1, 1190 cm-! y 1620 cm-! prevalecen en todos los
ensayos, mientras que los ensayos con 600 mg Cys/L muestran una
tendencia de incremento a 598 cm-1 y 617 cm-1. Las bandas de la matriz
organica no sufrieron cambios relevantes, con excepcion de una leve
variacion en las bandas alifaticas (2860 cm-1 y 2938 cm-1). Por otra
parte, los ensayos que utilizaron 600 mg Cys/L evidenciaron
aparicion de una banda a 1584 cm-1, correspondiente al enlace un S-
NH>. de la cisteina [28]. No se observaron otras bandas del aminoacido
ya que sufren interferencias con bandas de enlaces similares a los
de la materia organica [28].-

3.3.3 Analisis en ausencia de carbon

La Figura 3-9 muestra el comportamiento del Eh respecto al tiempo
para los ensayos que se hicieron en el medio T&K original. Cuando
A. ferrooxidans se cultivo en medio T&K, sobrepasd los 600 mV después
del tercer dia hasta alcanzar un maximo de 650 mV al dia 6, similar
a lo observado en el ensayo con el consorcio y 60 mg Cys/L (ver
Figura 3-2, literal b). En contraste, el Eh descendié desde 650 mV
hasta 520 mV cuando se adicion6 carbdén al sexto dia de proceso, para
luego estabilizarse en 550 mV después del noveno dia, de igual forma
que los resultados obtenidos para los ensayos sin adiciéon de amino
acido (ver Figura 3-2, literal a). Por otra parte, no se evidencio
oxidacion de iones ferrosos cuando el medio contuvo 600 mg Cys/L.

Figura 3-9: Comportamiento del Eh vs. tiempo para A. ferrooxidans
cultivado en medio T&K.
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Af T-0: ensayo sin cisteina, Af T-600: ensayo con una adicion de
600 mg/L de cisteina y Af T-C: Ensayo con una adicion de 1 g carbon
por cada 10 mL de solucidén al dia 6.
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3.3.4 Analisis medio de cultivo en presencia de cisteina

Los analisis de sulfatos del medio de T&K, con y sin adicién de
cisteina (Tabla 3-1), muestran que la concentracion de sulfato
descendid en un 19%, cuando el medio contuvo 600 mg Cys/L.

Tabla 3-1: Concentracion de sulfato del medio T&K, con y sin adicion
de 600 mg Cys/L.

Concentracion
de cisteina | Sulfato (mg/L)
(mg/L)
0 24390
600 19756

3.4 Discusion y conclusiones preliminares

Es importante sefialar que las variables predefinidas en este
trabajo, como tamafio de particula del carbdén, medio de cultivo,
concentracion inicial de hierro y acido sulfurico, entre otros, se
consideraron con base en experiencias pasadas [16,17,25], con el
fin de mitigar, en lo posible, los efectos ya conocidos de algunos
componentes del carbon sobre la lixiviacion/reprecipitacion de
sulfatos, tanto los presentes en el carbon como los producidos a
partir de la oxidacién de pirita, importante a la hora de calcular
el grado de biodesulfurizacion total [19,25,37,60].

Con base en lo anterior, el pH se mantuvo de tal forma que no superoé
0.05 unidades de pH por encima del valor inicial, ni 0.10 unidades
de pH por debajo (ver Figura 3-1), lo cual, en comparaciéon con
investigaciones previas [17,25], indica que los componentes del
carbon y las reacciones ocurridas durante el proceso mantienen la
acidez del medio dentro de un rango de variaciéon minima. Esta pudo
ser la razén por la que las muestras de carbon tratadas no
evidenciaron aumento en su concentracion de sulfatos inicial al
final del proceso; en cambio, tuvieron una remocidén considerable de
estos compuestos (ver Figura 3-6).

También pudo apreciarse que utilizar una concentracién de 600 mg
Cys/L se reduce el grado de oxidacion de pirita, incluso por debajo
del porcentaje alcanzado en ausencia de aminoacido. Esto coincide
con reportes de otros autores que indican toxicidad de este
compuesto, cuando se encuentra en concentraciones por encima de 120
mg/L [27]-

No obstante, los cambios poco significativos en los porcentajes de
oxidacion de pirita para los ensayos con A. ferrooxidans y adicion
de cisteina hasta 60 mg/L (ver Figura 3-4) contrastan con los
resultados reportados en literatura, en donde la adicién del
aminoacido incrementd considerablemente la oxidacion de laminas de
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pirita pura (espesor: 100 nm), al utilizar concentraciones similares
a las empleadas en este trabajo y una cepa de la misma especie [26].-
Cabe senalar que el experimento de oxidacidén de laminas homogéneas
de pirita pura, difiere de los procesos biooxidacion de mineral de
pirita en suspensién, puesto que el sulfuro laminado y las camaras
de cultivo se prepararon de tal forma que se pudiera observar las
interacciones cisteina-microorganismo-sulfuro en condiciones cuasi-
ideales, con un area superficial homogénea y sin interferencia de
otras sustancias o0 compuestos tipicos de los procesos de
biooxidacion [26].-

En un proceso de biodesulfurizacién, la distribucidén heterogénea de
forma y tamafio de la pirita puede reducir el comportamiento cinético
de las interacciones del sulfuro con la cisteina. Este fendmeno se
ha observado en investigaciones anteriores utilizando carbones de
la misma zona de estudio, donde durante 1los procesos de
biodesulfurizacion, los granos de tamafios nanométricos formando
cumulos framboidales son oxidados con una mayor velocidad que
cristales individuales de mayor tamafio, Qlos cuales incluso
evidencian baja corrosiéon [17,44]. No obstante, hay que tener en
cuenta que la presencia de minerales y materiales acompafiantes (como
lo es la matriz organica del carbdén y sus asociados) también afectan
el proceso, y por ende pudieron influir sobre el efecto de la
cisteina.

Se ha reportado que la caolinita, aunque en menor grado que los
silicatos del grupo 2:1 (como la montmorillonita), puede adsorber
aminoacidos [134]. Se ha observado que algunas moléculas organicas
son capaces de entrar entre el espacio iIntercapas rompiendo los
puentes de hidrogeno entre los grupos —-OH superficiales de la
caolinita y los &atomos de oxigeno de las capas adyacentes. En el
caso de los aminoacidos, los grupos -NH3* y -COOH (medio acido) [135]
pueden formar puentes de hidrégeno, no s6lo con los enlaces rotos
de los cristales de caolinita, sino también con los grupos —OH de
superficie basal octaédrica (ver Figura 3-10, literal a) [135-139].
De la misma forma, la matriz organica de los carbones bituminosos
puede tener ciertas propiedades semi-adsorbentes, que permiten su
uso como precursores en la fabricacién de carbén activado [114,115],
por lo cual los grupos activos de la cisteina podrian haber
interactuado con el carbdén por medio de fuerzas de Van der Waals
(ver Figura 3-10, literal b).

Con base en lo anterior, tanto la caolinita como la matriz organica
del carbén pudieron haber influido sobre la reduccion de la
probabilidad de interaccién de la cisteina con los granos de pirita,
puesto que al encontrarse en mayor proporcion que el sulfuro (para
el carbon utilizado en este trabajo una relacion aproximada de 1.0
pirita: 3.8 caolinita: 8.4 matriz organica), podria haber existido
una mayor posibilidad de que la mayor cantidad de aminoacido sea
adsorbida por estos compuestos que por el sulfuro.
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Figura 3-10: Esquema representativo de adsorcion de cisteina en la
matriz de organica y del carbdén objeto de estudio [134,138,140].

a) | b)

1 i 0
_o—sl,i—o—.-lu—oA‘\'{\SH Ho‘k/\s_H

c|> o H-NE, cys H»—\TH: ' Cys
—O0—S8i—0—A1—0 *
Ka c|> (|)H .

I Matriz organica carbdn

a) Cisteina (Cys) en caolinita (Ka) y b) Cisteina en la matriz
organica.

Cuando los ensayos tuvieron presencia de A. thiooxidans, se genero
un incremento notorio en los valores de Eh (ver Figura 3-2, literal
b), al utilizar concentraciones de cisteina por encima de 6 mg/L,
lo cual afectd positivamente la oxidacién de pirita (ver Figura 3-
4) . Esto indica que el comportamiento del Eh es clave, a la hora de
entender el posible efecto del aminoacido sobre el proceso de
biodesulfurizaciéon mediado por el consorcio.

Como pudo observarse, todos los resultados de Eh, independiente del
ensayo de origen e instante de tiempo donde se hizo la mediciodn,
tuvieron un ajuste lineal a un modelo tipo Nerst (ver Figura 3-5),
el cual define la relacion entre la actividad bacteriana versus los
cambios en el Eh y la velocidad de oxidacidon de iones Fe2r en la
fase liquida [141]. Esto significa, que todos los fendmenos del
proceso pueden ser ampliamente explicados por los cambios en la
razon Fe3+/Fe2+, descartandose el efecto de otras variaciones de
o6xido-reduccion, para otro tipo de compuestos presentes en el medio,
los cuales se considera no tuvieron un impacto significativo. Por
ello, teniendo en cuenta el mecanismo indirecto de oxidacidn
bacteriana de pirita, explicado en la seccion 1.3.3, las variaciones
en la relacion Fe3t/Fe2+ pueden ser descritas por la oxidacién quimica
del sulfuro por accién de iones Fe3 (ver Ecuacion (1.1)), vy la
biorregeneracion del agente oxidante (ver Ecuacion (1.2)) [33,36],
con una dependencia directa a las interacciones mas sobresalientes
del proceso: A. ferrooxidans-carbon, cisteina-carbén y consorcio-
cisteina.
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3.4.1 Interacciones A. ferrooxidans-carbén

A nivel general, las interacciones entre A. ferrooxidans y el carbdén
tuvieron un efecto significativo sobre los valores de pH y Eh,
ligado a la oxidacién de iones Fe?t y pirita.

Con base en la biooxidacién de iones Fe2t (ver Ecuacidon (1.2)), A.
ferrooxidans tuvo iInfluencia sobre el consumo de iones H+* de la
solucidén lixiviante en la fase lag (entre el los dias O y 1). Sin
embargo, a medida que transcurria el proceso, la hidrolisis de los
iones Fe3+, producidos por la accidén de la bacteria (ver Ecuaciones
(1.3) a (1.5)) [33,36,82], mas la oxidaciéon del sulfuro (ver
Ecuacion (1.1)), incrementaron la concentracién de iones H+*, lo
suficiente para solventar su consumo, que incluso, a nivel general,
ocasionaron un posterior descenso en el valor.

Es importante sefialar que los contenidos importantes de caolinita
presentes en el carbdn (28.82% w) también pudieron influir sobre el
aumento del valor de pH en el primer dia de proceso. Aunque este es
un mineral de baja reactividad en comparacién con otro tipo de
silicatos, se ha reportado que los grupos AI-OH superficiales y Al-
O0-Si interlaminares pueden interactuar con los iones H* en medio
acido [137], a partir de lo cual puede generarse una disolucion
quimica (ver Ecuacioén (3.4)) [70,123,142]. Por medio de los analisis
de DRIFT de los carbones tratados (ver Figura 3-8) pudo observarse
desaparicion unas bandas especificas de grupos -OH en todos los
ensayos, que corresponderian a los enlaces que se liberan durante
la solubilizacion, 1o que explicaria los aumentos iniciales en el
pH que también sufrieron los controles abiodticos, asi como la
reduccion en la proporcién de caolinita encontrada al final de cada
ensayo (ver Figura 3-7).

Al,Si,05(OH), + 6H* — 2AI3* + 25i0, + 5H,0
(3.4)

Adicionalmente, los ensayos en ausencia de carbdon (ver Figura 3-9)
demostraron que el material no sélo tuvo efecto sobre el pH, sino
que también afectd negativamente el Eh maximo que alcanzaron los
ensayos (ver Figura 3-2). La oxidacion de los iones Fe2+ en solucion
alcanza un maximo de 650 mV en ausencia de carbdén, mientras que en
presencia de carbén, el valor cae alrededor de 550 mV y no vuelve a
subir.

Con base en la Figura 3-3, el valor de Eh ma&ximo se relacion6 con
la velocidad de iones Fe3* producidos en la solucion lixiviante,
frente a los consumidos en la oxidacién de pirita. Ya que la
produccion de iones Fe3+ estd directamente ligada a A. ferrooxidans,
probablemente algunos componentes del carbdén redujeron la velocidad
de biooxidacién de 1iones Fe2r. Lo anterior coincide con otros
reportes en la literatura, que atribuyen este fendmeno a algunos
compuestos organicos e inorganicos presentes en el material
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(principalmente &cidos humicos o algunos iones metalicos pesados),
los cuales son naturalmente téxicos para microorganismos acidofilos
quimiolitotréficos como A. ferrooxidans [21,22,70,73].-

Investigaciones previas con otro tipo de carbones colombianos
[25,48], bajo condiciones similares a las utilizadas en los ensayos
sin cisteina, no presentaron diferencias entre los valores maximos
de Eh, en comparacién con el maximo obtenido por los microorganismos
en ausencia de carbdén (ver Figura 3-9). Sin embargo el tipo de
carbon reportado en esas investigaciones, difirido del utilizado en
este trabajo, especialmente porque presentaba bajo contenido de
cenizas (6.5%) y ausencia de caolinita [25].

Como se observa en la Ecuacion (3.4), las interacciones de la
caolinita con los i1ones H*, liberan iones Al3+*, los cuales pueden
ser disueltos en la solucion lixiviante. Lo anterior también se ha
reportado en procesos de biodesulfurizacion de carbones que
contuvieron caolinita entre sus componentes [17,37,70]. Se ha
encontrado que una concentraciéon de 1200 mg Al/L puede reducir el
Eh desde 622 mV hasta 544 mV, mientras que una concentracién de 2500
mg Al/L puede causar inhibicion total en la oxidacion de iones Fe2+
[70]. Se ha explicado que la toxicidad de los i1ones Al3* se debe a
su acumulacién en el citoplasma y membrana celular de la bacteria,
lo que en altas concentraciones genera reacciones indeseables que
inhiben su crecimiento, reduciendo la concentracién de biomasa
[143].-

Para todos los ensayos, se podria haber alcanzado un maximo de 1900
mg Al3+/L, calculado a partir del porcentaje promedio de caolinita
removida y considerando que luego de ataque acido todo el aluminio
se disolviese. Esto quiere decir, que la caolinita pudo jugar un
papel importante sobre la accion de A. ferrooxidans frente a la
velocidad de regeneracién de iones Fe3* en la solucion lixiviante.

Aunque los resultados obtenidos durante todo el proceso demuestran
que los microorganismos obtuvieron una resistencia natural a los
iones Al3*, seguramente gracias a las fases previas de adaptacion,
los menores valores de Eh obtenidos (ver Figura 3-2), comparados
con el ensayo sin adicidén de carbén (ver Figura 3-9), indican que
probablemente no pudieron contrarrestar todo el efecto inhibitorio,
lo que redujo su actividad médxima sobre la regeneracion de iones
Fe3* en soluciodn.

Es importante tener en cuenta que, A. ferrooxidans puede actuar por
dos vias diferentes en la produccion de iones férricos [33,83]:

= Mecanismo indirecto de no contacto: donde la bacteria se
encuentra suspendida en el medio de cultivo, tomando la fuente
de energia de la soluciéon lixiviante.
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= Mecanismo indirecto de contacto: donde la bacteria forma una capa
polimérica extracelular (EPS, por sus siglas en inglés) que le
permite adherirse a la superficie de la pirita, para llevar todas
las interacciones Fe3*/Fe2* dentro de ella.

Naturalmente, se plantea que dentro de los procesos de biooxidacion
de pirita, ocurren ambos mecanismos como un cooperativo [78,79].

Ante la evidencia de oxidacion de pirita en los ensayos cuyo Eh
maximo no superd los 560 mV, se puede pensar que posiblemente los
iones Al3* no afectaron drasticamente los procesos que ocurren en la
EPS de las bacterias que pudieron adherirse al sulfuro,
protegiéndose de la toxicidad. En cambio, las bacterias suspendidas
en la solucidn lixiviante si pudieron ser afectadas, ya que carecen
de esta protecciéon [101-103]. En estos casos, la oxidacién pudo
haber tenido una mayor influencia del mecanismo iIndirecto de
contacto.

Por otro lado, ademas de la oxidacion de pirita y disolucion de
caolinita, se observd remocidn importante de hierro no piritico del
carbon al primer dia de proceso, alrededor de un 60% y 70% del total
(calculado a partir de los controles abidticos, donde no se observo
oxidacion significativa de pirita al finalizar el proceso, pero si
remocién de hierro) (ver Figura 3-5). Esto quiere decir que los
compuestos de hierro no piritico son de facil disolucion en medio
acido. A partir de los anadlisis quimicos y mineralégicos (véase
seccion 2.3), se puede deducir gque este elemento esta ligado a los
sulfatos del carbdn, como especies de sulfatos ferrosos y jarosita
[144]. Este hierro pudo contribuir al proceso como fuente de energia
adicional para A. ferrooxidans [37].-

Teniendo en cuenta las relaciones estequiométricas Fe-S en el
sulfato ferroso y jarosita, para 0.65% w de hierro no piritico
corresponderian entre 0.13% w y 0.37% w de azufre en forma de
sulfatos del carbén, 1o cual equivaldria entre el 17% y el 47% del
contenido total presente en la muestra de carbon original (ver Tabla
2-1). Esto explicaria en parte por qué, a pesar de observar casi
total lixiviacion del hierro no piritico al finalizar el proceso
(deducida a partir de los porcentajes obtenidos de hierro removido
de los controles abioticos), la remocién del sulfato del carbdén no
fue superior al 75% (ver Figura 3-6). Probablemente las demas
especies de sulfatos que hacian parte del carbdén, eran insolubles a
las condiciones del proceso. Por otra parte, al no observar
desaparicion de bandas de sulfato de hierro y jarosita en los
analisis de DRIFT (ver Figura 3-8), otra de las razones de no obtener
total remocidén de sulfatos pudo deberse a la precipitacion de los
productos de la oxidacion de la pirita que permanecian en la
interfase pirita-soluciéon lixiviante durante el proceso. No
obstante, esta posible precipitacion no fue significativa respecto
a la cantidad de sulfato que se removido del carbdén durante el
proceso.
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3.4.2 Interacciones cisteina-carbon

Como se explicé anteriormente, la alta composicion de caolinita y
la matriz organica en el carbon probablemente disminuyeron la
probabilidad de interaccién entre en aminoacido y los granos de
pirita, debido a que estos compuestos tienen potencial adsorbente
de cisteina [114,115,135-137,145]. Esta quiza, fue una de las
posibles razones por las cuales no se observaron cambios
significativos en los porcentajes de oxidacion de pirita con adicion
del aminoacido en los ensayos donde se utiliz6 s6lo A. ferrooxidans
(ver Figura 3-4, literal a), contrastando con los resultados
obtenidos para cultivos con pirita pura de otros autores [26].-

Los resultados obtenidos para el ensayo con A. ferrooxidans y 600
mg Cys/L, dan un indicio de la posible adsorcidon de cisteina en el
carbon. En primer lugar, el andlisis de DRIFT de la muestra tratada
reveld incorporacion de bandas correspondientes al aminoacido (ver
Figura 3-8). Adicionalmente, si se compara el ensayo con el cultivo
en medio T&K y 600 mg Cys/L respecto al comportamiento del Eh en el
tiempo (ver Figura 3-9), también se puede demostrar adsorcion,
puesto que A. ferrooxidans tuvo total inhibicidon de su capacidad
oxidativa de iones Fe2+ cuando se cultivé en ausencia de carboén,
mientras que en presencia de con carbon si hubo actividad
bacteriana, observado en el aumento del Eh y la oxidacién de pirita
(ver Figuras 3-2, literal a, y 3-4).

Cabe sefialar que los bajos valores obtenidos del ensayo con 600 mg
Cys/L, respecto a los ensayos con menores concentraciones de
cisteina, indican la probabilidad de una interaccién inicial entre
los microorganismos y la cisteina en la fase liquida, similar a la
ocurrida al cultivo en medio T& y 600 mg Cys/L (ver Figura 3-9),
1o cual pudo haber inhibido la poblacidon bacteriana antes de que se
adicionara el carbdn. Una vez el carbon interactu6é con la solucion
lixiviante, la posible adsorcion de la cisteina mitigaria parte de
la toxicidad del aminoacido, permitiendo que los microorganismos
sobrevivientes iniciasen su metabolismo.

Aunque en los ensayos con A. fTerrooxidans no se observaron
variaciones significativas en el porcentaje de oxidacion de pirita
al adicionar cisteina (ver Figura 3-4), se pudo observar que la
adicion de aminoacido tuvo una relacion directa con la disminucion
del pH al finalizar 1los procesos (ver Figura 3-1). Esto
probablemente se debié a las propiedades corrosivas quimicas del
grupo -SH del aminoacido, que pudieron contribuir a una liberacion
del hierro de la superficie de algunos granos de pirita, la cual
liberaria iones H+ al medio [26]. Teniendo en cuenta que A.
ferrooxidans mantiene una mayor proporcion de iones Fe3+ en solucion
(ver Figura 3-3), la hidrolisis de ese hierro adicional pudo incidir
sobre la acidez en la solucidon lixiviante (ver Ecuaciones (1.3) a
(1.5)). Sin embargo, debido a que gran parte del aminoacido
probablemente se adsorbid en la caolinita o la matriz orgéanica, el
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efecto no fue muy significativo, por eso el pH no disminuyé por
debajo de 0.1 unidades respecto al valor inicial.

La acidificacion adicional pudo ademas ligarse directamente con el
grado de remocién de sulfatos del carbén (ver Figura 3-6). Esta
relacién también se ha reportado en otras investigaciones
[12,25,37], donde se explica que al aumentar la solubilidad de sales
sulfatos, se evita la reprecipitacion de los subproductos de la
oxidacion de pirita, en la interfase con la solucion lixiviante,
disminuyendo la probabilidad de que los granos de sulfuro pierdan
area superficial, por sulfatos (o hidroxisulfatos) insolubles que
se depositan sobre ellas. Esto explicaria por qué los ensayos con
el aminoacido mantuvieron una velocidad de remocidon de hierro cuasi-
lineal hasta el dia 12 (ver Figura 3-5), mientras que los ensayos
sin adicién de aminoacido, cuyo pH se mantuvo por encima del valor
inicial, redujeron notablemente la remocidén de hierro al dia 9.

Es importante observar que aunque los ensayos que utilizaron 600 mg
Cys/L alcanzaron el pH mas bajo (ver Figura 3.1), no obtuvieron el
porcentaje mas bajo de remocidén. De acuerdo con los resultados de
la Tabla 2-1, donde se midié la concentraciéon de sulfatos para el
medio T&K, sin y con presencia de cisteina a la mas alta
concentracion usada, se reveld que la adicién de este compuesto
redujo la saturacion de iones S042- en solucion. Esto puede explicar
por qué altas concentraciones de aminoacido pueden inducir a la
reprecipitacion de sulfatos e hidroxisulfatos, paralelo a su
adsorcion en el carbon, 1o que explicaria el aumento notable de las
bandas de sulfato y jarosita visto en el analisis de DRIFT para
estos casos (ver Figura 3-8).

3.4.3 Interacciones consorcio-cisteina

Los ensayos con el consorcio, sin adicién de cisteina, mostraron
que A. thiooxidans pareci6 no tener influencia sobre el valor de pH
(ver Figura 3-1), contrario a lo reportado en otros trabajos
[16,17,146], donde su papel principal se describe como productor de
acido sulfarico a partir de la adicion de algunos compuestos
reducidos de azufre (ej.: tiosulfato, tetrationato, monusulfuros,
azufre elemental), lo que ademas reduce la formacién de precipitados
sulfatados sobre la superficie de los compuestos del carbén, lo que
hace méas eficiente el proceso. Sin embargo, los ensayos de este
trabajo, no tuvieron este tipo de compuestos, pues el carbdon, a
partir de sus analisis quimicos y mineraldgicos, no evidencidé su
presencia y tampoco fueron agregados a la solucion lixiviante.

Frente a la ausencia de fuentes de energia adicionales, A.
thiooxidans quizad pudo subsistir gracias a [la produccion de
compuestos intermedios de la oxidacion de pirita, tales como
tiosulfato, tetrationato, azufre elemental y otros compuestos
reducidos de azufre, tal como describe la ruta metabélica via
tiosulfato, propuesta para la biooxidacion de este sulfuro (ver



Capitulo 3 53

Ecuacion (1.9)) [33]- Sin embargo, la oxidacion quimica de estos
compuestos en medio &cido, limita su disponibilidad para el
microorganismo, lo cual iImpide una contribucién significativa a
partir de la oxidacion bioldgica [84]. Esta pudo ser la razon de
porqué los ensayos con el consorcio no tuvieron variaciones
significativas en el pH, respecto a sus contrapartes que usaron la
cepa pura de A. ferrooxidans (ver Figura 3.1).

En los ensayos con el consorcio, la inclusion de A. thiooxidans
revelé un importante cambio en los comportamientos del Eh bajo
adicion de cisteina (ver Figura 3-2), que influyé positivamente
sobre la oxidacion de pirita, lo cual no se observo en los ensayos
con A. Ferrooxidans pura (ver Figura 3-4).

Teniendo en cuenta varios estudios de adaptacion de microorganismos
acidofilos, se sabe que cuando los microorganismos se adaptan a un
ambiente especifico, tienen la capacidad de activar ciertas rutas
enzimaticas especificas, frente a la presencia de nuevas fuentes de
energia o elementos toxicos, lo cual les permite sobrevivir en un
ambiente distinto al inicial [101-103].

Aunque se ha reportado que A. thiooxidans no utiliza el aminoacido
como fuente de energia, si lo puede degradar, produciendo cistina
(ver Ecuaciéon (3.5)) o persulfuro, cuando la cisteina interacciona
con el azufre coloidal contenido en la EPS de la bacteria (ver
Ecuacion (3.6)) [34,147-149]. La cistina no tiene efecto positivo
sobre la oxidacion de pirita, de hecho, se considera como la causante
de inhibicidn cuando utilizan concentraciones de cisteina por encima
de 120 mg/L [26]. En cambio los persulfuros, compuestos reactivos e
inestables intermediarios en las transformaciones de compuestos de
azufre, pueden jugar un papel importante en la asimilacion de
fuentes de energia sulfuradas por A. ferrooxidans [27,147,148].

OH OH

OH
A. thicoxid
2 O?H/\SH ﬂ OAH/\ /\‘/}‘\‘0 + 2HY 4+ 2e
H

S—S§
.

TT+ 2
H H H
(3-5)
OH OH
O)Y\SH + g° A. thicoxidans . O;Y\S —SH
H H
(3-6)

Las especies R-SS- podrian tener efecto sobre las interacciones A.
ferrooxidans—pirita como transportadores quimicos, permitiendo que
el sulfuro sea mas asequible para absorber el radical liberado,
luego de que A. thiooxidans rompiese las moléculas de cisteina
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adsorbidas en el carbon (ver Figura 3-11). No obstante, si se
considera el sistema A. ferrooxidans—cisteina—pirita propuesto por
Rojas-Chapana y Tributsch (2001) (ver Figura 1-4), so6lo estimularia
la adhesidn de la bacteria a los granos de sulfuro, lo cual influiria
sobre la accion de la bacteria adsorbida en el carbén o adherida a
los granos de sulfuro, permitiendo mejorar la oxidacion via
mecanismo de contacto indirecto [27].

Figura 3-11: Esquema hipotético de accion de la adicidén de cisteina
en un proceso de biodesulfurizacion de carbones, teniendo en cuenta
la formacion de persulfuros por A. thiooxidans [27,147-149].

== A ferrooxidsns Especies Cys-55-Fe
() A. thicoxidans EPS
Especies Cys-S5-Fe Z/é P
a) 24 o *.,::: -¢"'_#J..__ L £+ Pl
Fe™, Fe o= = By
+ L}

Carbkdén (M.o.+Ea)

a) A. thiooxidans ataca a la cisteina adherida a la caolinita y/o
matriz organica del carbdén, liberando persulfuro, b) El persulfuro
interacciona con el hierro en solucién formando complejos los cuales
a su vez son atraidos por A. Tferrooxidans, incitandolas a
interactuar directamente con los granos de pirita y c) A.
ferrooxidans adherida presenta una EPS rica en persulfuro, donde se
Ilevan a cabo las interacciones con pirita de forma similar al
mecanismo pirita — cisteina - A. ferrooxidans propuesto por Rojas-
Chapana y Tributsch (2001) (ver Seccion 1.4). M.O.: Matriz organica,
Ka: caolinita, Py: pirita, Cys: cisteina, EPS: capa exopolimérica.

Ya que la accion de los persulfuros se llevaria dentro de la EPS de
las bacterias adheridas, esto no explicaria los incrementos
observados en los valores de Eh cuando se adiciond cisteina por
encima de 6 mg/L (ver Figura 3-2). Puesto que el Eh principalmente
evidencia las variaciones ocurridas en la solucién lixiviante, lleva
a pensar un diferente escenario sinérgico para las interacciones A.
thiooxidans-cisteina diferente al propuesto en la Figura 3-11.

Teniendo en cuenta las interacciones A. ferrooxidans-carbon,
anteriormente explicadas (ver Seccion 3.4.1), podria pensarse que
los compuestos producidos a partir de la degradacion de cisteina,
por A. thiooxidans, podrian haber ayudado a fortalecer Ila
resistencia de A. ferrooxidans frente a la toxicidad generada por
los iones Al3* solubilizados de la caolinita, permitiendo asfi
incrementar la velocidad de regeneracién de iones Fe3* en solucidn
(1o que explicaria el incremento en el valor de Eh).
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Trabajos sobre el genoma de A. thiooxidans revelaron que la bacteria
naturalmente biosintetiza cisteina y entre sus aplicaciones se
encuentra la formacion de proteinas involucradas en resistencia al
cobre [100]- No obstante, a la fecha de este trabajo, no existen
reportes que demuestren que el uso del aminoacido por parte de A.
thiooxidans pueda mejorar las defensas de los microorganismos
acidofilos frente a la toxicidad del aluminio, ni muchos menos que
la degradacién de fuentes de cisteina extracelulares tengan un
efecto que pueda ser traspasado a bacterias en consorcio como A.
ferrooxidans.

Estudios recientes en botanica, han observado que altas
concentraciones de aluminio en suelos &cidos también generan un
déficit en la duplicacion en las células de las semillas de algunas
plantas, por razones similares a las explicadas anteriormente para
los microorganismos (véase Seccidéon 3.4.1) [143]. Se encontré que
estas plantas combaten de forma natural la toxicidad del metal,
mediante la activacién de enzimas catalizan la generaciéon de
moléculas tipo R-SH (glutation principalmente), puesto que los
grupos —SH tienen una alta capacidad de donar electrones capaces de
neutralizar compuestos téxicos como los iones Al3+ [150].

Recientes investigaciones observaron que luego de la biosintesis de
cisteina por las células vegetales, estas activan L-cisteina
desulfhidrasas, localizadas en diferentes compartimentos celulares
tales como el citosol, mitocondria y plastidos, las cuales producen
sulfuro de hidrégeno (H.S), a partir de reservas de cisteina de las
mismas celulas, el cual bloguea las interacciones negativas entre
las células vegetales y los iones Al3+ [151,152]. Partiendo de la
base anterior, algunos investigadores experimentaron con adiciones
de fuentes exdgenas de H;S sobre las semillas de plantas aluminio-
resistentes. Se descubridé un efecto positivo en el experimento, ya
que esto mitigo significativamente el estrés oxidativo causado por
el aluminio del suelo [151,153].

Teniendo en cuenta lo anterior, puede pensarse en un escenario
similar para A. thiooxidans. EI microorganismo podria haber llevado
a cabo esta ruta metabdlica, a partir de la cisteina afadida, para
beneficio de A. ferrooxidans.

La base de datos MetaCyc muestra diferentes rutas metabdlicas y
enzimaticas posibles para diferentes tipos de seres vivos, tanto
unicelulares y multicelulares [154]. En ella se describe que A.
thiooxidans si podria llevar a cabo el mecanismo de reaccidon de la
ruta L-cisteina desulfhidrasa en presencia de cisteina, de acuerdo
con su rango taxondémico esperado (ver Ecuacién (3.7)).

L—Cys desulfhidrasas
HS — CH, — CHNH, — COOH + H,0 CH3 — CO — COOH + NH3 + H,S

G-7
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Las interacciones explicadas para los experimentos de este trabajo,
mas los mecanismos de reaccidon propuestos para la biooxidacion de
pirita (mecanismos Indirectos de contacto, no contacto y cooperativo
[33,79,83]), permiten plantear un escenario hipotético de como pudo
ocurrir la ruta metabdlica de la Ecuacidon (3.7), mediada por A.
thiooxidans, en un proceso de biodesulfurizacion del carbon objeto
de estudio, llevado a cabo por A. ferrooxidans, con y sin adicion
de cisteina:

En ausencia de cisteina, el medio de cultivo, inoculado con los
microorganismos, entraria en contacto con el carbdén al inicio del
proceso. Los iones H* de la solucién lixiviante iniciarian la
solubilizacién el hierro no piritico y la caolinita. Una fraccioén
de A. ferrooxidans empezaria a oxidar los iones Fe2* en solucion,
generando iones Fe3*, los cuales dan inicio a la oxidacion de
pirita. La otra fraccion interactuaria con la superficie de los
granos de sulfuro, adhiriéndose, gracias a la formacion de EPS,
donde Illevarian indirectamente la oxidacidn de 1i1ones Fe2+,
producto de la oxidacion de pirita (ver Ecuacion (1.1)).

En la medida que transcurre el proceso, gran parte del hierro y
los subproductos de azufre de la oxidacién de pirita, se
liberarian a la solucion lixiviante. A. ferrooxidans oxidaria
ambos, mientras que A. thiooxidans obtendria su fuente de energia
s6lo de los subproductos de azufre [33].

La solubilizacién de caolinita, paralela a la oxidacién de
pirita, haria que ambas bacterias activen su defensa natural
contra la toxicidad de los iones Al3*, obtenida en las etapas
previas de adaptacion. Para ello, a partir de su informaciodn
genética, codificarian la produccion de L-cisteina
desulfhidrasas, generando H,S (ver Ecuacidén (3.7)) de cisteina
que biosintetizaron previamente para sSus procesos iInternos de
produccion de proteinas [26,100]. No obstante, cuando Ila
concentracion de iones Al3+ llegase alrededor de 1200 mg/L se
limitaria la actividad bacteriana, y por ende la razon
consumo/oxidacion de Fe3*/Fe2+ en solucion (valor maximo de Eh
alrededor de 550 mV en presencia de carbon, versus los 650 mV
obtenidos para el microorganismo cultivado en medio T&K original,
ver Figuras 3-2 y 3-9). Esto reduciria la participacion de la
oxidacion de pirita por los iones Fe3t presentes en la solucidn
lixiviante, predominando la |Ilevada indirectamente por las
bacterias adheridas a los granos de sulfuro.

Por otra parte, al adicionar cisteina, la caolinita y la matriz
organica del carbon adsorberian el aminodcido al entrar en
contacto con el medio de cultivo. Sin embargo, A. thiooxidans
liberaria los enlaces —SH, gracias a la previa activacion de L-
cisteina desulfhidrasa, en respuesta a la toxicidad del aluminio,
produciendo un exceso de H,S en solucion.
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= EI H,S formado a partir de la cisteina interactuaria con la
membrana celular de A. ferrooxidans en solucidon. Una vez
asimilado por el microorganismo, fortaleceria las defensas
preliminares de la bacteria, al tener una mayor capacidad de
bloqueo de la membrana celular a los Al3+, adicional al obtenido
de la adaptacion, donde los microorganismos se comportarian igual
que si se hubiesen cultivado en un medio libre de carbdén rico en
caolinita (ver Figura 3-9), incrementando asi la relacién Fe3+
producidos/ Fe3* consumidos (ver Figura 3-2).

La Figura 3-12 muestra de forma esquematica lo anteriormente
explicado.

Figura 3-12: Esquema hipotético de accidén de la adicion de cisteina
en un proceso de biodesulfurizacion de carbones, teniendo en cuenta
la formacién de sulfuro de hidrégeno por A. thiooxidans
[100,151,154,155].

== A ferrcooxidsans

|:| A thicoxidsns

c) a1 Fa

<= %
H_P‘.F:i:(_\_b Fem TT

a) Mh /d:l
Carbon (M.C.+Ea)

a) Los 1iones H* de la solucidon lixiviante interactian con la
caolinita del carbon liberando iones Al3+ al medio (ver Ecuacioén
(3.4)), b) La cisteina adsorbida en la caolinita y la matriz organica
del carbon es degradada por A. thiooxidans, de donde se forma H,S
(ver Ecuacion 3.7), c) EI H:S interactua con la membrana celular de
A_ fTerrooxidans y evita que los iones Al3 hagan contacto con ella
y d) La mitigaciéon de [la toxicidad de AlI3* incrementa la
biorregeneracion de iones Fe3* en la solucién lixiviante, induciendo
a una mayor oxidacion de pirita (véase Seccion 1.3.3).

Hs'

Aunque la base de datos MetaCyc sefiala que A. ferrooxidans también
puede degradar cisteina via L-cisteina desulfhidrasas, estos
microorganismos probablemente no desarrollaron un ataque intensivo
hacia el aminoacido, debido a que tuvieron mayor asequibilidad a su
fuente de energia basal. Ante una tolerancia natural a los iones
Al3+, luego de la adaptacion, mds la adsorcidon de cisteina en el
carbon, A. ferrooxidans tal vez no necesité aprovecharse de la
cisteina en solucidén, centrandose en su ruta metabolica principal
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predominante, la oxidacion de 1iones Fe2*. Por otro lado, la
degradacién de cisteina pudo ser mas significativa para A.
thiooxidans, ya que al tener limitantes en metabolismo primario,
gracias a la escasa disponibilidad de sus fuentes de energia
basales, alternativamente se pudo haber centrado el aminoacido,
permitiendo una mejor interaccion.

Finalmente, a partir de todos los ensayos con el consorcio, se puede
decir que la adicion de 60 mg Cys/L sefialé6 que si se evita la
reduccion del Eh maximo, ocasionada por accion de agentes externos
diferentes a la oxidacién de hierro y pirita (compuestos del
carbon), se podria garantizar una mayor velocidad de oxidacion de
pirita. Cuando se potencia la tasa de regeneracion de iones Fe3* en
solucidén, se incrementa su concentracidon, aumentando su potencial
de ataque al sulfuro. Es decir, valores altos en la razon Fe3*/Fe2?
fortalecen la oxidacidén quimica de pirita (ver Ecuacion (1.1)), la
cual tiene mayor peso que la llevada a cabo en la EPS de los
microorganismos adheridos al sulfuro.

Cabe sefialar que el ensayo con el consorcio y 600 mg Cys/L también
alcanzé los mayores valores de Eh; sin embargo no tuvo cambios
significativos en la oxidacion de pirita al finalizar el proceso,
respecto al ensayo donde no se adiciond aminoacido.

La Figura 3-2 muestra que el ensayo tuvo un retardo de la fase lag
en los primeros 6 dias de proceso, en comparacion con los demas
ensayos. Lo anterior pudo ser debido a [la inhibicion de A.
ferrooxidans por la alta concentracion de cisteina al inicio del
proceso, similar a la observada en el ensayo con la cepa pura,
puesto que en ese periodo de tiempo ambos ensayos tuvieron un
comportamiento similar con valores que no superaron los 500 mV, lo
cual pudo generar una velocidad de oxidacidon de pirita baja (en
términos de hierro removido) en ese periodo de tiempo (ver Figura
3-4).

Sin embargo, la degradacion de cisteina por A. thiooxidans quiza
cre6é un ambiente mas favorable para las bacterias A. ferrooxidans,
que resistieron la 1inhibicién por altas concentraciones de
aminoacido en los primeros dias de proceso, las cuales
adicionalmente se pudieron haber beneficiado de la defensa extra de
los productos de degradacidén de cisteina frente a la toxicidad del
aluminio, permitiendo un mejorado crecimiento y regeneraciéon de
iones Fe3*, revelado en el aumento del Eh alrededor de 650 mV luego
del sexto dia.

Teniendo en cuenta los datos de la Figura 3-5, la velocidad media
de remocidon de hierro en los ultimos 3 dias de proceso para el
ensayo con el consorcio y 600 mg Cys/L fue de 130.00 mg Fe/L-dia,
la cual tuvo un incremento respecto a las de los dias anteriores
(101.67 mg Fe/L-dia entre los dias 6 y 9). Esta velocidad fue mayor
la del ensayo con 60 mg Cys/L (110.00 mg Fe/L-dia), la del ensayo
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sin adicion de aminoacido (38.33 Fe/L-dia) y la de su contraparte
con la cepa pura (61.67 Fe/L-dia). Al observarse un continuo aumento
de tendencia en la razén de hierro removido luego del doceavo dia,
se podria deducir que este ensayo podria haber alcanzado mayores
indices de oxidacion de pirita en un tiempo mayor al de los
experimentos de este trabajo, en comparacion con los ensayos con
concentraciones menores de cisteina.



4. Diferencias entre el uso de sulfato ferroso, sulfato
ferrico y cloruro férrico en un proceso de
biodepiritizacion de carbon

4.1 Introducciéon

Generalmente en los carbones ricos en azufre (%S > 3%), la pirita
aporta entre el 50% y 80% del valor total [4,12,16,17]. Es por eso
que muchas iInvestigaciones se han centrado en los sistemas de
depiritizacion, donde los procesos biolégicos tienen como objetivo
encontrar las mejores configuraciones de variables fisicas, quimicas
y bioldgicas, que permitan disefiar alternativas con potencial de
aplicarse comercialmente [12,21,156].

En el Capitulo 3 se pudo observar coémo el proceso de
biodepiritizacién, mediado por A. ferrooxidans, incremento el
porcentaje de oxidacion de pirita en un 28.44% al adicionar cisteina
en presencia de A. thiooxidans, deduciendo que los productos de
degradaciéon del aminoacido (mediada por A. thiooxidans) actuaron
como proteccion frente a compuestos presentes en el carbon que
pueden inhibir la actividad bacteriana (ej.: caolinita).

No obstante, como se explicéo en la Secci6tn 1.3.3, La
biodepiritizacién basicamente consiste en la oxidacién de pirita
mediada por accién de iones Fe3* (ver Ecuacion (1.1)), donde el papel
de los microorganismos como A. ferrooxidans es regenerarlos una vez
consumidos (ver Ecuaciéon (1.2)), creando un ciclo continuo del
agente oxidante [33,36,83,157]. Con base en lo anterior, se ha
demostrado que reemplazar sulfato ferroso por sales férricas, al
inicio del proceso, puede ayudar a acelerar la oxidacion de pirita,
ya que la adiciéon de iones Fe3* minimizaria la fase lag de la
oxidacion [33,36,37]- Por 1o tanto, esta seria otra posible
alternativa para obtener buenos indices de biodepiritizacion en
procesos con carbon en suspension.

Con base en lo anterior, este capitulo muestra el efecto de
reemplazar sulfato ferroso por dos sales férricas de uso comercial
(sulfato férrico y cloruro férrico), explicando coémo interactuan en
un proceso de biodesulfurizacion de un carbdén rico en pirita,
mediado por un consorcio de cepas acidéfilas. Con el fin de analizar
los fendmenos encontrados en todos los procesos, se utilizaron
analisis quimicos y mineraldgicos.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Carbodn

ElI carbon utilizado se extrajo del manto “Mina Vieja” de la Mina
“La Angostura” (Municipio de Morales, Cauca, Colombia). Luego de
varios cuarteos sucesivos, la muestra se molié y a un tamafo de
particula entre pasante malla 8 (2.38 mm) y retenido malla 30 (0.50
mm), de acuerdo a la serie Tyler de tamices (-8 +30 #Ty). El Capitulo
2 muestra toda la informacion quimica (analisis préoximos, formas de
azufre, composicién de hierro) y mineralégica (analisis cualitativo
y cuantitativo de las especies minerales y organicas) del material
a tratar (véase Seccioéon 2.3).

4.2.2 Microorganismos

Con base en los resultados obtenidos en el Capitulo 3, para la
experimentacion reportada en el presente Capitulo se seleccionéd el
consorcio conformado por cepas de Acidithiobacillus thiooxidans
(ATCC 15494) vy Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC 23270),
previamente adaptado al proceso de biodesulfurizacion del carbon de
interés.

El in6culo se prepar6é en erlenmeyer de 350 mL, con un volumen de
trabajo de 150 mL y una relacidén de 1 g de carbdén por cada 10 mL de
solucidén lixiviante, compuesta por 10% v de inéculo bacteriano
(5x108 células/mL), 150 mg Fe2t/L (a partir de FeS04;.7H0), 1.5 mL
H.SO0s (98% v)/L, y solucion base el medio T&K (500 mg (NH4)2S0./L,
500 mg MgSO04.7H20/L y 500 mg KH2PO4/L) [116].-

Posteriormente, los microorganismos fueron adaptados a sulfato
férrico y cloruro férrico, reemplazando el sulfato ferroso de la
solucion lixiviante a la misma concentracién de hierro. La udltima
etapa fue repetida para cada fuente hasta no observar variaciones
entre réplicas, respecto a los valores de potencial de Oxido-
reduccion y porcentajes de oxidacion de pirita. Los inoculos se
incubaron en un agitador orbital por 12 dias a una temperatura de
30°C £ 1°C y una velocidad de agitacion de 180 rpm + 2 rpm.



Capitulo 4 62

4.2.3 Ensayos de biodesulfurizacion

Cada ensayo fue preparado en erlenmeyer de 350 mL con un volumen de
trabajo de 150 mL y una relacidén de 1 g de carbdén por cada 10 mL de
solucion lixiviante, de igual composicion que la empleada en la
preparacion de cultivos, mads 10% v de in6culo de la etapa final de
adaptacion. Las variables evaluadas fueron:

= Concentracion de hierro adicionado (mg/L): 150, 700 y 1250.
Ademas de las fuentes de hierro, los inéculos aportaron hierro
(iones Fe3+ al 99%) a una concentracion entre 160 mg/L y 170 mg/L.

* Fuente de hierro: sulfato ferroso (a partir de una solucién de
FeS04.7H0 a 33.33% w), sulfato férrico (a partir de una soluciodn
de Fex(S04): al 40% w, la cual contuvo 8% w de 1iones Fe2t en
equilibrio) y cloruro férrico (a partir de una solucidon de
FeCls.6H0 al 40% w).

Todos los procesos fueron incubados por 12 dias a las mismas
condiciones de temperatura y agitacion utilizadas en la preparacion
de los in6culos y tuvieron su respectiva réplica y control abidtico
(sin presencia de microorganismos) .

4.2.4 Andlisis Quimicos

Los ensayos fueron monitoreados con mediciones periodicas de pH y
potencial redox (Eh) mediante el uso de un equipo SCHOTT Handylab,
con un electrodo de Eh de Ag/AgCl y un electrodo de pH con
electrolito de KCI.

El hierro total y hierro ferroso en solucion fueron determinados en
un espectrofotémetro Thermo GENESYS UV 10, utilizando el método de
la o-fenantrolina ASTM E 394-09. A partir de las concentraciones de
hierro, y la Ecuacion (3.1) se calculd el hierro removido del carbon,
teniendo en cuenta los parametros hierro en solucion al dia O,
hierro en solucion al dia t, volumen de solucidén, masa de carbdén y
su contenido total de hierro.

Al final de cada ensayo, se midieron las formas de azufre del carbdn
tratado con base en el método ASTM D 2492-02. La pirita oxidada y
el sulfato removido fueron calculados respectivamente mediante las
Ecuaciones (3.2) y (3.3), teniendo en cuenta el contenido de azufre
piritico y de azufre en forma de sulfatos tanto de la muestra
original como de las muestras tratadas.
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4.2.5 Analisis Mineralogicos

Se estableci6 la composicion mineraldgica de las muestras tratadas
mediante difraccion de rayos X (DRX) y andlisis de infrarrojo por
reflectancia difusa con transformada de Fourier (DRIFT, por sus
siglas en inglés).

Para DRX, el carbon se molidé en mortero de agata hasta -200 #Ty y
se analizé en un difractémetro marca Rigaku Miniflex 11, mediante
el método paso a paso, en el intervalo 26 entre 5° y 70°, tamafio
del paso de 0.01°, con un tiempo de conteo de 1 segundo. Los
minerales presentes en el carbén fueron cuantificados mediante
refinamiento de Rietveld, cuyas simulaciones y calculos se llevaron
a cabo en el programa X’Pert HighScore Plus® y la base de datos
PDF2.

Para DRIFT se utilizé la muestra a tamafio inicial (-8 +30 #Ty) y se
analizé en un espectrometro marca Shimadzu FTIR-8400 S, empleando
un intervalo de numero de onda entre 400 cm-! y 4000 cm-! y 60
barridos, a una resolucidon espectral de 4 cm-1. Cada espectro se
traté utilizando la correccion de Kubelka-Munk, usando el programa
IRsolution®.

4.3 Resultados

4.3.1 Ensayos de biodesulfurizacion

La Figura 4-1 muestra el comportamiento del pH a lo largo del
proceso. El pH inicial fue mads alto (1.60) en todos los ensayos y
controles abidticos con sulfato ferroso, mientras que este valor
fue considerablemente menor (entre 1.41 y 1.45) para aquellos que
utilizaron las mayores concentraciones de cloruro férrico.

Respecto a los ensayos con sulfato ferroso, se observé un aumento
en el valor de 0.3 unidades al primer dia para el ensayo con la
menor concentracién y de ahi no se presentaron cambios
significativos a 1o largo del proceso, manteniendo un pH por encima
del inicial. En cambio, los ensayos con las dos mayores
concentraciones, aunque sufrieron un mayor incremento al tercer dia
(1.71), tuvieron una disminucion continua del valor, por debajo del
inicial, hasta el dia 12, en especial cuando se utilizé la mayor
concentracion (1.51).

Por otra parte, en los ensayos con sales férricas (cloruro y
sulfato), el pH también aumentdé al primer dia de proceso, aunque no
fue tan pronunciado como lo observado en los ensayos con sulfato
ferroso. Posteriormente, los valores descendieron en todos los
ensayos, con una tendencia directamente proporcional a la
concentracion y fuente de hierro, con dependencia del pH inicial,
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obteniéndose el valor mas bajo al utilizar la mayor concentracion
de cloruro férrico (1.37).

Los controles abiodticos, al igual que sus respectivos bioensayos,
también evidenciaron un incremento en el pH al primer dia (ver
Figura 4-1, literal b), aunque no fue tan marcado. Posteriormente,
no se observaron cambios significativos a lo largo del proceso, con
excepcion de los controles que utilizaron la mayor concentracion de
las sales férricas (cloruro y sulfato), cuyos valores descendieron
luego del primer dia, aunque no alcanzaron el mismo pH final que
sus correspondientes bioensayos (ver Figura 4-1, literal a).

Figura 4-1: Comportamiento del pH vs. tiempo de los ensayos de

biodesulfurizaciéon de carbéon con diferentes fuentes iniciales de
hierro.
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1.80 b)
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Tiempo (dias)

a) Ensayos de biodesulfurizacion y b) Controles abidticos. SF(II):
sulfato ferroso, SF(1Il): sulfato férrico y CF({I11): cloruro
férrico.

La Figura 4-2 presenta el comportamiento del Eh. Al igual que el
pH, el valor inicial dependié de la fuente y concentracion inicial
de hierro. No obstante, los ensayos con sulfato ferroso tuvieron
los menores valores iniciales (por debajo de 450 mV), mientras que
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los ensayos con sales férricas sobrepasaron los 530 mV, siendo
mayores los valores de 1los ensayos con cloruro férrico.
Adicionalmente, se observdo que los ensayos con sulfato ferroso
tuvieron valores mayores que sus controles abiodticos.

Figura 4-2: Comportamiento del Eh vs. tiempo de los ensayos de
biodesulfurizaciéon de carbéon con diferentes fuentes iniciales de
hierro.
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Tiempo (dias)

a) Ensayos de biodesulfurizacion y b) Controles abidticos. SF(II):
sulfato ferroso, SF(1Il): sulfato férrico y CF(Il1l1): cloruro
férrico.

A pesar de las diferencias en el Eh 1inicial, todos los ensayos
tuvieron un comportamiento similar después del primer dia.
Inicialmente, se observé un descenso significativo en el valor en
los ensayos con sales férricas y un leve aumento en los ensayos con
sulfato ferroso. Luego, el Eh tendi6 a estabilizarse entre 550 mV y
560 mV después del sexto dia, en todos los ensayos con fuente sulfato
sin importar la valencia del hierro (noveno dia al utilizar la menor
concentracion de cloruro férrico), mientras no sobrepasé los 500 mV
en los ensayos con las dos mayores concentraciones de cloruro
férrico. Por otro lado, todos los controles abidticos tuvieron
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tendencia a estabilizar alrededor de 413 mV después del tercer dia,
independiente de la fuente de hierro empleada.

La Figura 4-3 muestra el porcentaje de hierro removido del carbodn
para cada proceso. Todos los ensayos y controles abioticos
evidenciaron aumento en el valor al primer dia, el cual fue mas alto
cuando se utilizo la mayor concentracion de ambas sales férricas.

Figura 4-3: Comportamiento del Hierro removido vs. tiempo de los
ensayos de biodesulfurizacion de carbon con diferentes fuentes
iniciales de hierro.
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a) Ensayos de biodesulfurizacion y b) Controles abidticos. SF(II):
sulfato ferroso, SF(1Il): sulfato férrico y CF({II1): cloruro
férrico.

Después del dia 1, los controles abidticos no tuvieron un incremento
significativo en la remocion de hierro, a excepcion de aquellos con
la mayor concentracion de sales férricas (remocién maxima de 19%).
En cuanto a la mayoria de ensayos, se apreci0 una reduccion en la
velocidad de remocién entre los dias 1y 3 (1 y 6 para los ensayos
con las dos mayores concentraciones de cloruro férrico) vy
posteriormente tuvieron un incremento significativo, obteniéndose
los mejores resultados cuando se utilizaron las mayores
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concentraciones de sulfato férrico (40%), lo cual contrasto con lo
alcanzado en 1los ensayos con cloruro férrico a las mismas
concentraciones (remociones por debajo de 25%).

Como complemento a la Figura 4-3, la Figura 4-4 muestra el
comportamiento de los i1ones Fe2r y Fe3* durante cada bioensayo. De
forma general puede observarse que todos los ensayos, con excepcion
del que utilizé la mayor concentracion de sulfato ferroso, tuvieron
aumento en la concentracion de iones Fe2 al primer dia de proceso,
siendo mayor en los ensayos con las dos mayores concentraciones de
sales férricas. Posteriormente, todos los ensayos tuvieron una caida
abrupta en el valor al tercer dia, por debajo de 60 mg/L, con
excepcion de los ensayos con las dos mayores concentraciones de
cloruro férrico, los cuales tuvieron una disminucién no tan marcada,
respecto a sus contrapartes que utilizaron sulfato férrico.

Figura 4-4: Comportamiento de los i1ones Fe2+ y Fe3+ vs. tiempo de los
ensayos de biodesulfurizacién de carbon con diferentes fuentes
iniciales de hierro.
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Los iones Fe3* tuvieron un aumento continuo en los ensayos con
sulfato ferroso y los ensayos con las menores concentraciones de
sales férricas (ver Figura 4-4, literal b). En contraste, los
ensayos con las dos mayores concentraciones de sales férricas,
presentaron disminucién en el valor en el primer dia. Después del
primer dia, los ensayos con sulfato férrico tuvieron una tendencia
similar a la de sus contrapartes con sulfato ferroso, aunque con
valores de concentracién mayores. La concentraciéon final de iones
Fe3+ fue proporcional a la cantidad de hierro inicial, con excepcion
de los ensayos con cloruro férrico, los cuales, aunque presentaron
un leve incremento después del tercer dia, mantuvieron
concentraciones incluso por debajo de las de los ensayos con la
menor concentracion de sales sulfatos.

La Figura 4-5 muestra los porcentajes de pirita oxidada al final de
los procesos, donde los ensayos con sulfato ferroso, a las dos
mayores concentraciones, y sulfato férrico, a cualquier
concentracion, obtuvieron el méximo de oxidacion (37.80%). En
contraste, los ensayos con las mayores concentraciones de cloruro
férrico presentaron los mas bajos porcentajes. Cabe sefialar que los
controles abidéticos no obtuvieron porcentajes de oxidacion
significativos (menores a 3.00%) a excepcion de un 9.00% alcanzado
al utilizar las dos mayores concentraciones de sales férricas (datos
no mostrados).

Figura 4-5: Porcentaje de pirita oxidada después de los ensayos de
biodesulfurizaciéon de carbéon con diferentes fuentes iniciales de
hierro.
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La Figura 4-6 muestra el cambio en la concentracion de sulfatos del
carbon al final del proceso, en términos de sulfato removido. Se
pudo observar que los ensayos con sulfato férrico presentaron la
mayor remocion de sulfatos del carbon (70%), en comparacion con
aquellos que utilizaron sulfato ferroso. Por otra parte, al utilizar
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las mayores concentraciones de cloruro férrico se obtuvieron los
valores mas bajos (menores a 45%).

Figura 4-6: Porcentaje de sulfato removido después de los ensayos
de biodesulfurizacion de carbén con diferentes fuentes iniciales de
hierro.
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4.3.2 Analisis mineralogicos

La Figura 4-7 indica los porcentajes de caolinita y cuarzo en las
muestras de carbdén, luego de los procesos de biodesulfurizacion,
calculados a partir de refinamiento Rietveld de los patrones de
difraccion de rayos X (GOF alrededor de 1.1% y Ry por debajo del
20%, que determinaron un buen ajuste del refinamiento, para aceptar
los porcentajes obtenidos [118-120]).

Se puede apreciar que en comparacion con el carbon original, hubo
desaparicion de caolinita, ademas de la pirita y sulfatos ya
observada por analisis quimicos, reduciendo su contenido desde
28.86% a una media de 18.57% (x 0.45%) entre todos los ensayos, sin
observarse una correlacidon de tendencia respecto a la fuente o
concentracion de hierro. Ningun ensayo evidenci6o lixiviaciéon de
cuarzo.

Como dato adicional, las muestras tratadas evidenciaron cantidades
no significativas de jarosita (menores a 0.40% w).
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Figura 4-7: Composicion de silicatos en el carbdén antes y después
de los ensayos de biodesulfurizacién de carbon con diferentes
fuentes iniciales de hierro.
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La Figura 4-8 muestra los espectros de DRIFT para las muestras
tratadas, comparados con el espectro del carbon original reportado
en el Capitulo 2 (véase Seccion 2.3.2, Figura 2-2).

Figura 4-8: Espectros de DRIFT del carbon antes y después de los

ensayos de biodesulfurizacién de carbon con diferentes fuentes
iniciales de hierro.
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asociados a silicatos (caolinita y cuarzo), Py: pirita, S042-:

enlaces asociados a sulfato, M: enlaces asociados a la matriz
organica del carbon y Ja: jarosita.



Capitulo 4 71

Todos los ensayos indicaron similitudes respecto a reduccién de las
bandas de caolinita (especialmente las correspondientes a los
enlaces Si-0-Al: 644 cm-1, 754 cm-1, mas desaparicion de bandas de
O-H a 3673 cm-t y 3257 cm-1). En cuanto a las bandas de sulfatos, a
700 cm-! se observé un incremento considerable en los ensayos que
utilizaron 1250 mg Fe/L de sales sulfatos, mas la aparicion de una
nueva banda a 1070 cm-1 [122], en el ensayo con sulfato ferroso. La
banda de jarosita a 1190 cm-! tuvo un aumento notorio en los ensayos
con la mayor concentraciéon de hierro, especialmente al utilizar
sulfato ferroso, mientras que la banda O0O-H asociada al
hidroxisulfato a 1620 cm-! fue mas notoria en los ensayos con las
mayores concentraciones de cloruro férrico y la mayor concentracion
de sulfato ferroso. Las bandas de la matriz organica no sufrieron
cambios relevantes, con excepciéon de una leve variacion en las
bandas alifaticas (2860 cm-1 y 2938 cm-1).

4.4 Discusion y conclusiones preliminares

A nivel general, las diferencias significativas entre los valores
iniciales de pH (ver Figura 4-1) y Eh (ver Figura 4-2) pueden ser
atribuidas a las fuentes y concentraciones de hierro evaluadas, ya
que la composicion de nutrientes y acido sulfurico en el medio de
cultivo fue igual para todos, asi como la concentracion de pulpa.

Los pH iniciales bajos, obtenidos al utilizar sales férricas (ver
Figura 4-1), pueden explicarse a partir de Jla quimica de
solubilizacién en agua (ver Ecuacion (4.1)). En primer lugar, como
se explicé en la Seccion 1.3.3, los aniones Fe3* hidrolizan,
generando un extra de iones H* en el medio (ver Ecuaciones (1.3) a
(1.5)). Luego, los i1ones H+* formados reaccionan con los cationes Xn-
(S042- o CI-) (ver Ecuacion (4.2)), donde, con base en la constante
de acidez ka, el equilibrio quimico entre los iones ClI- y H* genera
un acido mas fuerte que el existente entre los iones S042- y H+,
indicando por qué los ensayos con cloruro férrico tuvieron pH mas
bajos que aquellos con sulfato férrico (Daoud & Karamanev, 2006).

Fe,X; & nFe3* + 3X"~

(4.1

nHY + X"~ < H, X

(4-2)

Por otro lado, los valores de Eh 1inicial (ver Figura 4-2a)
dependieron de la valencia predominante del hierro adicionado, ya
que este parametro es directamente proporcional a la razéon Fe3+/Fe2+
para cualquier instante de tiempo [7,74,141]. Por esta razén, los
ensayos con sales férricas iniciaron en valores por encima de 530
mV. EI menor Eh inicial de los ensayos con sulfato férrico, en
comparacion con aquellos que utilizaron cloruro férrico, se debid a
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la presencia de 8% de iones Fe2* que tuvo la solucidén madre en
equilibrio, 1o cual minimizé la razéon Fe3+/Fe2+. De igual forma, los
valores ligeramente mayores de los ensayos con sulfato ferroso,
respecto a sus controles abiodticos, pudieron corresponder a la
cantidad adicional de iones Fe3+, proveniente de los inoculos.

La disminucién significativa del Eh en los ensayos con sales
férricas al primer dia del proceso (ver Figura 4-2), posiblemente
tuvo influencia de la lixiviacion considerable de hierro que hubo
en ese periodo de tiempo (ver Figura 4-3). Ya que esta solubilizacion
también se observo en los controles abidticos y estos no presentaron
oxidacion significativa de pirita (ver Figura 4-3), puede
relacionarse con la disolucién de hierro no piritico. Tal como se
dedujo en el Capitulo 3, con base en los analisis quimicos Yy
mineraldgicos de la muestra de carbon original (véase Seccidon 2.3),
este puede hacer parte de compuestos de sulfato ferroso y jarosita
(véase seccion 3.4.1).

Con base en los resultados mostrados en la Figura 4-4, que indican
un aumento significativo de iones Fe2* en solucidn, se puede deducir
que parte de los compuestos de este tipo de hierro pueden ser de
naturaleza ferrosa, el cual al solubilizarse ocasiond la disminucion
del Eh, ya que este parametro depende directamente de la relacidn
Fe3*/Fe2+ [141]. No obstante, los cambios observados en el Eh también
pudieron deberse al inicio de la oxidacion quimica de pirita (ver
Ecuacion (1.1)), teniendo en cuenta la disminucion de los iones Fe3+
que se observdo en los ensayos con las mayores concentraciones de
sales férricas.

A diferencia de las variaciones de Eh en los primeros dias, los
ensayos tuvieron un comportamiento cinético similar en la oxidacion
de iones Fe2+, tendiendo a alcanzar valores de Eh maximos alrededor
de 550 mV, correlacionado con el aumento en la concentracién de
iones Fe3+ y disminucion de iones Fe2+ (ver Figura 4-4).

Es importante seifalar que los ensayos con las mayores
concentraciones de cloruro férrico s6lo llegaron a un Eh alrededor
de 500 mV al doceavo dia (ver Figura 4-2); sin embargo, en
comparacién con los demds ensayos, nunca entraron en fase de
estabilizacién significativa en ese periodo de tiempo. Lo anterior
da indicio de que estos ensayos posiblemente nunca salieron de la
fase lag. Todos los parametros medidos para estos ensayos y Sus
respectivos controles abidticos indican que los microorganismos si
se pudieron adaptar a las condiciones del proceso; no obstante
sufrieron una inhibicién por sales cloruro, lo que impidié que
alcanzasen una velocidad de regeneracion de iones Fe3+ igual a la de
los otros ensayos, por lo que posiblemente requeririan de un tiempo
de reaccién mas largo para llegar al Eh madximo observado.

Todo lo anterior conlleva a que las diferencias encontradas en
cuanto a hierro y sulfato removido y pirita oxidada (ver Figuras 4-
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3, 4-5 y 4-6), dependieron de las propiedades de cada sal, tal como
se explicara en las siguientes secciones.

4.4.1 Efecto del sulfato ferroso

Al igual que lo observado en el Capitulo 3 (véase seccion 3.4.1),
los aumentos en el pH de los primeros dias pueden explicarse por
una disminucién de iones H+*, debida a su consumo en la reaccioén de
la biooxidacion de los iones Fe2t mediada por A. ferrooxidans (ver
Ecuacion (1-2)) y su posible interaccion con la caolinita del carbdn
(ver Ecuacioén (3.4)).

Teniendo en cuenta el mecanismo de biooxidacién de iones Fe2r (ver
Ecuacion (1-2)), una mayor concentracién inicial de 1iones Fe2*
requeriria un mayor numero de iones H+* para llevarse a cabo la
reaccion. Esto explicaria por qué de los comportamientos de pH en
los ensayos con las dos mayores concentraciones de sulfato ferroso
(ver Figura 4-1) en los primeros dias de proceso, los cuales tuvieron
el méximo incremento en el valor (alrededor de 0.11 unidades),
mientras que sus controles abiodticos sélo sufrieron una leve
variacion (0.03 unidades), probablemente debida a las interacciones
inicial de la solucidén lixiviante con la caolinita del carbon (ver
Figura 4-1, literal b).

No obstante, el aumento del pH en los ensayos con las dos mayores
concentraciones de sulfato ferroso no parecid incrementar la fase
lag en los primeros dias del proceso, al no notarse cambios en los
valores de Eh respecto a los demas ensayos (ver Figura 4-2). Tampoco
afecté la remocidn de hierro en ese periodo de tiempo, puesto que
no se observd reduccion en el porcentaje de hierro removido (ver
Figura 4-3), posiblemente porque la variacién en el pH no fue
significativa para alterar la solubilidad en la solucién lixiviante,
manteniendo la mayor parte de 1ones Fe3* hidrolizados (ver Ecuaciones
(1.3) a (1.5)) [158], 1o cual pudo evitar precipitacion de los
productos de la oxidacion de pirita de la interfase liquido-solido
[17,75,81,159].

A partir del comportamiento de las especies de hierro en solucioén,
se observé que todos los ensayos con sales sulfato mantuvieron una
concentracion alrededor de 50 mg Fe2t/L luego del sexto dia (ver
Figura 4-4, literal a), mientras que el 1iIncremento en la
concentracion de iones Fe3* si fue directamente proporcional a la
concentracion de hierro inicial desde los primeros dias (ver Figura
4-4, literal b). Por lo tanto, 1la hidrélisis de una mayor
concentracion de iones Fe3+, probablemente generd una mayor cantidad
de iones H+* (ver Ecuaciones (1.3) a (1.5)), explicando por qué los
ensayos con las dos mayores concentraciones, especialmente al
utilizar 1250 mg Fe2t/L (ver Figura 4-1), tuvieron una mayor
disminucién en el pH luego del tercer dia de proceso, en comparacion
con el ensayo a la menor concentracion.
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De igual forma que 1o mencionado anteriormente y teniendo en cuenta
la Figura 4-5, una mayor concentracion de iones Fe3* en solucion
pudo haber promovido la mayor oxidacion la pirita observada en los
ensayos con las mayores concentraciones de sulfato ferroso, de donde
también se pudo haber producido una mayor cantidad de iones H* que
aporté a la disminucién del pH (ver Ecuacion (3.2)).

Por otra parte, al igual que lo explicado en el Capitulo 3 (véase
seccion 3.4), las condiciones utilizadas en este proceso
posiblemente fueron las que evitaron caidas en la concentracidon de
hierro (ver Figura 4-3), especialmente cuando se utilizaron las dos
mayores concentraciones de sulfato ferroso, asi como pudieron
impedir el incremento en la concentracién de sulfatos en el carbdn
al finalizar los procesos, observandose, en contraste, una remocion
de los mismos (ver Figura 4-6). Aunque algunos trabajos preliminares
reportan que concentraciones por encima de 1200 mg Fe/L promueven
la precipitacion de productos de la oxidacion del pirita [25], las
condiciones de esos procesos (pH inicial, tipo de carbon y tamafo
de particula) hicieron que sus pH se incrementaran a valores por
encima de 1.9, superiores a los observados en este trabajo
(alrededor de 1.71).

A partir de las experimentaciones con sulfato ferroso hechas por
Daoud y Karamanev (2006), donde se encontré que un pH entre 1.6 y
1.7 evita en mayor medida la formacién de jarosita y ademads mantiene
una buena tasa de biooxidacion de iones Fe2t a 30°C [81], se puede
deducir que los rangos de pH a los que se mantuvieron los ensayos
pudieron ser el factor clave que evitd sobresaturacién de hierro a
altas concentraciones iniciales del elemento.

No obstante, el ensayo con la mayor concentraciéon de sulfato
ferroso, aunque presentd reduccion en la concentraciéon de sulfatos
del carbon (ver Figura 4-6), evidencid aparicion e incremento de
bandas de sulfato y jarosita en el analisis de DRIFT (ver Figura 3-
7). Como se puede apreciar en la Figura 4-4, cuando el ensayo alcanza
una concentracién alrededor de 2500 mg Fe3*/L al noveno dia, tiende
a mantenerse sobre la misma concentraciéon, mientras los demas
ensayos con sulfato ferroso, cuya cantidad de iones Fe3+ esta por
debajo, mantienen un crecimiento lineal. Asi mismo, la Figura 4-3
indica reduccién en el porcentaje de remocion de hierro, donde el
ensayo obtuvo un valor incluso menor que el ensayo con la menor
concentracion. De lo anterior puede deducirse que al utilizar la
concentracion de 1250 mg Fe/L posiblemente ocurrié una
reprecipitacion de productos de oxidacion de pirita durante el
proceso; sin embargo, la cantidad generada probablemente no fue
significativa respecto a la cantidad de sulfatos que paralelamente
se iban solubilizando del carbon.
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4.4.2 Efecto del sulfato férrico

Cuando se reemplaz6é sulfato ferroso por sulfato férrico, el
equilibrio quimico de la sal (ver Ecuaciones (4.1) y (4.2)), sumado
a la hidrélisis de los iones Fe3* iniciales (ver Ecuaciones (1.3) a
(1.5)), generaron un exceso de iones H* en solucion desde el primer
dia.

La mayor concentracion de iones H* en los dias iniciales del proceso
probablemente fue una de las responsables de que el pH no tuviera
un aumento significativo en ese periodo de tiempo (0.3 y 0.5 unidades
de pH para los ensayos con 700 mg Fe/L y 1250 mg Fe/L
respectivamente, ver Figura 4-1). Asi  mismo las bajas
concentraciones de iones Fe2*, en comparacion con los ensayos con
sulfato ferroso, redujeron el consumo de iones H+* en la bioproduccion
de iones Fe3* (ver Ecuacidon (1.2)) y el incremento del valor en este
caso pudo estar mayormente influenciado por la interaccién de la
solucidén lixiviante con los componentes del carbon (caolinita
principalmente).

Los bajos valores de pH a lo largo del proceso tuvieron influencia
positiva sobre la remocién de hierro (ver Figura 4-3) y sulfato (ver
Figura 4-6). Esto concuerda con investigaciones previas las cuales
demostraron que wuna mayor acidez en [la solucién lixiviante
incrementa la solubilidad de los compuestos de hierro y sulfato,
presentes o formados en el proceso [12,25,37,81,158].

Sin embargo, con base en la Figura 4-5, el uso de sulfato férrico
no incrementd el porcentaje de oxidacion de pirita, respecto a los
ensayos con las mayores concentraciones de sulfato ferroso. Teniendo
en cuenta que los controles abiodoticos no presentaron una remocion
significativa de hierro después del tercer dia (ver Figura 4-3,
literal b) y su Eh tendi6é a estabilizarse en 413 mV (ver Figura 4-
2, literal b), se puede decir que los iones Fe3* del sulfato férrico
probablemente tuvieron mayor influencia dentro de los primeros tres
dias de proceso, hasta que fueron reducidos por la oxidacion quimica
de la pirita. Eso quiere decir que la principal responsable de
mantener una razon Fe3t/Fe2+ alta en los dias siguientes fue la
actividad bacteriana, lo cual explica por qué los ensayos tuvieron
una tendencia de Eh similar a la de los ensayos con sulfato ferroso
luego del tercer dia, incluso llegando a valores maximos parecidos
(ver Figura 4-2).

No obstante, pudo observarse que una adicion de la sal a 150 mg Fe/L
fue suficiente para alcanzar el mayor porcentaje de pirita oxidada.
Esto quiere decir que la cantidad de iones Fe3* aportada por 150 mg
Fe/L de sulfato férrico (138 mg Fe3*/L) bastaron para ayudar a
incrementar porcentaje de oxidacion de pirita (ver Figura 4-5) y
remocién de sulfatos (ver Figura 4-6) en comparacion a si se utiliza
igual cantidad de sulfato ferroso, dentro de los parametros
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utilizados en este trabajo, por lo que no se requeriria adicionar
cantidades mayores de la sal.

4.4.3 Efecto del cloruro férrico

La utilizacion de cloruro férrico como fuente de hierro no tuvo un
efecto positivo sobre la oxidacion de pirita mediada por los
microorganismos de este trabajo (ver Figura 4-5). Esto puede estar
relacionado con los resultados encontrados en iInvestigaciones
previas sobre procesos de biooxidacion de sulfuros que reportan a
los 1ones CI- como inhibidores del crecimiento de los
microorganismos y la oxidacion de hierro [90,160-163].

En este trabajo pudo observarse que los microorganismos pudieron
generar cierto grado de resistencia contra los 1iones CI-,
posiblemente adquirida de las multiples etapas de adaptacion.
Incluso se evidencié actividad bacteriana durante los procesos a
las mayores concentraciones de cloruro férrico (ver Figuras 4-2 y
4-3), los cuales tuvieron cantidades superiores al Ilimite de
toxicidad reportado en la literatura (1000 mg CI-/L [90,160]). No
obstante, como indicé la Figura 4-4, la velocidad de
biorregeneracion de iones Fe3+ fue afectada.

Se observo que los ensayos con las mayores concentraciones de
cloruro férrico revelaron una alta concentracidén de iones Fe2+, en
comparacioén con sus contrapartes que utilizaron sulfatos de hierro
(ver Figura 4-4, literal a). Esto muestra que la resistencia a los
iones CI- obtenida por las cepas utilizadas en este trabajo
probablemente no fue suficiente para conservar la misma capacidad
oxidante observada cuando se cultivaron con sulfatos de hierro (ver
Figura 4-2), implicando una reduccion en la concentracion de iones
Fe3r, la cual pudo ser una de las principales causas que afectd la
oxidacion de pirita (ver Figura 4-5).

Adicionalmente, el incremento en la concentracién de cloruro férrico
afectd negativamente el porcentaje de sulfatos removidos del carbdn
(ver Figura 4-6). Aunque las mayores concentraciones de la sal
permitieron trabajar con los rangos de pH mas bajos entre todos los
ensayos (ver Figura 4-1), no se cumplié relacion acidez-solubilidad
encontrada para los ensayos con sulfato férrico, obteniéndose los
valores mds bajos entre todos los procesos.

Cabe senalar que aunque algunos autores reportan que la presencia
de cloruros en procesos de biooxidacion de hierro y sulfuros induce
a la precipitaciéon jarosita, este fenémeno ha sido atribuido al
cation de la sal empleada en sus experimentos, generalmente sodio o
potasio, que induce a la formacion del hidroxisulfato, sin tener en
cuenta la concentracioéon de iones CI- en si [90]. Por lo tanto, este
trabajo reveld que pudieron ocurrir otros factores que conllevaron
a los resultados obtenidos.
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Las dos mayores concentraciones de cloruro férrico posiblemente
tuvieron una accion significativa sobre el fosfato diacido de
potasio (KH:POs) de la solucidén lixiviante, teniendo en cuenta su
efecto coagulante sobre compuestos de fosforo en tratamientos de
aguas residuales [164]. Aunque los analisis de DRIFT no revelaron
formacion de precipitados de fosfato a las condiciones de pH de la
solucidén lixiviante (ver Figura 4-8), la interaccidon entre ambas
sales pudo incidir sobre el equilibrio quimico del KH;POs con sus
respectivos aniones, donde la formacion de especies Fe3*-P0.3- pudo
influir hacia el incremento de la concentracion de los iones K+
libres, los cuales tenderian a reaccionar con los subproductos de
la oxidacion de pirita, generando precipitados como potasio jarosita
(ver Ecuacioén (1.7)), causando una reduccioén en el porcentaje global
de sulfato removido del carbdn.

Por otra parte, aunque se ha reportado que los iones Cl- pueden
interaccionar con la matriz organica de carbdén en procesos quimicos
(los cuales trabajan entre 200 °C y 300 °C) induciendo a la remocion
de una fraccion del azufre organico (mediante enlaces con los iones
Cl- en un proceso de clorinaciéon [165]), los analisis de DRIFT para
los ensayos que utilizaron cloruro férrico (ver Figura 4-8)
mostraron que las bandas de matriz organica del carbdon no tuvieron
cambios significativos que pudieran ser atribuidos al efecto de esta
sal, revelando que la clorinacién probablemente no ocurre a la
temperatura a la cual se llevaron a cabo los procesos bioldgicos.



5. El carbon como limitante en procesos de
biodepiritizacion mediados por Acidithiobacillus
ferrooxidansy Acidithiobacillus thiooxidansen
presencia de cisteina

5.1 Introduccidn

ElI Capitulo 3 mostré6 cémo un proceso de biodepiritizacion, de un
carbon con alto contenido de azufre piritico (4.00% w) y caolinita
(28.86% w), obtuvo un aumento significativo en la oxidacién de
pirita cuando se adicionaron de 60 mg/L de cisteina, en presencia
de A. ferrooxidans y A. thiooxidans (28.44% mas alto que al no
utilizar aminoacido). Para este caso en particular, se dedujo que
A. thiooxidans jug6 un papel importante, pues probablemente degradd
el aminoacido y produjo compuestos, que ayudaron a mitigar de los
efectos toxicos de los iones Al3+ (solubilizados de la caolinita
contenida en el carbon) que afectaban negativamente la velocidad de
regeneracion de iones Fe3+ de A. ferrooxidans.

Adicionalmente para el mismo carbén, en el Capitulo 4 se demostro
que reemplazar sulfato ferroso por sulfato férrico, permite obtener
buenos porcentajes de oxidacién de pirita sin requerir altas
concentraciones de la fuente de hierro (150 mg Fe3*/L), gracias a su
aporte de iones Fe3+ al inicio del proceso y un extra de acidez, que
ayudé a disminuir la fase lag e incrementar la solubilizacién de
las sales sulfato, propias del carbon y generadas durante el
proceso.

No obstante, los procesos anteriores se hicieron con una relacion
carbon:solucion lixiviante de 1:10 (9.09% w). Ya que la cisteina y
el sulfato férrico tienen efecto directo sobre los componentes del
carbon, la concentracion de pulpa juega un papel importante, debido
a que al aumentar la cantidad de carbén, probablemente se
incrementarian las interacciones de sus componentes en el sistema
[21,73].-

Con base en lo anterior, este capitulo explica como fue afectada la
accion de la cisteina y sulfato férrico en procesos de
biodepiritizacién, cuando se trabaja con diferentes concentraciones
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de pulpa de carbon. Para ello se utilizaron analisis quimicos y
mineralogicos, con el fin de explicar los fenémenos encontrados en
todos los procesos.

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Carbon

ElI carbon utilizado se extrajo del manto “Mina Vieja” de la Mina
“La Angostura” (Municipio de Morales, Cauca, Colombia). Luego de
varios cuarteos sucesivos, la muestra se molié y a un tamafo de
particula entre pasante malla 8 (2.38 mm) y retenido malla 30 (0.50
mm), de acuerdo a la serie Tyler de tamices (-8 +30 #Ty). El Capitulo
2 muestra toda la informacion quimica (analisis proximos, formas de
azufre, composicién de hierro) y mineralégica (analisis cualitativo
y cuantitativo de las especies minerales y organicas) del material
a tratar (véase Seccioéon 2.3).

5.2.2 Microorganismos

Se selecciond el consorcio conformado por cepas de Acidithiobacillus
thiooxidans (ATCC 15494) y Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC
23270), utilizado en los Capitulos 3y 4, el cual tuvo una adaptacion
previa al proceso de biodesulfurizacion del carbdén de interés,
cisteina (HS-CH2-CHNH>-COOH) y dos fuentes de hierro (FeS04;.7H.0 y
Fez(SO4) 3) -

Los iné6culos para cada cultivo bacteriano se prepararon en
erlenmeyer de 350 mL, usando un volumen de trabajo de 150 mL y una
relacion de 1 g de carbdén por cada 10 mL de solucion lixiviante,
compuesta por 10% v de in6culo bacteriano (5x108 células/mL), 150
mg Fe/L (a partir alguna de las fuentes sulfato), 0 mg Cys/L 6 60
mg Cys/L, 1.5 mL HSOs (98% v)/L y la solucion base el medio T&K
(500 mg (NH4)2S04/L, 500 mg MgS04.7H0/L y 500 mg KH:PO4/L) [116].
Las cepas se incubaron en un agitador orbital, por 12 dias, a una
temperatura de 30°C = 1°C y una velocidad de agitacion de 180 rpm *
2 rpm.

5.2.3 Ensayos de biodesulfurizacion

Cada ensayo fue preparado en erlenmeyer de 350 mL, con un volumen
de trabajo de 150 mL. Se utiliz6é una solucidn lixiviante, de igual
composicion que la empleada en la preparacion de cultivos, mas 10%
v de in6culo de la etapa final de adaptacion. Las variables evaluadas
fueron:
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= Concentracion de pulpa de carbon (g carbén:mL de solucidén): 1:10
(9.09% w), 2:10 (16.67% w) y 3:10 (23.08% w).

* Fuentes de hierro: sulfato ferroso (de una solucidén de FeS0..7H-0
a 33.33% w) y sulfato férrico (de una solucidon de Fe>(S0.4)s al 60%
w, la cual contuvo 8% de i1ones Fe2t en equilibrio).

= Concentracion de hierro adicionado: 150 mg Fen/L y 1250 mg Fen/L
(n: indica la valencia i6nica principal de la fuente: 2+ para
sulfato ferroso y 3+ para sulfato férrico). Adicionalmente, los
in6culos aportaron hierro (99% de iones Fe3*) a una concentracion
entre 160 mg/L y 170 mg/L.

= Concentracion de cisteina: 0 mg Cys/L y 60 mg Cys/L.

Todos los procesos fueron incubados por 12 dias, a las mismas
condiciones de temperatura y agitacion utilizadas en la preparacion
de los in6culos y tuvieron su respectiva réplica y control abidtico
(sin presencia de microorganismos) .

5.2.4 Analisis Quimicos

Los ensayos fueron monitoreados con mediciones periodicas de pH y
potencial redox (Eh) mediante el uso de un equipo SCHOTT Handylab,
con un electrodo de Eh de Ag/AgCl y un electrodo de pH con
electrolito de KCIl. EIl hierro total y hierro ferroso en solucion
fueron determinados en un espectrofotometro Thermo GENESYS UV 10,
utilizando el método de la o-fenantrolina ASTM E 394-09.

El hierro total y hierro ferroso en solucion fueron determinados en
un espectrofotémetro Thermo GENESYS UV 10, utilizando el método de
la o-fenantrolina ASTM E 394-09. A partir de las concentraciones de
hierro, y la Ecuacion (3.1) se calculé el hierro removido del carbon,
teniendo en cuenta los parametros hierro en solucion al dia O,
hierro en solucion al dia t, volumen de solucidén, masa de carbdén y
su contenido total de hierro.

Al final de cada ensayo, se midieron las formas de azufre del carbdn
tratado con base en el método ASTM D 2492-02. La pirita oxidada y
el sulfato removido fueron calculados respectivamente mediante las
Ecuaciones (3.2) y (3.3), teniendo en cuenta el contenido de azufre
piritico y de azufre en forma de sulfatos tanto de la muestra
original como de las muestras tratadas.

5.2.5 Analisis Mineraldgicos

Se estableci6 la composicion mineralégica de las muestras tratadas
mediante difraccion de rayos X (DRX) y andlisis de infrarrojo por
reflectancia difusa con transformada de Fourier (DRIFT, por sus
siglas en inglés).
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Para DRX, el carbon se molidé en mortero de agata hasta -200 #Ty y
se analizé en un difractémetro marca Rigaku Miniflex 11, mediante
el método paso a paso, en el intervalo 26 entre 5° y 70°, tamafio
del paso de 0.01°, con un tiempo de conteo de 1 segundo. Los
minerales presentes en el carbén fueron cuantificados mediante
refinamiento de Rietveld, cuyas simulaciones y calculos se llevaron
a cabo en el programa X’Pert HighScore Plus® y la base de datos
PDF2.

Para DRIFT se utilizé la muestra a tamafio inicial (-8 +30 #Ty) y se
analizé en un espectrometro marca Shimadzu FTIR-8400 S, empleando
un intervalo de numero de onda entre 400 cm-! y 4000 cm-! y 60
barridos, a una resolucidon espectral de 4 cm-1. Cada espectro se
traté utilizando la correccion de Kubelka-Munk en el programa
IRsolution®.

5.2.6 Ensayos de Adsorcion de cisteina

Se prepar6 una solucion la cual contuvo 60 mg Cys/L, 1.5 mL H2SOs
(98% v)/L y la solucion base del medio T&K [116]. Cada ensayo fue
preparado en erlenmeyer de 350 mL, con un volumen de trabajo de 150
mL, evaluando las tres proporciones carbén: solucién (1:10, 2:10 y
3:10).

Cada media hora se sacO una muestra la cual fue centrifugada a 3000
rpm por 10 min. Posteriormente, se separd la fase liquida y se le
midid concentracion de cisteina por el método de sonda con iones de
Cobalto (11) [28]. Esto fue repetido en el tiempo hasta no observar
cambios en la concentracion. Finalmente, se calcul6é el porcentaje
de cisteina adsorbida (ver Ecuacion (5.1)), con base en la cisteina
en solucién al dia 0 (Cysi, mg/L) y al dia t (Cyst, mg/L).

Cys; — Cys;

%Cys,q = 100 x Cys,
1
G-D

Paralelo a las mediciones de cisteina, se evalu6é el contenido de
oxigeno disuelto por 24 horas, utilizando un equipo HACH HQ40d, con
sonda luminiscente (LDO).
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5.3 Resultados

5.3.1 Ensayos de biodesulfurizacion

La Figura 5-1 muestra el comportamiento del pH en el tiempo. A nivel
general, se puede apreciar una dependencia del comportamiento en el
tiempo respecto a todas las variables evaluadas.

Figura 5-1: Comportamiento del

cisteina (ng Cys/L).

pH vs.
diferentes concentraciones de pulpa (g

tiempo
carboén:

para ensayos a
mL solucioén) vy

1.85 a) 1.85 b)

1.75
Cys (mg/L) Cys (mg/L)
165 -8--0 1:10 -&--0 1:10
T —=8—60 1:10 —&—60 1:10
‘1 —a--0 2:10 —a--0 2:10
185 —4—60 2:10 —&—60 2:10
145 -o--0 3:10 -o--0 3:10
—e—60 3:10 —e—60 3:10

1.35

0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
c) 1.85 d)
1.75
Cys (mg/L) Cys (mg/L)
-&--0 1:10 -&--0 1:10
——60 1:10 —=—60 1:10
--4A--0 2:10 --A--0 2:10
—a—60 2:10 —a—60 2:10
-o--0 3:10 -o-0 3:10
—e—60 3:10 —e—60 3:10
0 3 6 9 12
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

a) 150 mg Fe2+/L, b) 150 mg Fe3+/L, c) 1250 mg Fe2t/L y d) 1250 mg
Fe3+/L.

No obstante, todos los ensayos tuvieron un comportamiento tipico,
donde la mayoria tuvo un incremento maximo por encima del valor
inicial al primer dia de proceso, con excepcion de los ensayos 2:10
y 3:10 con 1250 mg Fe2*/L y 0 mg Cys/L que lo alcanzaron al tercer
dia (el cual fue el mas alto entre todos los ensayos, ver Figura 5-
1, Hliteral c). Posteriormente, todos los ensayos tuvieron una
disminucion significativa del pH, por debajo del 1inicial, con
excepcion del ensayo 1:10 con 150 mg Fe2t/L y 0 mg Cys/L que se
mantuvo entre 1.63 y 1.61 (ver Figura 5-1, literal a).

Respecto a la concentracion de pulpa, los ensayos 3:10 fueron los
que alcanzaron los menores pH al final del proceso, respecto a sus
contrapartes que utilizaron una menor proporcion de carbon, siendo
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mas bajos en los ensayos con las mayores concentraciones de hierro
(ver Figuras 5-1, literal c, y 5-1, literal d).

El uso de sulfato férrico permitié que los ensayos iniciaran 0.4 a
0.6 unidades por debajo del pH inicial de los ensayos con sulfato
ferroso, lo cual permitio obtener menores pH en los ultimos dias de
proceso, especialmente al utilizar la mayor concentracién de hierro
(ver Figura 5-1, literal d).

Por otro lado, los ensayos con 60 mg Cys/L mostraron una mayor
disminucion del pH durante el proceso, especialmente entre el tercer
y sexto dia. Sin embargo, en la ultima etapa de la experimentacion,
no se observo una diferencia significativa en los valores de pH
respecto a los ensayos sin aminoacido, excepto cuando se utilizaron
concentraciones de pulpa a 1:10 y 2:10 con 150 mg Fe2*/L, donde el
pH fue menor en los ensayos con adicion de cisteina.

La Figura 5-2 muestra las variaciones del Eh en el tiempo. Se puede
observar que los ensayos con sulfato ferroso, iniciaron en valores
menores que aquellos con sulfato férrico (hasta una diferencia media
de 110 mV, utilizando 1250 mg Fe2*/L). Adicionalmente, los ensayos
con sulfato férrico en presencia de 60 mg Cys/L, iniciaron en un
menor valor que los que no tuvieron aminoacido.

Figura 5-2: Eh vs. tiempo

Comportamiento del para ensayos a

mL soluciodn) vy

diferentes concentraciones de pulpa (g carbon:

cisteina (ng Cys/L).
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Tiempo (dias) Tiempo (dias)
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—a—602:10 —a—602:10

—-o-0 3:10 -0 3:10

—e—603:10 —e—603:10

400
0 3 6 9 12
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
a) 150 mg Fe2+/L, b) 150 mg Fe3+/L, c) 1250 mg Fe2+/L, d) 1250 mg

Fes+/L.
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A pesar de las diferencias en el Eh inicial, todos los ensayos con
sulfato férrico y el ensayo 3:10 con 150 mg Fe2t/L y 0 mg Cys/L
presentaron una disminucién del valor al primer dia, mientras que
el ensayo 3:10 con 150 mg Fe2/L y 60 mg Cys/L y los ensayos 2:10 y
3:10 con 1250 mg Fe2t/L y 0 mg Cys/L tuvieron un valor similar que
al principio. Los demds presentaron un continuo aumento en el Eh.

Después del dia 1, todos los ensayos mostraron un aumento
significativo en el Eh. Al sexto dia, todos los ensayos sin adicidn
de cisteina (dia 9 en el ensayo 2:10 con 1250 mg Fe3*/L) y el ensayo
1:10 con 150 mg Fe2t/L y 60mg Cys/L, alcanzaron los maximos valores
de Eh, mientras que los demds ensayos con cisteina, no evidenciaron
estabilizaciéon en el valor al doceavo dia. Adicionalmente, puede
apreciarse que los maximos valores de Eh alcanzados por cada ensayo
fueron inversamente proporcionales a la concentracién de pulpa, para
cada condicion de hierro y cisteina, teniendo en cuenta que los
ensayos 1:10 con 60 mg Cys/L, alcanzaron los maximos valores entre
todos los procesos evaluados (por encima de 600 mV).

Con base en los resultados encontrados en cuanto a la influencia
notoria de la concentracién de pulpa sobre el Eh, en la Figura 5-3
se graficéo la relacion entre los valores del doceavo dia y la
concentracion de hierro (independiente de la fuente), para cada
concentracion de cisteina. Puede apreciarse, de manera mas
detallada, dque el Eh fue inversamente proporcional a Ila
concentracion de pulpa, donde la adicion de cisteina mostré un
efecto significativo, pero no la concentracién de hierro.

Figura 5-3: Relacidon del Eh final vs. concentracion de pulpa de
carbon para cada concentracion de hierro (independiente de la
fuente) y cisteina.

650

600
Fe-CYS (mg/L)
--<---150-0
——150-60
--#A--1250-0
—&— 1250-60

Eh (mV)
[4)]
(4]
o

500

450
0 1:10 2:10 3:10
Concentracion de pulpa (g cabon:mL solucion)

Aparentemente, la adicidon de cisteina permitié mantener Eh mas
altos, especialmente cuando se utiliza una concentracién de pulpa a
1:10 (obteniéndose un valor similar a cuando los microorganismos se
cultivan en ausencia de carbén, representado en el dato del origen,
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véase Seccion 3.3.3). No obstante, el rango diferencial entre los
ensayos con y sin cisteina, disminuyé acorde al incremento en la
pulpa de carbon, observandose que en los ensayos 3:10 no hay
diferencias significativas entre usar o no aminoacido.

La Figura 5-4 muestra la relacion entre el Eh y el logaritmo natural
de la razon Fe3t/Fe2r para todos los ensayos, independiente de la
pulpa de carbdén, fuente o concentracién de hierro, concentracion de
cisteina o instante de tiempo t. La tendencia lineal indica que,
para la experimentacién de este trabajo, las interacciones Fe3+/Fe2+
pueden explicar con un 97% de confiabilidad las variaciones del Eh.

Figura 5-4: Correlacion entre el Eh vs. Ln(Fe3t/Fe2*) para todos los
ensayos en 12 dias de proceso (97% de confianza).
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La Figura 5-5 muestra las variaciones de la remocion de hierro con
el tiempo. A nivel general, puede apreciarse un aumento
significativo en el primer dia, alcanzando un valor similar en todos
los ensayos (entre 9% y 10%), seguido por un aumento continuo a
menor velocidad (reduccién de la pendiente) hasta el doceavo dia,
con excepcion el ensayo 1:10 con 150 mg Fe2t/L y 0 mg Cys/L y los
ensayos 1:10 y 3:10 con 1250 mg/L de Fe2* o Fe3* que redujeron
considerablemente el indice de remocidon después del noveno dia.

Se evidencié que los ensayos 1:10 y 2:10 con sulfato férrico
presentaron mejores velocidades de remocidén que sus contrapartes
que utilizaron sulfato ferroso, mientras que entre los ensayos 3:10
no se observd un comportamiento dependiente de la fuente de hierro.
Del mismo modo, los ensayos 1:10 y 2:10 con cisteina alcanzaron
mejores remociones que sus contrapartes sin adicion de aminoacido,
mas esto no se vio en los ensayos 3:10.
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Figura 5-5: Comportamiento del hierro removido vs. tiempo para
ensayos a diferentes concentraciones de pulpa (g carbon: mL

soluciodn) y cisteina (mg Cys/L).
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10% —e—603:10 10% —e—603:10
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Tiempo (dias) Tiempo (dias)
a) 150 mg Fe2+/L, b) 150 mg Fe3+/L, c) 1250 mg Fe2t/L y d) 1250 mg
Fes3+/L.

La Figura 5-6 muestra el porcentaje de pirita oxidada al final del
proceso respecto a cada concentraciéon de pulpa. A nivel general,
pudieron apreciarse los siguientes aspectos:

Al igual que el Eh y el hierro removido, este valor fue
inversamente proporcional a la cantidad de carbén adicionada,
aunque esta variacion no fue tan notoria entre los ensayos con
150 mg Fe2*/L (ver Figura 5.6, literal a).

El uso de cisteina increment6 significativamente la oxidacion de
pirita en los ensayos 1:10 y 2:10, mas no en los ensayos 3:10.

El uso de sulfato férrico ayudd a mejorar el porcentaje de pirita
oxidada, aunque perdi6 efectividad a medida que la concentracion
de pulpa aumento.

Al utilizar una concentracion de 1250 mg Fe/L (independiente de
la fuente), se redujo considerablemente la oxidacion de pirita
en los ensayos 3:10.
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Figura 5-6: Pirita oxidada del carbon a diferentes concentraciones
de pulpa (g carbon: mL soluciodn), cisteina y adicion de hierro.
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a) Ensayos con sulfato ferroso y b) Ensayos con sulfato férrico.

Con base en los resultados de la Figura 5-6, la Ecuacion (5.2)
permite comparar las eficiencias de oxidacion de cada ensayo
(Y%eyox,ensayo) , respecto a un valor de referencia (%PYox,referencia) para
cada concentracion de pulpa. En este trabajo, se escogieron los
ensayos con 150 mg Fe2*/L y O mg Cys/L como referencia, ya que, como
se dijo anteriormente, no sufrieron cambios tan significativos en
el rango de pulpa evaluado (ver Figura 5-6, literal a).

%Pyox,ensayo

0, .
/opyox,referenc1a

Eficiencia = < -—1>><100

(5-2)

La Tabla 5-1 muestra las eficiencias calculadas respecto a cada
valor de referencia. Puede apreciarse que el 1incremento en la
adicion de hierro a 1250 mg Fe2/L mejord la oxidacion de pirita en
los ensayos 1:10 y 2:10, sin embargo, tuvo un efecto negativo sobre
los ensayos 3:10, reduciendo el valor de referencia en 39.78%. Algo
similar ocurri6o al utilizar 1250 mg Fe3*/L, aunque los ensayos
tuvieron mejores eficiencias que sus contrapartes con sulfato
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ferroso. Adicionalmente, cuando se utilizé 150 mg Fe3+/L, soOlo se
observé un aumento en la eficiencia de los ensayos 1:10, pero no se
observaron cambios significativos en los ensayos 2:10 y 3:10
respecto a sus contrapartes con sulfato ferroso.

Por otro lado, la adicion de 60 mg Cys/L permiti6 eficiencias maximas
para las concentraciones de pulpa de 1:10 y 2:10 de 42% (con 1250
mg Fe3/L) y 25% (con 150 mg Fe/L de cualquier Tfuente)
respectivamente. Sin embargo, la eficiencia con relacion a la
adicion de aminoacido disminuyé considerablemente en los ensayos
3:10, donde se obtuvieron valores maximos alrededor del 7%.

Tabla 5-1: Eficiencias en la oxidacion de pirita para diferentes
concentraciones de pulpa (g carbén: mL solucion), cisteina y adicion
de hierro.

= Concentracion | Concentracion Eficiencia (%)~
uente de de hi q - e
hierro e hierro e cisteina | .10 | 2:10 | 3:10
(mg/L) (mg/L)
150 0 0.00| 0.00 0.00
Fe2+ 60 28.44 | 25.00 6.12
0 21.10|10.19 | -38.78
1250 60 23.85|15.74 | -36.73
150 0 21.10| 4.08 0.00
Fes+ 60 37.61|25.00 7.14
(8% Fe2t) 1250 0 22.02|16.67 | -25.51
60 42 .20 | 23.15 | -23.47
*Los ensayos con 150 mg Fe2*/L y 0 mg Cys/L se tomaron como valores

de referencia para cada concentracion de pulpa).

La Figura 5-7 muestra la cantidad de pirita oxidada, expresada en
términos de masa, teniendo en cuenta la cantidad de carbén utilizada
en cada ensayo. Puede observarse que en los ensayos con 150 mg Fe/L,
la cantidad de pirita se incrementdé en la medida que aumentaba la
concentracion de pulpa, siendo mayor para los ensayos con 60 mg
Cys/L, aunque la diferencia con los ensayos sin adicion de cisteina
disminuyé0 entre los ensayos 3:10, que tendieron hacia un mismo
valor. Por otra parte, los ensayos con 1250 mg Fe/L mostraron un
maximo valor en los ensayos 2:10 (aunque por debajo del alcanzado
para los ensayos con 150 mg Fe/L), sin evidenciase diferencias
significativas en presencia o no de cisteina, aunque si fue mayor
para los ensayos con sulfato férrico.
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Figura 5-7: Cantidad de pirita oxidada en los ensayos con diferentes
concentraciones de pulpa (g carbon: mL solucion), cisteina y adicion
de hierro.
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a) Ensayos con sulfato ferroso, b) Ensayos con sulfato férrico.

La Figura 5-8 muestra el comportamiento del porcentaje de pirita
oxidada frente a los valores finales de Eh. Esta relacién describe
una dependencia directa con tendencia exponencial, mostrando que
entre 500 mV y 560 mV (rango de valores alcanzado por los ensayos
sin adicién de aminoacido), existe una diferencia significativa en
la oxidacion, mientras que entre 550 mV y 650 mV (valores alcanzados
por los ensayos 1:10 y 2:10 con cisteina) el aumento en la oxidaciodn
se atenta, tendiendo hacia 40% y 45%, porcentajes alcanzados
solamente por los ensayos 1:10 con 60 mg Cys/L.
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Figura 5-8: Relaci6on de la pirita oxidada vs. Eh final para las
diferentes concentraciones de cisteina y pulpa de carboén.
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La Figura 5-9 muestra el sulfato removido del carbon al final de
los ensayos.

Figura 5-9: Sulfato removido del carbdén a diferentes concentraciones
de pulpa (g carbon: mL solucidén), cisteina y adiciéon de hierro.
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a) Ensayos con sulfato ferroso, b) Ensayos con sulfato férrico.
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La remocién de sulfatos tuvo un comportamiento inversamente
proporcional a la concentracion de pulpa de carbon y dependié de la
fuente y concentracién de hierro, mas no de la adicion de cisteina,
con excepcion del ensayo 1:10 con 150 mg Fe2t/L y 60 mg Cys/L, el
cual alcanz6 el maximo valor de remocidén (ver Figura 5-9, literal
a). Adicionalmente, se pudo apreciar que se obtuvo una mejor
remocién cuando se utilizé la menor concentracion de hierro, aunque
esta diferencia no fue tan marcada en los ensayos con sulfato
férrico. Como caso especial, los ensayos 3:10 con 1250 mg Fe2+/L
evidenciaron precipitacion de sulfato (valores negativos, ver Figura
5-9, literal c¢).

5.3.2 Analisis Mineraldgicos

La Figura 5-10 indica los porcentajes de caolinita y cuarzo en las
muestras de carbdon antes y después de los procesos de
biodesulfurizacion, calculados a partir de refinamiento Rietveld de
los patrones de difraccion de rayos X (GOF: por debajo de 1.2% y
Rw > por debajo del 20% determinaron un buen ajuste del refinamiento,
para aceptar los porcentajes obtenidos [118-120]).

Se puede apreciar que en comparacion con el carbon original, hubo
desaparicion de caolinita, ademas de la pirita y sulfatos ya
observada por analisis quimicos, reduciendo su contenido desde
28.86% a una media de 18.31% (x 1.10%) entre todos los ensayos,
observandose dependencia especifica a la concentracién de hierro a
una concentracion de pulpa de 3:10, pero no de la fuente, y tampoco
influyé la cantidad de cisteina adicionada. Ningun ensayo evidencio
lixiviacion de cuarzo.

Figura 5-10: Composicion de silicatos en el carbon antes y después
del proceso de biodesulfurizacion calculados con base en las
composiciones obtenidas por el método de Rietveld.
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Fe(11): Fe2t, Fe(lll): Fe3+, K: caolinita, Q: cuarzo, 0.C.: carbdn
no tratado.
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Como dato adicional, los ensayos 3:10 con la mayor concentracion de
sulfato ferroso evidenciaron aparicién de jarosita en una proporcion
de 1.00% w (x 0.02% w). Las demas muestras tratadas evidenciaron
cantidades no significativas de jarosita, menores 0.40% w.

La Figura 5-11 muestra los espectros de DRIFT de los carbones
tratados comparados con el espectro del carbdén original reportado
en el Capitulo 2 (véase Seccion 2.3.2).

Figura 5-11: Espectros de DRIFT del carbon antes y después del
proceso de biodesulfurizacion para diferentes concentraciones de
pulpa (g carbon: mL soluciodn), hierro y cisteina.
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Los ensayos indicaron similitudes en la variaciéon de las bandas de
caolinita (especialmente una reduccion correspondiente a los enlaces
Si-0-Al: 644 cm-1, 754 cm-1 y O-H: desaparicion de la banda a 3673
cm-1 y variaciones entre 3257 cm-l y 3244 cm-l). En cuanto a las
bandas de (hidroxi)sulfatos, se pudo apreciar un aumento importante
a 1192 cmt y 700 cm-i, especialmente en los ensayos con la mayor
concentracion de hierro (ver Figura 5-11, literales c y d). Estos
ensayos también presentaron una nueva banda a 1070 cm-i,
correspondiente a un enlace S-0 [122], la cual tuvo mayor intensidad
en los ensayos 3:10. Asi mismo, los ensayos 2:10 y 3:10 que
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utilizaron sulfato ferroso (ver Figura 5-10, literal c) evidenciaron
la apariciéon de una nueva banda a 3412 cm-1, correspondiente a un
enlace N-H posiblemente asociado con amoniojarosita [126]. Las
bandas de la matriz organica no sufrieron cambios relevantes, con
excepcion de una leve variacion en las bandas alifaticas (2860 cm-l
y 2938 cm-1). En cuanto a los ensayos con cisteina, tal como se
observo en el Capitulo 3 (véase seccion 3.3.2), las bandas del
aminoacido no se pudieron identificar para la concentracion
empleada.

5.3.3 Ensayos de adsorcion de cisteina

La Figura 5-12 muestra el porcentaje de cisteina adsorbida respecto
al tiempo, donde la adsorcion fue proporcional a la concentracion
de pulpa en las primeras 2 horas. Aunque el ensayo 3:10 alcanzé el
valor maximo (98%) a las 1.5 horas, los demas lo obtuvieron media
hora después.

Figura 5-12: Adsorcién de cisteina vs. tiempo sobre tres
concentraciones de pulpa (g carbén: mL solucioén).
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La Figura 5-13 muestra el analisis de oxigeno disuelto de los ensayos
por 24 horas. Puede observarse que las dos mayores concentraciones
de pulpa influyeron sobre una disminucion continua en el valor,
especialmente al utilizar 3:10, donde se vio una caida las primeras
2 horas desde 6.4 mg Ox/L a 6.0 mg O»/L y de ahi continud hasta 5.5
mg 02/L, sin tendencia a estabilizarse. Por otro lado, la pulpa de
1:10 pareci6 no afectar dicho valor, porgque no se observaron
variaciones significativas, respecto al inicial, durante el periodo
evaluado.
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Figura 5-13: Oxigeno disuelto vs. tiempo sobre tres concentraciones
de pulpa (g carbéon: mL solucién).
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5.4 Discusion y conclusiones preliminares

Los resultados obtenidos evidenciaron que el comportamiento del Eh
puede explicar casi en su totalidad (un 97% de ajuste en los datos)
los cambios en la relacion Fe3t/Fe2+ en solucion (ver Figura 5-4),
lo cual esta ligado directamente a la actividad bacteriana en la
produccion de iones Fe3+t por parte de A. ferrooxidans (ver Ecuacioén
(1.2)) y la oxidacion quimica de la pirita, por accion de los iones
producidos (ver Ecuacion (1.1)) [33,36,78,79,141].

Como se explicd en la seccion 1.3.3 (ver Figura 1-3), es importante
tener en cuenta que A. ferrooxidans puede actuar por dos vias
diferentes en la regeneracion de iones férricos: (i) a partir de
los iones Fe2r de la solucion lixiviante (mecanismo indirecto de no
contacto) y (ii) a partir de los 1iones Fe2t que atrapan los
microorganismos adheridos a la pirita en su capa polimérica
extracelular (EPS, por sus siglas en inglés), donde llevan a cabo
todas las iInteracciones Fe3t/Fe2+ (mecanismo Indirecto de contacto)
[33,78,79,83].-

Los valores de Eh medidos para cualquier instante de tiempo (ver
Figura 5-2), explican el cambio global de la razon Fe3*/Fe2t de la
solucidn lixiviante, frente a la regeneracion de iones Fe3* in situ,
como los i1ones que se precipitan y se solubilizan de los productos
de oxidacion de pirita. Sin embargo, no permite explicar
directamente cémo es el comportamiento dentro de las EPS de las
bacterias adheridas a la pirita (o a otro de los componentes del
carbon) que ocurren en la interface solido-liquido del sistema.

No obstante, la Figura 5-8 indic6é que el porcentaje de oxidacion de
pirita tiene dependencia al Eh, ya que este se iIncrementa casi en
un 200% cuando el Eh pasa de 500 mV a 650 mV. Es decir que los
cambios en la relacion Fe3/Fe2r de la solucion lixiviante
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posiblemente fueron el Tfactor principal que goberndé sobre la
eficiencia de los procesos, donde los iones Fe3* en solucion tuvieron
mayor influencia sobre el grado biodepiritizacion alcanzado.

Por lo tanto, las variables evaluadas afectaron directamente las
reacciones que ocurrieron en la solucion lixiviante (oxidacién de
iones Fe2+, generaciéon de H*, entre otras), y estas a su vez tuvieron
influencia sobre los indices de biodepiritizacion (ver Figura 5-6)
y remocidn de sulfatos (ver Figura 5-9) obtenidos en cada ensayo.

5.4.1 Efecto del carbdn sobre la regeneracion de iones férricos

Respecto a las variaciones en el pH (ver Figura 5-1), la
concentracion de pulpa tuvo incidencia significativa sobre el
incremento de Ulos valores en los primeros dias de proceso,
comportamiento ya observado en trabajos anteriores de
biodesulfurizacion de carbones bajo condiciones similares [48].

Como se observé en los Capitulos 3 y 4 (ver secciones 3.3.1y 4.3.1)
el consumo de iones H* en el proceso de biorregeneracion de iones
Fe3+ (ver Ecuacion (1.2)) influencidé significativamente el aumento
del pH cuando se trabajé con una relacién carbén: solucion
lixiviante de 1:10. Sin embargo, un proceso que trabaje con una
mayor cantidad de carbon implica un aumento en las concentraciones
de agentes alcalinizantes que este pueda tener, los cuales atrapan
0 reaccionan con Qlos 1iones H* del medio, disminuyendo su
concentracion [17,25,37,49]. Para este trabajo, ya que el carbdén no
revelo presencia de compuestos que pudieran afectar
significativamente el pH (ej.: sales carbonatos), se puede atribuir
a la remocién de caolinita (ver Figura 5-10) como el principal
componente que interacciond con los iones H+ iniciales de la solucion
lixiviante para su solubilizaciéon (ver Ecuacion (3.4)).

A diferencia de lo observado en los primeros dias de proceso, se
encontré6 que los ensayos con la mayor concentracién de pulpa
tuvieron una mayor disminucién en el valor de pH en la medida que
avanzaban los experimentos. Cabe sefialar que durante los procesos
de biodesulfurizacion de carbones, la variaciones del pH dependen
de los cambios en la concentracion de iones H*, la cual puede ser
afectada por su generacion a partir del proceso de oxidacién de
pirita (ver Ecuacién (1.1)) y la hidrélisis de los iones Fe3+ (ver
Ecuaciones (1.3) a (1.5)), o su consumo en la biooxidacién de los
iones Fe2+ (ver Ecuacion (1.2)) y/o sus interacciones con la
caolinita (ver Ecuaciéon (3.4)) [70,142].

Lo anterior puede explicarse teniendo en cuenta el mecanismo de
oxidacion quimica de pirita mediada por los iones Fe3+ (ver Ecuacion
(1.1)), donde la cantidad de iones H* generada de la oxidacion de
pirita seria proporcional a la masa del sulfuro involucrada en la
reaccion. Aunque Jlos ensayos 2:10 y 3:10 tuvieron menores
porcentajes oxidaciéon del sulfuro que los ensayos 1:10, la Figura
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5-7 revel6 que estos presentaron una mayor cantidad de pirita
oxidada (expresada en términos de masa). Por lo tanto, habrian
generado wuna mayor concentracion de 1iones H* en la solucidn
lixiviante. Adicionalmente, la reduccién del potencial de Oxido-
reduccion relacionada con el aumento la pulpa (ver Figura 5-2)
indicd una menor velocidad de biorregeneracién de iones Fe2+ (ver
Ecuacion (5.6)) la cual implicaria un menor consumo de los iones H*
producidos, ocasionando la disminucién de pH observada.

Por otro lado, en cuanto al proceso de disolucién de caolinita
presente en el carbon, en el Capitulo 3 (véase seccidén 3.4.1) se
mostrd evidencia que la reaccion entre este mineral y el &cido de
la solucion lixiviante (ver Ecuacidén (3.4)), pudo ser la causante
principal de disminuir la velocidad de regeneracién de iones Fe3+,
en ensayos con una concentracién de pulpa a 1:10, ya que los iones
Al3+ solubilizados son téxicos para microorganismos acidofilos como
A_. ferrooxidans [70,142].

Con base en la Figura 5-10, el ma&ximo de iones Al3+ que podrian haber
alcanzado los ensayos 1:10, 2:10 y 3:10 seria de 1.9 g/L, 2.8 g/L vy
5.7 g/L. Por lo tanto, se puede decir que la alta acidez generada
en las mayores concentraciones de pulpa tuvo influencia sobre la
disminucién en el Eh, al inducir una mayor degradacion de caolinita.

Los méximos de 1iones Al3* en los ensayos con las dos mayores
concentraciones de pulpa sobrepasan el limite de inhibicion neto
reportado en literatura (2.5 g/L) [70]; sin embargo, no se observo
una disminucion total de la oxidacion de iones Fe2t y pirita (ver
Figuras 5-2, 5-5 y 5-6). Esto indica que probablemente el proceso
de adaptacién de los microorganismos permitié que estos
permanecieran viables a concentraciones de i1ones Al3+* por encima de
los limites reportados.

No obstante, 0la no inhibicién total en la actividad bacteriana
también pudo deberse a que no todo el aluminio, producto de la
degradacién de caolinita, permanecié en solucidon. Esto puede
explicarse a partir de trabajos previos de biodesulfurizacion con
carbones, de 1la misma zona de estudio [17], donde se vio
precipitacion de especies de (hidroxi)sulfatos de aluminio,
relacionadas con las interacciones quimicas entre los productos de
la degradacion de caolinita y la oxidacion de pirita.

Aunque los analisis mineraldégicos de las muestras tratadas en este
trabajo no evidenciaron directamente formacién de este tipo de
compuestos, los 1incrementos en las bandas que describen las
interacciones oxigeno-azufre, atribuidas a sulfato de hierro y
jarosita, en los analisis de DRIFT (ver Figura 5-11) también podrian
representar la precipitacién de especies sulfatadas de aluminio, ya
que estas son iInteracciones generales del grupo sulfato,
independiente del catidén que los acompafie [121-123,126,166].
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Por otro lado, la matriz organica del carbon también juega un papel
importante sobre los procesos de biodepiritizacion en suspension.
Se ha observado que la biorregeneracion de iones Fe3* disminuye
(valores de Eh bajos) cuando la cantidad de carbdén en el sistema
aumenta [21,23,37,48,70,73].-

Algunos autores explican que la disminucion en la regeneracidon de
iones Fe3+ por accion del carbdn, puede ser debida al incremento en
la probabilidad de colisidén y deslizamiento entre granos de carbon,
cuando la concentracion de pulpa estd por encima de 20% w. La
intensidad de las interacciones entre particulas puede ocasionar
rompimientos de las membranas celulares de los microorganismos que
estan en contacto con ellos [21,23,73]. Adicionalmente, aunque el
rango de tamafio de particula utilizado en este trabajo (-8 +30
#Tyler) reduce considerablemente el &rea superficial de la matriz
organica del carbon (en comparacion con tamafos de particula finos),
la friccion entre particulas pudo ocasionar desprendimiento de
porciones micrométricas de la matriz organica las cuales, al
suspenderse en la solucion lixiviante, podrian inhibir la actividad
de los microorganismos acidofilos, ya que sus radicales libres (ej-:
acidos humicos) son téxicos para las especies bacterianas utilizadas
[23,70]-

Ademas de los fendémenos anteriormente explicados, la Figura 5-13
muestra que cuando la pulpa se incrementd por encima de 2:10 generod
un limitante del oxigeno en el sistema. Esto concuerda con estudios
previos que han reportado reduccidén en la transferencia de masa de
la mezcla de gas (0:+CO2) en el sistema, proporcional al Incremento
en la concentraciones de pulpa de carbon [21,23,73]. La limitacioén
del oxigeno disuelto en solucidon pudo ser una de las causas
principales de la disminucion en la biorregeneracion de iones Fe3*
en los ensayos con las mayores concentraciones de pulpa, ya que este
compuesto es importante para llevarse a cabo la oxidacion de iones
Fe2+ mediada por A. ferrooxidans (ver Ecuacidén (1.2)).

5.4.2 Efecto del carbon sobre la cisteina

En el Capitulo 3, se mostr6é que el carbon objeto de estudio redujo
el efecto de las interacciones entre la cisteina, pirita y A.
ferrooxidans, respecto a las reportadas en trabajos con pirita pura
[26,28,29], al no observarse cambios significativos en los
porcentajes de oxidacion del sulfuro. Lo anterior se explicé como
una adsorcioéon del aminoacido por la matriz organica y la caolinita,
con base en las propiedades adsorbentes de estos compuestos sobre
especies organicas que contienen aminoacidos [135,136,145], donde
pudieron haber interaccionado con los sitios activos de la cisteina
en medio acido (-NH3*, -SH), reduciendo la probabilidad de que el
aminoacido interactue con los granos de pirita, que se encontraban
en menor proporcion. Solo en presencia de A. thiooxidans, la adicidn
de aminoacido influyé significativamente sobre la velocidad de
regeneracion de iones Fe3*, debido a que este microorganismo pudo
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degradar la cisteina atrapada y posiblemente liberd compuestos que
ayudaron a mitigar la toxicidad de los iones Al3 sobre A.
ferrooxidans.

Los resultados de la Figura 5-12 corroboran la adsorcion de cisteina
sobre el carbon en las primeras dos horas de proceso, independiente
de la concentracion de pulpa utilizada. Esto indicaria que A.
thiooxidans probablemente se pudo encargar de romper ciertos enlaces
del aminoacido adsorbido, formando los compuestos potenciadores de
la biorregeneracion de iones Fe3+*, mediada por A. ferrooxidans, los
cuales, teniendo en cuenta las hipodtesis propuestas en el Capitulo
3, serian los grupos —SH para la formacién de &cido sulfhidrico (ver
Ecuacion (3.7)) [151,154]. Con base en lo anterior, la adsorcion de
la cisteina en las mayores concentraciones de pulpa de carbén, no
pudo ser causal de la reduccién del efecto potenciador de las
interacciones A. thiooxidans-cisteina sobre la biorregeneracion de
iones Fe3* (ver Figura 5-3).

La Figura 5-2 indic6 que la reduccion del efecto de las interacciones
A. thiooxidans-cisteina en los ensayos 2:10 y 3:10 posiblemente
corresponde a un aletargamiento de la fase lag y exponencial, puesto
que los valores de Eh de estos ensayos nunca se estabilizaron en
los 12 dias de proceso (a diferencia de los ensayos sin aminoacido),
observandose un aumento significativo en el valor después del sexto
y noveno dia respectivamente. Probablemente el incremento de la
probabilidad de colisidén y friccion de las particulas de carbon y
las altas concentraciones de iones Al3* en solucién (producto de la
disolucion de caolinita) también afectaron a A. thiooxidans
[167,168], 1o cual redujo su velocidad de degradacion de cisteina.

La eficiencia de los productos de cisteina también pudo estar
relacionada con la inhibicion de la velocidad de biorregeneracion
de i1ones Fe3t, mediada por A. ferrooxidans. Teniendo en cuenta que
el crecimiento celular de A. ferrooxidans estéd directamente ligado
a comportamiento de la razén Fe3+/Fe2+ de la solucion [48,141,169],
a mayor concentracion de pulpa se reduce la proporcién de A.
ferrooxidans activa, por lo que se requeriria un mayor tiempo para
que se alcance la fase estacionaria, reflejando los valores maximos
de Eh, potenciados por los productos de la cisteina.

También se debe tener en cuenta que la concentracién de los productos
de la biodegradacion de cisteina no pudo ser suficiente para
contrarrestar altas concentraciones de 1iones Al3*, que pudieron
presentarse en los ensayos con mayor concentraciéon de pulpa, por lo
que probablemente no se verian incrementos en la velocidad de
regeneracion de iones Fe3+, similares a los observados en los ensayos
1:10. Una forma de contrarrestar esto seria hacer adiciones mayores
del aminoacido; sin embargo, el Capitulo 3 dio a conocer que la
adicion de altas concentraciones de aminoacido también afectan la
accion de A. ferrooxidans. Aprovechando que la capacidad adsorbente
del carbdén sobre el aminoacido ocurre en pocas horas (ver Figura 5-
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12), una mayor cantidad de cisteina se podria adicionar gradualmente
en periodos de tiempo separados. De esta forma, se evitaria que A.
ferrooxidans interactuie con las altas concentraciones de aminoacido,
mientras que A. thiooxidans se encarga de degradarlas. La adicion
se detendria cuando se alcancen las condiciones de Eh deseadas.

5.4.3 Efecto de las fuentes y concentraciones de hierro

Una de las principales diferencias entre el uso de sulfato ferroso
y sulfato férrico fueron las variaciones del pH ocurridas en los
primeros dias de proceso. EI mayor aumento en el pH observado en
los primeros dias para los ensayos con sulfato ferroso (ver Figura
5-1), puede ser explicado por un mayor consumo de 1iones H* en la
biooxidacién de una mayor concentracion de 1iones Fe2t iniciales
presentes en la solucién lixiviante (ver Ecuacion 1.2). Asi mismo,
los menores incrementos del pH evidenciados cuando se utilizoé
sulfato férrico, pudieron deberse al menor pH inicial, generado por
un aporte extra de acidez en la disociacion de la sal (véase Secciodn
4.4_.2), que influyd positivamente sobre las y remociones de hierro
y sulfatos del carbon (ver Figuras 5-5 y 5-9) y actuar como
complemento al mejoramiento del proceso mediado por las
interacciones entre la cisteina y A. thiooxidans (ver Tabla 5-1).
Sin embargo, al igual que lo observado en la seccidén 5.4.2, cuando
se adiciond el aminoacido, el efecto del sulfato férrico también
disminuyé en presencia de mayores concentraciones de pulpa,
especialmente cuando se utilizé la menor concentracidén de hierro.

Con base en lo encontrado en el Capitulo 4 (véase Seccidon 4.4.2),
el efecto quimico del sulfato férrico s6lo se da en los primeros
dias de proceso y, a diferencia de la cisteina, su acci6n no es
constante, ya que una vez consumido, los comportamientos de la razén
Fe3t/Fe2+ son similares a la de los ensayos con sulfato ferroso,
dependiendo directamente de la actividad bacteriana (ver Figura 5-
2). Por lo tanto, cuando la concentraciéon de pulpa aumenta, se
limita el efecto de sulfato férrico, ya que se incrementa la pirita
y los demas compuestos sobre los que influye directa o
indirectamente en el proceso.

Lo anterior indicaria que sO0lo se verian cambios significativos si
se adicionan cantidades de sulfato férrico mayores cuando se
incrementa la concentraciéon de pulpa. No obstante, los resultados
obtenidos en este trabajo muestran que no es recomendable adicionar
mayores concentraciones de hierro. Pudo observarse que aunque 1250
mg Fe3*/L ayudaron notablemente a mejorar la oxidacion de pirita
(ver Figura 5-6) y la remocion de sulfatos (ver Figura 5-9) en los
ensayos 1:10 y 2:10, en los ensayos 3:10 los porcentajes de estos
parametros disminuyeron considerablemente.

A partir de la Figura 5-5 se puede observar que una mayor
concentracion de pulpa aporté una mayor cantidad de hierro a la
solucidén lixiviante en los primeros dias de proceso, ya que la
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remocion de hierro fue similar para todos los ensayos. Si se suma
el aporte de 1250 mg Fe/L adicionado inicialmente, la concentracion
total pudo sobresaturar la fase liquida con este elemento, la cual,
tal y como se ha observado en Investigaciones anteriores [12,25,37],
es uno de los factores que inducen a la precipitacién de compuestos
insolubles como jarosita (ver Ecuacién (1.7).

Cabe sefialar que la formacion de precipitados s6lo se pudo observar
quimicamente en los ensayos con sulfato ferroso (valores negativos
de sulfato removido, ver Figura 5-9 y Ecuaciéon (3.3)), el cual
también pudo estar influenciado por un mayor aumento en el pH en
los primeros tres dias (ver Figura 5-1), factor que posiblemente
redujo la solubilidad [81]. No obstante, aunque en los ensayos con
sulfato férrico, a las mismas condiciones, el valor global de
remocion de sulfatos no indico directamente formacién de
precipitados, la aparicion de nuevas bandas de sulfato, observadas
en los analisis de DRIFT (ver Figura 5-11), si evidencian que se
generaron nuevas especies diferentes a las que el carbdén tenia
originalmente, 1indicando que hubo reprecipitacion de estos
compuestos durante el proceso, pero la variaciéon de pH impidié que
esta fuera mayor a la cantidad que se solubiliz6é del carbdn.

Con base en 1o anterior, se puede decir que para evitar
sobresaturacion de iones Fe3*, bastaria con disminuir el pH por
debajo del utilizado en este trabajo, con adicion de &cido
sulfarico, lo cual se ha reportado como efectivo en estudios
anteriores [25,72,170]. Para el carbon utilizado en este trabajo,
debido a la cantidad significativa de hierro no piritico que
presenta (véase Seccidon 2.3.1), su asociacion con los radicales
sulfato (véase secciéon 3.4.1) y su TFacil solubilizaciéon en los
primeros dias de proceso (ver Figura 5.5), no se requeriria la
adicion de fuentes de hierro adicionales, pudiendo los
microorganismos tomar esta fuente para su metabolismo.



6. Evaluacion del efecto de la cisteina en un proceso
de biodepiritizacion de carbones en lecho
empacado

6.1 Introduccion

En los ultimos afos, con el fin de mejorar las eficiencias de
biodesulfurizacion de carbones y disefiar un sistema que pueda ser
aplicado a nivel comercial, se han evaluado diferentes
configuraciones de los principales parametros fisicoquimicos que
controlan el proceso (pH, oxigeno disuelto, temperatura,
concentracion de hierro), dentro de dos grupos de reactores
principales: tanque agitado y lecho empacado [12,17,159].

Se ha estimado que utilizar reactores de lecho empacado, sistemas
de lixiviacion en pilas a nivel industrial, reduce hasta un 70% los
costos de operacion en comparacion con los reactores de tanque
agitado, puesto que al no necesitar agitacién mecanica minimizan
los costos energéticos [3,19,72]. Sin embargo, la industrializacion
de este tipos de procesos aun no ha sido perfeccionada, debido a
que estos requieren largos tiempos de residencia para obtener
remociones de pirita considerables, 1o cual no es rentable
econOmicamente con base en la demanda y precio del carbdn
[10,14,24].

Diversos autores plantean que a pesar de los largos tiempos de
residencia, el proceso puede llegar a ser factible si se disminuyen
aun mas los costos de operaciéon. Para ello se han propuesto
estrategia en modo discontinuo, teniendo en cuenta un “tiempo muerto
entre lavados” (ITBW, pos sus siglas en inglés), definido como el
periodo que separa dos irrigaciones consecutivas de soluciodn
lixiviante al lecho empacado. Estos lavados tienen el propodsito de
solubilizar los productos de oxidacion de pirita producidos a partir
de los microorganismos adsorbidos en los granos de carbon, asi como
de humedecer el material. Evaluaciones previas de estas
configuraciones han obtenido remociones alrededor del 50% después
de 45 dias con ITBW entre 2 y 4 dias [12,72].

Aunque estrategias como las anteriormente mencionadas equilibran la
razéon costo/beneficio del proceso, la velocidad de oxidacion de
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pirita sigue siendo un factor clave a la hora de implementar un
sistema, ya que siempre se buscan los mejores indices de remocion,
en el menor tiempo posible.

Con base en las experimentaciones hechas con adiciones de cisteina
en procesos de biodepiritizaciéon de carbones en suspension,
explicadas en los Capitulos 3 y 5, se pudo observar que el uso del
aminoacido permite incrementar la velocidad de regeneracion de iones
Fe3t dentro del proceso. Sin embargo, su efecto se minimiza cuando
se utilizan altas concentraciones de pulpa, por lo que se deben
pensar en estrategias que eviten perder los beneficios de la adiciodn
del aminoacido dentro del proceso.

En este trabajo se describe el efecto de la adicién de cisteina en
un proceso de biodepiritizacion en lecho empacado, tanto para el
carbon trabajado en los Capitulos anteriores, como para otro de la
misma zona, el cual tiene diferentes composiciones de azufre y otros
minerales, todo ello con el fin de obtener una base que permita
desarrollar una alternativa que permita una mejor velocidad de
disminucién de azufre. Para ello, se utilizaron andlisis quimicos y
mineraldgicos, a fin de explicar los fendmenos encontrados en todos
los procesos.

6.2 Materiales y métodos

6.2.1 Carbon

Se recolectaron dos muestras de carbon de los mantos “Mina Vieja” y
“Vampiro” de la Mina “La Angostura” (Municipio de Morales, Cauca,
Colombia). Luego de varios cuarteos sucesivos, las muestras se
molieron a un tamafio de particula entre pasante malla 8 (2.38 mm) y
retenido malla 30 (0.50 mm), de acuerdo a la serie Tyler de tamices
(-8 +30 #Ty). ElI Capitulo 2 muestra toda la informacion quimica
(andlisis proximos, formas de azufre, composicion de hierro) y
mineralogica (analisis cualitativo y cuantitativo de las especies
minerales y organicas) de los materiales a tratar (véase Secciodn
2.3).

6.2.2 Microorganismos

Se selecciond el consorcio conformado por cepas de Acidithiobacillus
thiooxidans (ATCC 15494) y Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC
23270), utilizado en los Capitulos anteriores. EI cultivo tuvo una
adaptacion previa a un proceso de biodesulfurizacién para cada
muestra de carbén y cisteina (HS-CH,-CHNH,-COOH), con base en
investigaciones previas aplicadas a carbones colombianos
[16,17,25].
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Cada iné6culo se prepar6 en erlenmeyers de 350 mL, con un volumen de
trabajo de 150 mL y una relacidén de 1 g de carbdén por cada 10 mL de
solucidén lixiviante, compuesta por 10% v de inéculo bacteriano
(5x108 células/mL), 150 mg Fe2t/L (a partir de FeS04;.7H0), 1.5 mL
H2S0s (98% v)/L, y solucidn base el medio T&K (500 mg (NH4)2S04/L,
500 mg MgS04.7H.0/L y 500 mg KH2POs/L) [116]. Los cultivos se
incubaron en un agitador orbital, por 12 dias, a una temperatura de
30°C £ 1°C y una velocidad de agitacion de 180 rpm + 2 rpm.

6.2.3 Proceso de biodepiritizacion

Se prepararon biorreactores de columna (diametro: 3.8 cm, alto: 25
cm), con sus respectivos tanques para lixiviado (volumen: 100 mL).
Cada columna fue llenada con 200 g de carbon. Todos los ensayos
tuvieron 4 etapas de proceso, con base en un protocolo establecido
por otros autores [72], como se describe a continuacion:

= Acidificacion: el carbon en la columna fue lavado varias veces
con una solucidén de H,SOs (pH=1.6) hasta que la diferencia entre
el pH de entrada y de salida no fuera superior a 0.2. Después
esta solucion fue analizada y descartada.

* Preparacion de inéculo: Paralelo a la etapa de acidificacién, se
prepar6é 100 mL de cultivo bacteriano, el cual contuvo 10% de
inéculo preparado en la secci6n anterior, 1250 mg/L de Fe2r (a
partir de FeSO4.7H0), 1.5 mL/L de H»SO, al 98%, y solucidén base
el medio T&K. El cultivo se dej6é en un agitador orbital, con una
velocidad de agitacion de 180 rpm £ 2 rpm, hasta no observar
cambios significativos en el Eh.

» Biodepiritizacién: Se alimentdé el inéculo por la parte superior
de la columna a una razoén de 3.7 mL/min = 0.3 mL/min (irrigacion).
Posteriormente, se recolect6 en el tanque de lixiviado y se llevo
a un agitador orbital (180 rpm £ 2 rpm). Este proceso se repitio
cada dos dias, por 38 dias. Al segundo dia y cada cuatro dias,
la mitad del lixiviado fue reemplazada por agua destilada. Al dia
veintidos, todo el lixiviado fue sustituido por agua destilada.
Después, el proceso continudé, usando el mismo protocolo que los
primeros veinte dias.

» Lavado: Al final de los procesos de biodepiritizacion, el carbdn
fue lavado con agua destilada, para eliminar gran parte del hierro
remanente de la oxidacién de pirita.

Se evaluaron dos procesos por duplicado para cada carbon: (i) Sin
adicion de cisteina y (ii) con adicion de 100 mL de una soluciodon de
60 mg Cys/L, previa a la etapa de biodepiritizacién, mas 0.3 mg Cys,
cuando se reemplazaba parte del lixiviado por agua destilada. Todas
las etapas fueron trabajadas a temperatura ambiente.
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6.2.4 Analisis Quimicos

A los lixiviados en la etapa de biodepiritizacién se le hicieron
mediciones de pH y potencial redox (Eh) antes y después de cada
irrigacion, mediante el uso de un equipo SCHOTT Handylab, con un
electrodo de Eh de Ag/AgCl y un electrodo de pH con electrolito de
KCI .

El hierro total de todo el proceso fue determinado en un
espectrofotometro Thermo GENESYS UV 10, utilizando el método de la
o-fenantrolina ASTM E 394-09. A partir de las concentraciones de
hierro, y la Ecuacion (3.1) se calculdé el hierro removido del carbon,
teniendo en cuenta los parametros hierro en solucion al dia O,
hierro en solucion al dia t, volumen de solucidén, masa de carbén y
su contenido total de hierro.

Al final de cada ensayo, se midieron las formas de azufre del carbdn
tratado con base en el método ASTM D 2492-02. La pirita oxidada y
el sulfato removido fueron calculados respectivamente mediante las
Ecuaciones (3.2) y (3.3), teniendo en cuenta el contenido de azufre
piritico y de azufre en forma de sulfatos tanto de la muestra
original como de las muestras tratadas.

6.2.5 Analisis Mineraldgicos

Se estableci6 la composicion mineralégica de las muestras tratadas
mediante difraccion de rayos X (DRX) y andlisis de infrarrojo por
reflectancia difusa con transformada de Fourier (DRIFT, por sus
siglas en inglés).

Para DRX, el carbon se molidé en mortero de agata hasta -200 #Ty y
se analizé en un difractémetro marca Rigaku Miniflex 11, mediante
el método paso a paso, en el intervalo 26 entre 5° y 70°, tamafo
del paso de 0.01°, con un tiempo de conteo de 1 segundo. Los
minerales presentes en el carbén fueron cuantificados mediante
refinamiento de Rietveld, cuyas simulaciones y calculos se llevaron
a cabo en el programa X’Pert HighScore Plus® y la base de datos
PDF2.

Para DRIFT se utilizé la muestra a tamafio inicial (-8 +30 #Ty) y se
analizé en un espectrometro marca Shimadzu FTIR-8400 S, empleando
un intervalo de numero de onda entre 400 cm-! y 4000 cm-! y 60
barridos, a una resolucidén espectral de 4 cm-1. Cada espectro se
traté utilizando la correccion de Kubelka-Munk en el programa
IRsolution®.
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6.3 Resultados

6.3.1 Proceso de biodepiritizacion

Durante la etapa de preparaciéon de inéculo, los microorganismos
alcanzaron y mantuvieron valores de pH y Eh méximos de 1.75 y 645
mV respectivamente, después de 5 dias en el agitador orbital. Sin
embargo, estos parametros cayeron, hasta 1.35 y 470 mV en los ensayos
“Mina Vieja” y 1.45 y 480 mV en los ensayos “Vampiro”, luego del
primer ciclo de irrigacién de la etapa de biodepiritizacion.

La Figura 6-1 muestra el pH de los lixiviados antes y después de
cada irrigacion durante la etapa de biodepiritizacién. En general,
puede observarse que los ensayos “Mina Vieja” obtuvieron menores
valores que los ensayos “Vampiro”, donde la adicidén de cisteina tuvo
un efecto acidificante (caracterizado por un pH ligeramente menor
en los ensayos con adiciéon de aminoacido).

En los primeros 20 dias de proceso, cuando se reemplazaba la mitad
del lixiviado por agua destilada, el pH antes de la irrigacion
incrementaba significativamente en todos los ensayos, mientras que
el pH después de la irrigacion mantuvo valores en el rango de 1.38
+ 0.10 en los ensayos “Mina Vieja” y 1.43 £+ 0.07 en los ensayos
“Vampiro”.

Figura 6-1: Comportamiento del pH vs. tiempo antes y después de cada
irrigacion en la etapa de biodepiritizacion.
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M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, a: antes de la irrigacion, d: después
de la irrigacioén, 0: 0 mg Cys/L y C: 60 mg Cys/L.

Al vigésimo dia, luego de reemplazo total de la solucioén lixiviante
por agua destilada, el pH antes de la irrigacién estuvo por encima
de 6.00; sin embargo, el valor luego de la irrigacién presentd un
incremento de apenas 0.10 respecto al observado en los primeros 20
dias de proceso.
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Luego del vigésimo segundo dia, el pH antes de la irrigacion,
alcanzaba valores sobre 1.95 en los ensayos “Mina Vieja” y 2.05 en
los ensayos “Vampiro”, cuando se reemplazaba la mitad de soluciodn
por agua destilada. En contraste, los valores luego de la irrigacion
no presentaron variacion significante hasta el trigésimo cuarto dia,
con valores alrededor de 1.50 para “Mina Vieja” y 1.60 para
“Vampiro”. No obstante, al trigésimo sexto dia tuvieron un aumento
en el valor, seguido de una disminucion al trigésimo octavo dia, la
cual estuvo ligeramente por encima de los valores obtenidos entre
los dias 20 y 34 en todos los ensayos.

La Figura 6-2 muestra el comportamiento del Eh para cada ciclo de
irrigacion, durante la etapa de biodepiritizacion. En los primeros
dias de proceso, cada ensayo tuvo valores similares antes y después
de la irrigacion de la solucion lixiviante. A partir del
decimosegundo dia, el Eh antes de [la 1irrigacion incremento
considerablemente para todos los ensayos, especialmente “Vampiro”
donde se observaron valores de Eh por encima de 650 mV. Por otra
parte, los valores luego de 1la irrigacion aumentaron con una
pendiente menos pronunciada, especialmente los ensayos “Mina Vieja™,
donde al dia 38 el méaximo valor de todos los ensayos no superO los
560 mV. Por otra parte, Los ensayos con adicidon de cisteina tuvieron
Eh mas altos antes de la irrigacion que sus contrapartes sin el
aminoacido, aunque esta diferencia no fue tan significativa entre
los ensayos “Vampiro”. No obstante, los valores de Eh luego de la
irrigacion no mostraron diferencias significativas en los ensayos
“Mina Vieja”, mientras que para los ensayos “Vampiro” con adicion
de cisteina el Eh fue ligeramente menor que los de sus contrapartes

sin aminoacido.

Figura 6-2: Comportamiento del Eh vs. tiempo antes y después de cada
irrigacion en la etapa de biodepiritizacion.
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M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, a: antes de la irrigacion, d: después
de la irrigacién, 0: 0 mg Cys/L y C: 60 mg Cys/L.
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Al vigésimo dia, el reemplazo total de la solucion por agua destilada
(Eh de 142 mv y 177 mV en los ensayos con y sin cisteina
respectivamente), no afectdé los valores después de la irrigacion,
los cuales preservaron la misma tendencia. Luego del vigésimo
segundo dia y hacia el final del proceso, los ensayos “Mina Vieja”
ajustaron sus valores alrededor de 550 mV y los ensayos “Vampiro”
alrededor de 570 mV. Fue claro observar que los Eh antes de la
irrigacion alcanzaron nuevamente valores cercanos a los de los
primeros dias hasta el dia 38, excepto cuando se hacia el reemplazo
de la mitad de lixiviado por agua destilada, especialmente en los
ensayos donde la adicidn de cisteina disminuia considerablemente el
valor.

La Figura 6-3 muestra el hierro removido de los carbones durante
todas las etapas del proceso. Todos los ensayos tuvieron una
remocién considerable de hierro durante la etapa de acidificacion,
aunque fue mucho mayor en los ensayos ‘“Vampiro”.

Durante la etapa de biodepiritizacién, a nivel general, todos los
ensayos tuvieron un aumento continuo en el hierro removido, aunque
con una velocidad menor que la observada en 1la etapa de
acidificacion. No obstante, los ensayos “Mina Vieja” presentaron
una pendiente mas pronunciada que los ensayos “vampiro”, en especial
después del decimocuarto dia. También puede observarse que los
ensayos “Vampiro” tuvieron un cambio de tendencia es su pendiente,
sufriendo una disminucidon después del vigésimo segundo dia. En la
etapa de lavado, el agua destilada removié parte de hierro remanente
de las etapas anteriores.

Figura 6-3: Comportamiento del hierro removido vs. tiempo durante
todas la etapas del proceso.
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etapa de acidificacion y Ws: etapa de lavado.

A partir de los ensayos con adicién de cisteina, puede observarse
que el aminoacido tuvo un efecto positivo significativo, a lo largo



Capitulo 6 108

de todo el proceso, sobre el hierro removido de los ensayos “Mina
Vieja”, mientras que en los ensayos “Vampiro” so6lo se observdo su
efecto a partir del vigésimo sexto dia.

La Figura 6-4 muestra en mayor detalle las variaciones de la
velocidad de remocidén de hierro durante la etapa de depiritizacion.
Puede observarse que todos los ensayos siguen una tendencia similar,
donde del segundo a sexto dia se aprecia una disminucién en el
valor, para luego aumentar a partir de décimo dia hasta el vigésimo
segundo (“Vampiro™) y vigésimo cuarto (“Mina Vieja”) dia, donde se
alcanzaron los valores maximos. Posteriormente, la velocidad decrece
continuamente en los ensayos ‘“Vampiro” hasta el dia 38, mientras
que los ensayos “Mina Vieja” presentan una fase de estabilizacidn a
partir del trigésimo dia. Adicionalmente, puede observarse que la
adicion de cisteina tuvo un efecto positivo en los primeros 18 dias
de proceso de los ensayos “Mina Vieja” y entre los dias 22 y 30,
mientras que en los ensayos ‘“Vampiro” se observa a partir del dia
26.

Figura 6-4: Comportamiento de la velocidad de remocién de hierro
durante la etapa de depiritizacion.
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M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, 0: 0 mg Cys/L y C: 60 mg Cys/L.

La Tabla 6-1 muestra los porcentajes de pirita oxidada y sulfato
removido para todos los ensayos al final de todas las etapas del
proceso. De igual forma que lo observado para el hierro removido,
los ensayos “Vampiro” obtuvieron mejores resultados que los ensayos
“Mina Vieja”. No obstante, la adicidon de cisteina s6lo tuvo un
efecto significativo, respecto al ensayo sin aminoacido, sobre el
carbon “Mina Vieja”, incrementando la oxidaciéon de pirita en 14.9%
y la remocidén de sulfatos en 10.9%, mientras que en los ensayos
“Vampiro” estos porcentajes fueron de 6.39% y 0.95%.
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Tabla 6-1: Pirita oxidada y sulfato removido al final de los
procesos.

Ensayo |Pirita oxidada (%) |Sulfato removido (%)
M-0 45.3 + 0.8 43.3 + 2.2
M-C 52.0 + 1.2 48.1 + 0.9
V-0 57.9 =+ 2.3 80.3 + 4.2
V-C 61.6 + 2.5 81.2 + 2.8

M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, 0: 0 mg Cys/L y C: 60 mg Cys/L.

6.3.2 Analisis Mineraldgicos

La Figura 6-5 muestra los difractogramas para las muestras tratadas
comparados con los espectros de los carbdn original reportado en el
Capitulo 2 (véase Seccion 2.3.2). Una vez terminada Ila
experimentacion, todos los difractogramas de los carbones tratados
mostraron disminucion en los picos de pirita y apariciéon de pequefios
picos de jarosita. Adicionalmente los ensayos ‘“Mina Vieja”
presentaron variaciones de los picos de caolinita, especialmente
los comprendidos entre 20° y 23°, mientras que en los ensayos
“Vampiro” se observd desaparicion total de rozenita.

Figura 6-5: Difractogramas de los carbones antes y después del
proceso en lecho empacado.
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M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, 0: 0 mg Cys/L, C: 60 mg Cys/L, Ka:
caolinita, Qz: cuarzo, Py: pirita, Ja: jarosita, Ro: Rozenita.




Capitulo 6 110

La Tabla 6-2 muestra las composiciones de los minerales a partir
del refinamiento de Rietveld (1.0% < GOF < 1.1% y 18% < Rwp < 20%).
En los ensayos “Mina Vieja” se pudo observar que, ademas de la
oxidacion de pirita y remocion de sulfatos (ver Tabla 6-1), hubo
reduccion significativa en el porcentaje de caolinita. En cuanto a
los ensayos “Vampiro”, se corrobord la desaparicidén de rozenita; no
obstante, la caolinita no tuvo una variacion tan significante como
en “Mina Vieja”. Los ensayos con ambos carbones evidenciaron un leve
aumento del cuarzo. Por otra parte, todas las muestras tratadas
mostraron pequeias proporciones de jarosita poco significativas.

Tabla 6-2: Porcentajes de caolinita y cuarzo en los carbones, antes
y después del proceso en lecho empacado.

Muestra | Py (%w) | Ka (Ww) | Qz (%w) | Ro (%w) | Ja (%w)
M 7.50 28.86 1.69 - <0.50
M-0 4.11 17.73 2.51 - <0.40
M-C 3.60 18.20 2.47 - <0.40
\Y 5.01 14 .96 3.42 4.16 -
V-0 2.11 14.08 4.33 - <0.20
V-C 1.92 12.65 4.10 - <0.20

M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, 0: 0 mg Cys/L, C: 60 mg Cys/L, Ka:
caolinita, Qz: cuarzo, Py: pirita, Ro: Rozenita, Ja: Jarosita.

La Figura 6-6 muestra los espectros de DRIFT para las muestras
tratadas comparados con los espectros de los carbdon original
reportado en el Capitulo 2 (véase Seccién 2.3.2). Los ensayos
“Vampiro” evidenciaron reduccion de las bandas de sulfato a 700 cm-
1y 748 cm-l y desapariciéon de las bandas a 1080 cm-! y 3416 cm-1,
manteniéndose la banda a 3381 cm-1. En contraste, las muestras “Mina
Vieja” no presentaron cambios significativos en las bandas de
sulfato y jarosita; sin embargo mostraron una leve reduccién en las
bandas de caolinita (especialmente a 644 cm-1, 754 cm-1 y entre 3628
cm-l y 3697 cm-l). En ambos carbones no se observaron cambios
significativos en las bandas de la matriz organica, excepto una leve
reduccion de las bandas alifaticas a 2862 cm-l y 2940 cm-1; sin
embargo, los ensayos que utilizaron cisteina evidenciaron aparicion
de una banda a 1584 cm-1, correspondiente al enlace un S-NH; de la
cisteina [28]. No se observaron otras bandas del aminoacido ya que
sufren iInterferencias con bandas de enlaces similares a los de la
materia organica [28].
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Figura 6-6: Espectros de DRIFT de los carbones antes y después del
proceso en lecho empacado.
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M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, 0: 0 mg Cys/L, C: 60 mg Cys/L, KM:
Unidades de Kubelka-Munk, Ka: caolinita, Si: enlaces asociados a
silicatos (caolinita y cuarzo), Py: pirita, SO0s2-: enlaces asociados
a sulfato, M: enlaces asociados a la matriz organica del carbon y
Ja: jJarosita.

6.4 Discusion y conclusiones preliminares

Los resultados encontrados en este trabajo mostraron que gran parte
del efecto de los componentes del carbdén que afectan la remocion de
sulfatos del carbdén y la biooxidacién de pirita (caolinita, matriz
organica, hierro no piritico) se puede controlar a partir todas las
etapas ejecutadas para cada ensayo.

A nivel general, la acidificacion, ademds de adecuar el carbon al
pH inicial deseado para las etapas siguientes, permitio eliminar
hasta un 80% del hierro no piritico de ambos carbones (ver Figura
6-3), especialmente en los ensayos con el carbén “Vampiro” (el cual
presentd estos compuestos en mayor proporcidén, véase Seccion 2.3.1).
Esto es importante para el proceso debido a que, como se vio en el
Capitulo 5 (véase seccidén 5.4.3), altas concentraciones de hierro
pueden generan sobresaturacién de este elemento en la solucidn
lixiviante cuando la proporcion carbén/liquido es alta, lo cual
puede inducir a Qla precipitacion de sales (hidroxi)sulfatos
insolubles (como jarosita) que afectarian el porcentaje de
biodesulfurizacion global, al depositarse nuevamente sobre la
superficie del carbon [12,72].

La etapa de acidificacion, junto con el reemplazo de la mitad de la
solucidén lixiviante por agua destilada durante la etapa de
biodepiritizacion, probablemente también contribuydé a que durante
la etapa de biodepiritizacion se observase una remocidn continua de
hierro, sin notar caidas en los valores (ver Figura 6-3). Por otra
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parte, la etapa de lavado permitié remover una porcion de sales de
hierro remanentes luego de la biodepiritizaciéon. Sin embargo, la
Tabla 6-2 1indic6 que no todo el sulfato fue solubilizado,
probablemente porque las especies salinas remanentes tenian un grado
de solubilidad bajo (ej-: jarosita). No obstante, en comparacion
con el carbon original, la concentracion de sulfatos de los carbones
tratados fue mucho menor, lo cual aporta significativamente al grado
de desulfurizacion global.

Durante la etapa de biodepiritizacién se pudieron observar cambios
notables en cuanto al comportamiento de los paréametros
fisicoquimicos evaluados, los cuales tuvieron diferencias con
relacion al tipo de carbéon y el efecto de la adicion de cisteina,
lo cual se discutird con mas detalle en la siguiente seccion.

6.4.1 Etapa de biodepiritizacion

Durante la etapa de biodepiritizacion se observaron variaciones
significativas del pH y el Eh antes y después de la irrigacion (ver
Figuras 6-1 y 6-2).

Para propositos de analisis, los valores antes de la irrigacion
explican los procesos de biooxidacion llevados a cabo por los
microorganismos durante su estancia en el agitador orbital, sin
entrar en contacto con el carbdén, mientras que a partir de los
resultados después de la irrigacion se pueden explicar los fenémenos
ocurridos dentro de la columna, respecto a las iInteracciones entre
el carbén y 1los microorganismos, mas la solucion lixiviante
remanente que fueron adsorbidos.

Comportamiento del pH - A nivel general, se observé que aunque la
solucidn antes de la irrigacion presentaba valores variables y altos
(especialmente cuando se hacia reemplazo por agua destilada), el
comportamiento después de la irrigacion para todos los procesos
mantuvo valores dentro de un rango estable en la mayor parte del
proceso (ver Figura 6-1). Con base en lo anterior, se puede deducir
que los microorganismos presentes en la solucidon adsorbida por el
lecho empacado fueron capaces de producir suficientes iones H* (ver
Ecuacion (1.1)), para acidificar el proceso y contrarrestar
cualquier aumento en el pH, generado por la biooxidacion de iones
Fe2r (ver Ecuacion (1.2)) y/o las interacciones con la caolinita
presente en los carbones (ver Ecuacion (3.4)).

Hay que tener en cuenta que el reemplazo de una porcion de la
solucién por agua destilada antes de la irrigacion, ademas de
mantener un control sobre la concentracion de hierro durante el
proceso, probablemente también evité que el sistema sufra una
acidificacion excesiva, manteniendo los valores en un rango idoneo
para los microorganismos. Esto es importante, puesto que si el pH
se acerca a 1 puede ocurrir inhibicion de la actividad bacteriana
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de A. Tferrooxidans, Qlos microorganismos que actuan sobre la
biorregeneracion de 1iones Fe3*, necesarios para la oxidaciéon de
pirita [25,36,81].

Los ensayos presentaron evidencia de una mayor acidificaciéon cuando
se trato el carbdén “Mina Vieja”, especialmente luego del veinteavo
dia. Con base en la velocidad de remocidén de hierro (ver Figura 6-
4), puede deducirse que en la segunda fase de biodepiritizacion hubo
una mayor cantidad de pirita que se oxiddo en los ensayos “Mina
Vieja”, lo cual, teniendo en cuenta el mecanismo de oxidacidén de
pirita (ver Ecuacion (1.1)), incididé a una mayor produccidén de iones
H+.

Cabe sefialar que los valores ligeramente menores de pH después de
la irrigacion en los ensayos con adicion de cisteina fueron debidos
en parte a la acidez aportada por este aminoacido [26], lo cual pudo
influir sobre 1la mayor velocidad de remocién de hierro,
especialmente sefialada para el ensayo “Mina Vieja” en la primera
etapa del proceso y para “Vampiro” en la segunda (ver Figura 6-5),
aunque esa disminucion no influyd significativamente sobre la
remocién de sulfatos en el carbon (ver Tabla 6-2).

Comportamiento del Eh — Con base en los resultados obtenidos antes
y después de la irrigacion (ver Figura 6-2), se puede decir que el
carbon fue un regulador de la biooxidacién de iones Fe2t (ver
Ecuacion (1.2)). Al comparar los comportamientos del Eh entre todos
los ensayos en los primeros dias de proceso (ver Figura 6-2), la
disminucién significativa del valor del inoculo libre de carbdén al
dia 0 y la tendencia por debajo de 500 mV antes y después de la
irrigacion en los primeros 4 dias indican una reduccion en la
velocidad de biooxidacion de iones Fe2r frente al consumo de iones
Fe3* en la oxidacion de pirita, lo cual pudo generar la razon Fe3+/Fe2+
baja en la solucién adsorbida en el lecho empacado en comparacioén
con la que se llevaba al agitador orbital, donde el microorganismo
libre del efecto del carbon probablemente recuperdé su actividad
original (véase seccién 3.3.3).

Respecto al efecto del carbon, en el Capitulo 5 (ver Seccidén 5.4.1)
se explicé que dos componentes del material pueden ser los
responsables de reducir la actividad bacteriana: (i) la caolinita,
por liberar concentraciones de aluminio que pueden ser toxicas para
los microorganismos durante su interaccion con los iones H+ de la
solucidn [70,142] y (ii) la matriz organica, por desprendimiento de
compuestos organicos toxicos para los microorganismos, friccion y
colisién entre particulas que pueden causar dafo celular o
limitacion del oxigeno disuelto [21,23,37,48,70,73]-

En cuanto al efecto de la disolucidén de caolinita, podria asumirse
que la presencia de iones Al3 en la solucidon de irrigaciéon se
mitigaba cuando se reemplazaba una parte de esta por agua destilada,
lo cual reducia la toxicidad generada en la medida que avanzaba el
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proceso, lo cual permitia un incremento en la actividad bacteriana.
Esta pudo ser una de las razones por las cuales la solucidn
recolectada después de la irrigacion alcanzaba altas razones de
oxidacion de iones Fe2t a partir del doceavo dia, cuando se llevaba
al agitador orbital.

Adicionalmente se observd que los ensayos “Vampiro’, cuya proporcion
de caolinita fue menor y reporté una minima lixiviacion de la misma
(ver Tabla 6-2), presentaron incrementos mas altos en el potencial
de 6xido-reduccion en la solucion después de la irrigaciéon durante
todo el proceso, con una diferencia significativa desde los primeros
dias respecto a los resultados obtenidos para los ensayos ‘“Mina
Vieja” (ver Figura 6-2). Esto quiere decir que a menor cantidad de
caolinita hay menos cantidad de iones Al3* lixiviados, permitiendo
que la actividad bacteriana en la regeneracion de iones Fe3* (ver
Ecuacion (1.2)) se vea menos inhibida. Lo anterior evidencia la
probable relacién existente entre la velocidad de regeneracién de
iones Fe3+* y la proporcion de caolinita de los carbones. Sin embargo,
aunque la caolinita no tuvo un mayor efecto sobre el proceso en los
ensayos “Vampiro”, los resultados encontrados evidencian la
influencia por parte de la matriz orgéanica.

Cabe sefalar que en un lecho empacado, el material se encuentra
estatico (sin agitacion), por lo que las interacciones de colision
y deslizamiento entre particulas, observadas en procesos de
biodesulfurizacidon en suspensiéon [21,23,73], se anularian en su
totalidad. Por lo tanto, los microorganismos adsorbidos dentro del
carbon no incurririan en inconvenientes como rompimiento celular,
incluso permitiéndoles adherirse dentro del material.
Adicionalmente, en estos procesos existiria un minima probabilidad
de desprendimiento de microparticulas de compuestos organicos
inhibidores de microorganismos acidofilos, incluso algunas
remanentes de la superficie de los granos luego de la molienda del
material pudieron desaparecer durante la etapa de acidificacion
[23,70]-

Teniendo en cuenta lo anterior y con base estudios de biooxidacion
de pirita en pilas [109,171], el efecto de la matriz organica si
pudo incidir sobre la transferencia de oxigeno disuelto, pudiéndose
crear gradientes de concentracién del gas a lo largo de la columna
que reducirian la cantidad disponible durante la oxidaciéon del
sulfuro, implicando otra probable causa de la disminucion de la
velocidad de biooxidacion de iones Fe2r, en comparacion al proceso
que se lleva a cabo en la solucidon cuando estd en el agitador
orbital.

En cuanto a los ensayos con adicion de cisteina, a nivel general,
se observd una disminucién en el Eh cuando se reemplazaba la mitad
de la solucidén por agua destilada. Esta se debidé a la adicion de
una nueva cantidad de aminoacido en ese instante de tiempo, la cual
tuvo un efecto reductor sobre los iones Fe3* (ver Figura 6-2). No
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obstante, esto no afectaba en gran medida los valores después de la
irrigacion ni durante la etapa donde no se hacia el cambio de
solucién, indicando el efecto adsorbente del carbén sobre el
aminoacido observado en el Capitulo 5 (ver Figura 5-12). Lo anterior
también da indicio que los iones Fe3+* de la solucion irrigada no son
los que predominan sobre la biooxidacién de pirita, sino las
interacciones que ocurren en la solucidon adsorbida dentro de la
columna.

Adicional a lo explicado en el parrafo anterior, los ensayos con
adicion de cisteina no presentaron el mismo comportamiento de Eh
para ambos carbones.

En primer lugar, el ensayo “Mina Vieja” presenté un incremento en
la razon Fe3*/Fe2r antes de la irrigacion, mas no tuvo variaciones
en el valor después de la irrigacion, respecto al ensayo sin
aminoacido. Lo anterior se podria explicar a partir de las
hipotéticas interacciones A. thiooxidans-cisteina-carbén discutidas
en los Capitulos 3 y 5 (véase Secciones 3.4.3 y 5.4.2):

= Cuando la solucion lixiviante (conteniendo cisteina) se irrigo
al lecho empacado, la caolinita y la matriz organica del carbédn,
al encontrase en mayor proporcion que la pirita, adsorberian una
cantidad considerable de aminoacido, 1o que reduciria su
interaccion con el sulfuro.

» A pesar de que el aminoacido fue adsorbido sobre la matriz
organica y la caolinita, podria haber sido degradado por A.
thiooxidans presente en el lecho, produciendo los compuestos que
ayudarian a mitigar la toxicidad de los iones Al3-.

= Al tratarse de un proceso en lecho empacado, la concentracién de
los compuestos producidos a partir de la degradacién de cisteina
no habria sido uniforme en los diferentes puntos de la columna
[109,171], 1o cual reduciria su efecto en algunas zonas. No
obstante, después de la irrigacion, su solubilizacion permitiria
mitigar el efecto de los i1ones Al3+* en la solucion cuando se llevo
al agitador orbital, puesto que bajo agitacidon la concentracion
si seria uniforme.

Por otra parte, en el ensayo “Vampiro” con adicidon de cisteina, el
aminoacido parecid no tener un efecto positivo sobre los valores de
Eh. Como se explicé anteriormente, la solubilizacidon de caolinita
en los ensayos con este carbén fue minima (ver Tabla 6-3), Yy
probablemente las concentraciones de 1iones Al3 lixiviadas no
afectaron notablemente la biooxidacion de iones Fe2+, por lo que el
efecto de la adicidn de cisteina seria menos significativo.

Comportamiento del hierro removido y oxidacién de pirita — La
remocién considerable de hierro durante la etapa de acidificacion
(ver Figura 6-3) puede atribuirse a lixiviacion de gran parte del
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hierro no piritico, similar a lo observado en los ensayos en
suspensiones de los Capitulos anteriores. Por lo tanto, los cambios
en la cantidad de hierro removido durante la biodepiritizacion
pueden atribuirse principalmente a la oxidacion de pirita.

Al comparar el porcentaje de hierro removido total de todos los
ensayos (ver Figura 6-3) respecto al porcentaje de pirita oxidada
(ver Tabla 6-1), pudo observarse que la solubilizacion de este
elemento fue parcial. Esto también coincide con el porcentaje de
sulfato removido del carbon (ver Tabla 6-1), el cual para el caso
de “Mina Vieja” fue menor que el obtenido para los ensayos en
suspension (véase Seccion 5.3.1), indicando la probable generacion
de precipitados de hierro producto de la oxidacion de pirita. No
obstante, ya que la remocidén de hierro presentdé una tendencia
continua, sin mostrar caidas en los valores, puede deducirse que la
precipitacion de los productos de oxidacion de pirita en la
interfase liquido-sélido fue menor a la cantidad que se lixiviaba
en cada irrigacion.

Aunque la remoci6on de hierro mostré una tendencia continua de
crecimiento, la velocidad de remocién (ver Figura 6-4) si presento
variaciones a lo largo de la etapa de biodepiritizacion. A nivel
general, las caidas en las velocidades de remocidén de hierro en los
primeros 6 dias de proceso reflejan la influencia de los componentes
del carbon sobre la actividad de los microorganismos en la fase lag.
No obstante, el posterior incremento indicé que el proceso siguio
normalmente durante la fase exponencial, similar a lo observado en
el aumento continuo de los valores de Eh en ese periodo de tiempo
(ver Figura 6-2).

Es claro observar que en los ensayos “Mina Vieja” las velocidades
son menores que las de “Vampiro” antes del dia 14, posiblemente
debido a la influencia de una mayor cantidad de caolinita presente
en el carbon, que afectd velocidad de oxidacion en ese periodo.

No obstante, la velocidad de los ensayos “Mina Vieja” logré superar
a la de “Vampiro” después del dia 22, alcanzando el maximo al dia
26 y tendiendo a estabilizarse en la etapa final. La reduccidn en
la concentracién de iones Al3* en la solucidén adsorbida en el carbodn
a lo largo del proceso, gracias a las irrigaciones y reemplazo de
parte de la solucidn por agua destilada, pudo permitir el incremento
la velocidad de biorregeneracion de iones Fe3* en los ensayos “Mina
Vieja” (ver Ecuacion (1.2)), induciendo a wuna mayor tasa de
oxidacion de pirita (ver Ecuacion (1.1)).

En cambio, los ensayos “Vampiro” tuvieron una caida considerable
después del dia 22 a pesar de que tuvieron un mejor comportamiento
de biorregeneracion de iones Fe3 dentro del Ilecho empacado,
observado a partir de mayores valores Eh después de la irrigacion
(ver Figura 6-2). Esto pudo deberse a la menor disponibilidad de
pirita en 1los ensayos “Vampiro” (menor porcentaje de azufre
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piritico, ver Tabla 2-1), que al encontrarse mayormente diseminada
en fragmentos de carbon considerablemente mayores [12] vy al
continuar disminuyendo a lo largo del proceso generaria una menor
probabilidad de que el sulfuro remanente sea lixiviado por accioén
de las bacterias o por la solucidén acida cargada de iones de Fes3-.

Respecto a la adicidén de cisteina, la Figura 6-4 reveld que el
aminoacido tuvo un efecto positivo sobre la velocidad de remocion
de hierro desde los primeros dias en los ensayos “Mina Vieja”, cuyo
efecto se mantuvo hasta el dia 30 de proceso. Esto podria indicar
que el efecto del aminoacido fue relevante mientras el sistema
mantuviera concentraciones 1iones AlI3* que afectan la actividad
bacteriana. Esto se correlaciona con lo observado para los ensayos
“Vampiro” cuyas velocidades de remocion no dependieron de la adicioén
de cisteina en los primeros 22 dias de proceso, ya que el carbdn
contuvo caolinita en menor proporcién y no presentdé una dilucion
significativa (ver Tabla 6-2).

No obstante, las diferencias observadas para los ensayos “Vampiro”
luego del dia 24, donde los ensayos con adicién de cisteina
evidenciaron una velocidad mayor, indicarian una posible interaccion
del aminoacido agregado durante 1la irrigacién con la pirita
remanente en el carbén, similar a lo observado en trabajos de otros
autores en pirita pura [26,29], 1o cual hizo que la tasa de remociodn
de hierro no decayera tan rpido en comparaciéon con el ensayo sin
cisteina.



7.Conclusiones y recomendaciones

7.1 Perspectivas de los ensayos hechos en este trabajo

Todas las experimentaciones de este trabajo fueron hechas con carbén
a tamano de particula grueso, el cual, en comparacién con los tamafios
de particula finos, presenta varias ventajas tales como:

» Reduccidén de los costos operacionales, minimizando los procesos
de molienda, lo cual es importante cuando se trata un material
de bajo costo como el carbdn.

= Facilidad para tratarse en las diferentes alternativas de
procesos, desde reactores de lecho empacado [12], incluso hasta
en tanques agitados [75], ya que la baja gravedad especifica del
material (~1.3) permite mantener el material en suspensidn sin
requerir una gran agitacion.

» Gracias las propiedades de dureza del carbon, las particulas
gruesas no dafarifan los accesorios ni las paredes de los
reactores, en el caso que se utilice agitacion.

= Otro punto a favor de promover el tratamiento de carbones gruesos
es que estos son mas faciles de manipular que los carbones finos
al disminuir considerablemente 1la generacion de particulas
volatiles, las cuales generan complicaciones cuando el carbon
debe transportarse a regiones lejanas y pueden causar dafios a la
salud humana [144].

En este trabajo se observdé que con un tamafio comprendido entre 2.38
mm y 0.50 mm la oxidacion de pirita estuvo alrededor del 31%, sin
adicion de cisteina, lo cual es bajo comparado con otros reportes
en la literatura en periodos similares de tiempo, que reportan
oxidaciones superiores al 70% al utilizar tamafios de particulas
menores a 0.50 mm [7,17,48,60].

Cabe sefialar que de antemano se tuvo en cuenta que el uso de
particulas gruesas tiene una menor area expuesta de pirita, lo cual
reduce el indice de biodepiritizacion. No obstante, a partir de
investigaciones anteriores se observo que la oxidacidén de pirita no
es la uUnica variable que influye sobre el disefio de procesos de
biodesulfurizacion [25], puesto que el efecto de los otros
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compuestos del carbén también es importante a la hora de definir
los mejores parametros de operacion.

Aunque el uso de particulas finas mejoraria la razon de oxidacion
de pirita, también incrementaria el &rea superficial de los deméas
componentes del carbdn. Por ejemplo, una mayor area superficial de
agentes alcalinizantes (ej.: carbonatos), pueden Inducir a una mayor
formacion de precipitados insolubles (ej.: jarosita), reduciendo la
eficiencia global de desulfurizacion al regresar el azufre de nuevo
al material [12,17,25]. En el caso del carbdén “Mina Vieja” empleado
en todo el trabajo, la materia organica y la caolinita tendrian una
mayor incidencia sobre la actividad bacteriana y la trasferencia de
gases en el sistema [21,23,70,73].-

La mayor parte de los ensayos de este trabajo, mostraron que al
utilizar tamafios de particula gruesos no se incurrié en
precipitacion de sulfatos, incluso se evidencidé una disminuciodn
considerable de la proporcidén presente en el carbon, indicando que
la probable generacion de precipitados, producto de la oxidacion de
pirita, fue poco significativa.

Y los bajos valores en la oxidacién de pirita se pueden mejorar
mediante el uso de aditivos, donde los resultados de este trabajo
sefialan a la cisteina fue una buena alternativa, incluso pudiéndose
aplicar en procesos en lecho empacado.

7.2 Conclusiones

La metodologia seguida en este estudio permitio evaluar qué factores
que deben ser tenidos en cuenta a la hora de disefar procesos de
biodesulfurizacion de carbones, incluyendo el uso de potenciadores
que permitan incrementar la tasa de oxidacidén de pirita.

A partir de los ensayos en suspension y lecho empacado se pudo
observar los componentes del carbén (matriz organica, caolinita,
hierro no piritico, etc.) juegan un papel importante en los procesos
de biodepiritizacion mediados por A. ferrooxidans, actuando como
controladores de los factores mas importantes que influyen sobre
los indices de biodepiritizacion de carbones: (i) una razon Fe3+/Fe2+
alta dentro de la fase liquida y (ii) evitar la sobresaturacién de
hierro en solucion.

En primer lugar, la concentracion de pulpa de carbon puede generar
reduccion en la actividad bacteriana, especialmente cuando esta por
encima de 16.67% w (2:10), ya que factores como friccidon y rozamiento
entre particulas y limitacion de la transferencia de oxigeno al
sistema pueden afectar negativamente la actividad bacteriana.

De la misma manera, una cantidad significativa de sales de sulfato
de hierro (hierro no piritico), presente en la muestra de carbodn
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original, puedo ser uno de los causantes de promover sobresaturacion
de hierro en la solucién lixiviante, 1o que induciria que parte de
los productos de la oxidacion de pirita no se solubilicen. No
obstante, como se vio en los ensayos en lecho empacado, estos
compuestos se pueden lixiviar en una etapa de acidificacion del
carbon, previa a la biodepiritizacion.

Ademas de los factores anteriormente mencionados, en este trabajo
en particular pudo observarse que el principal limitador de Ila
velocidad de regeneracion de Fe3t en solucion fue el contenido de
caolinita en el carb6n, ya que, en altas proporciones (28.86% w),
su disolucién en medio acido liberaria iones Al3+, los cuales son
toxicos para los microorganismos, 1o que repercutiria negativamente
sobre 1los porcentajes de oxidacion de pirita, afectando Ila
eficiencia del proceso.

Respecto a la adicion de cisteina, pudo observarse que perdio
significativamente su accion como mejorador de la oxidaciéon de
pirita en presencia de carbon, puesto que la caolinita y la matriz
organica del carbdén pudieron adsorber el aminoacido, reduciendo la
probabilidad de que interactue con el sulfuro.

No obstante, cuando A. Tferrooxidans actué en presencia de A.
thiooxidans y 60 mg/L de cisteina, se pudo observar un incremento
en la regeneracion de iones Fe3*, lo que ayud6é a potenciar la
oxidacion de la pirita. En este caso, A. thiooxidans pudo romper
los enlaces entre el carbén y la cisteina adsorbida, produciendo
compuestos que evitaron los efectos téxicos de los iones Al3+
(lixiviados de la caolinita).

Frente a los resultados obtenidos, es importante sefalar que las
interacciones consorcio—cisteina—carbon, difirieron de aquellas
propuestas en la literatura para A. ferrooxidans—cisteina—pirita
pura y A. thiooxidans—cisteina. A raiz de esto, para explicar cual
fue la accion de los microorganismos sobre el sistema, se tuvo en
cuenta todos los parametros fisicoquimicos evaluados, asi como todos
los posibles mecanismos de reaccidon encontrados en escenarios
similares para otros seres vivos, que correspondan a rutas
enzimaticas que puedan producirse por la bacteria en presencia del
aminoacido, de acuerdo a su rango taxondmico esperado.

Con base en lo anterior, se planteé una hipotética codificaciéon L-
cisteina desulfhidrasas en respuesta a las condiciones toéxicas dadas
por los iones Al3+*, lo cual les permitidé sobrevivir las condiciones
del sistema, por medio de la sintesis de H,S a partir de moléculas
que contienen el grupo -SH generadas por ellos mismos. Cuando se
adiciona cisteina, A. thiooxidans, frente a la limitante en sus
fuentes de energia primarias, aprovecharia el aminoacido en solucion
generando un exceso del compuesto, que produciria como efecto
secundario la proteccion de A. ferrooxidans. No obstante, se
requiere el uso de técnicas analiticas a nivel molecular que
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permitan ver de forma directa, si efectivamente los microorganismos
codificaron este tipo de enzimas, frente a los escenarios observados
en este trabajo. Esto también ayudaria a entender qué aditivos
especificos se pueden utilizar en presencia de diferentes tipos de
materiales o minerales a tratar.

Aunque no se obtuvieron incrementos en la oxidacién de pirita
similares a los reportados para pirita pura, este trabajo es un
indicio de cémo la combinacion de ciertos compuestos en presencia
de microorganismos acompafiantes en el consorcio pueden mejorar
velocidad la cinética del proceso en ambientes poco favorables. Es
importante tener en cuenta que el efecto de los productos de
degradacidén de cisteina se reduce en la medida que incrementa la
concentracion de pulpa, indicando dependencia de las proporciones
del carb6on y sus componentes presentes en el sistema.

Respecto a lo anterior, es importante tener en cuenta que al proceso
no se pueden adicionar altas concentraciones de aminoacido, ya que
esto también puede reducir la actividad de A. ferrooxidans al inicio
del proceso. Para evitar esto, se podrian plantear diferentes
estrategias:

* Un proceso en dos pasos, donde primero el carbdén interactuaria
s6lo con el medio de cultivo conteniendo cisteina y A. thiooxidans
y una vez se evidencie disminucion en la concentraciéon del
aminoacido, se procede a inocular A. ferrooxidans.

* Un proceso con adicién peridédica de aminoacido en pequeias
concentraciones hasta observar condiciones deseadas. Esta
estrategia fue la que se aplicd en los procesos lecho empacado,
mostrando que se puede 1iIncrementar la eficiencia frente al
proceso sin adicion de cisteina.

= Un proceso que inicie con las mejores condiciones obtenidas para
los ensayos en suspension (pulpa: 1:10 y 60 mg Cys/L), con
incrementos graduales de carbdn y pequefias adiciones de cisteina,
evitando variaciones significativas en el Eh, a fin de obtener
buenas tasas de oxidaciéon de pirita. Este tipo de estrategia
podria ser aplicada especialmente en la etapa de arranque (modo
discontinuo), previa al inicio de procesos de biodepiritizacion
de carbones en suspensién, trabajando en modo continuo.

Respecto a las fuentes de hierro evaluadas en este trabajo, el
principal aporte de reemplazar sulfato ferroso por sulfato férrico
fue mejorar la remocidén de sulfato, probablemente gracias al extra
de acidez que aporta la sal a la solucion lixiviante.

Aunque en los ensayos con la menor concentracion de pulpa (1:10) se
observé que 150 mg Fe/L de sulfato férrico son suficientes para
obtener un incremento en la oxidacion de pirita, este efecto se
pierde cuando se incrementa la concentracién de pulpa, puesto que
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una vez los iones Fe3* se consumen (reducidos a Fe2*) su regeneracion
dependeria de la actividad bacteriana del proceso, la cual se
encuentra limitada por las proporciones de pirita y los demas
compuestos sobre los que influye directa o indirectamente.

A fin de contrarrestar lo anteriormente mencionado, se requeriria
adicion de sulfato férrico en mayores cantidades. No obstante, los
resultados obtenidos en este trabajo muestran que no es recomendable
adicionar mayores concentraciones de hierro, ya que inducen a la
formacion de precipitados, especialmente cuando se trabaja con
concentraciones de pulpa superiores al 20%.

En vista de que el principal aporte del sulfato férrico fue la
acidez y que el carbon de este trabajo tuvo concentraciones
considerables de sulfatos de hierro, en Tfuturos trabajos se
consideraria no agregar fuentes de hierro al medio de cultivo y el
control de la acidez se haria utilizando una mayor concentracioén de
acido sulfdrico, teniendo en cuenta que los valores de pH se
mantengan en un rango donde los microorganismos no reduzcan sSu
capacidad oxidativa.

En cuanto al uso de cloruro férrico, no fue eficiente como fuente
de iones Fe3*. Si bien puede promover oxidacion quimica de pirita y
aporta una mayor acidez al medio que el sulfato férrico, inhibe la
accion de los microorganismos sobre la regeneracion del agente
oxidante, probablemente por la toxicidad de los iones Cl- en altas
concentraciones.

En conclusién, los avances mostrados en este trabajo dieron indicio
de rutas metabdlicas aun no descubiertas para las bacterias en
respuesta a entornos Tavorables o no favorables que se puedan
presentar gracias a los compuestos del carbdén. Entender mas a fondo
este tipo de mecanismos de reaccidn, puede ayudar a disefiar mejores
alternativas de adaptacion y adecuacion de las bacterias para
aplicarse en procesos a nivel comercial frente a tecnologias que
permitan obtener buenas eficiencias de biodesulfurizacién en tiempos
de residencia optimos y bajos costos operativos con base en sistemas
en lecho empacado, reactores tipo slurry-airlift con altas
concentraciones de pulpa y tamafios de particula gruesos.

7.3 Recomendaciones

* Ya que Qla actividad bacteriana se ve 1inhibida por altas
proporciones de caolinita en el carbdn y el efecto se la cisteina
se atribuyd principalmente a la mitigacion de este problema,
futuras experimentaciones deberian tener en cuenta un proceso que
permita una separacion significativa de estos minerales del
carbon por alguno de los métodos Tfisicos convencionales (ej.-:
separacion en medios densos), para asi evaluar qué efecto tiene
la adicion de cisteina sobre los carbones pretratados.
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= Respecto a la adicion de cisteina y las hipotesis planteadas
sobre como actuarian los productos de la biodegradacion de
aminoacido mediada por A. thiooxidans, si el sulfuro de hidrégeno
fue el responsable de la proteccion de A. ferrooxidans contra el
aluminio, podria pensarse en ensayos que utilicen ciertos
aditivos que aporten directamente este compuesto tales como
hidrosulfuro de sodio (NaHS), un conocido donante de H,S. De lo
contrario de deberian identificar qué compuestos se forman en el
proceso y, de ser posible, probar su adicion directa al proceso.

* Frente a la efectividad del utilizar en conjunto A. ferrooxidans
y A. thiooxidans, también es importante observar que el uso de
dos o mas microorganismos en consorcio permite probar multiples
configuraciones de disefio, explotando el efecto de metabolitos
secundarios producidos por ellos en beneficio del proceso. Por
lo tanto se recomendaria probar el efecto de la adicidon de
compuestos como la cisteina en otros sistemas de microorganismos
que actluan sinérgicamente con las especies utilizadas en este
trabajo o como complemento para alcanzar una mayor
desulfurizacion global (ej.: microorganismos que atacan el azufre
organico).

= Teniendo en cuenta procesos donde los carbones sin tratar
contengan cantidades considerables de sulfatos de hierro, se
recomienda no adicionar este compuesto en la solucidn lixiviante
inicial o removerlo en una acidificacién previa del material, a
fin de evitar la generacidon de precipitados.

= Con base en el efecto positivo de la acidez aportada por el
sulfato férrico, se recomienda probar la efectividad de Ila
cisteina a diferentes valores de pH cercanos a los reportados en
este trabajo, pero utilizando acido sulfurico, a fin de evitar
la presencia de hierro en la solucion lixiviante preliminar.

* Es necesario evaluar otros factores que pueden influir en el
proceso, tales como la hidrodinamica del flujo de la solucidn,
tanto en lecho empacado como suspensiones, asi como el efecto de
la aireacidén, cuando se trabaje a mayores escalas.
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