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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Recuperacion de zinc a partir de residuos mineros mediante biolixiviacion por

bacterias acidéfilas y electroobtencion

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos para la recuperacion de Zn, por
medio de procesos de biolixiviacion/biooxidacién y electroobtencion, a partir de residuos
mineros de la mina la Gavia, ubicada en el municipio de Riosucio, Caldas, Colombia. Esta
empresa minera se dedica a la explotacion de oro, y en ella se produce grandes pilas
residuales con contenido apreciable de minerales secundarios, donde se resalta la
esfalerita, una de las principales menas de Zn.

La biolixiviacion se realizé en presencia de cultivos puros y mixtos de cepas de A.
ferrooxidans, L. ferrooxidans y A. thiooxidans, con el objetivo de evaluar su capacidad y
empleo en el proceso de lixiviacion. Los resultados a escala de laboratorio del proceso de
adaptacion evidenciaron la facultad de estos microrganismos a sobrevivir en ambientes

complejos.

Los ensayos formales permitieron conocer la cinética del proceso, en funcién del Eh, pH,
biomasa y determinacion de Zn*2. Se confirmé la ventaja de emplear cultivos en mezcla,
de este modo, el mayor porcentaje de disolucién de Zn que fue del 69,5%, se logré con el
cultivo [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans + A. thiooxidans]. Mediante los analisis FT-IR,
DRX y SEM/EDS, se confirmd la presencia de productos secundarios, los cuales fueron
principalmente jarosita, anglesita y yeso, y posiblemente azufre elemental, compuestos

gue intervienen negativamente en la recuperacion de Zn.

Los experimentos de electroobtencién consiguieron mostrar el comportamiento de la
electrodeposicion de Zn en funcién del rendimiento, el pH y el voltaje. En general, las

formaciones morfolégicamente de los depositos fueron rugosos (dendriticos o fractales) y
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polvo. Lo anterior se asocio con el desprendimiento de hidrégeno gaseoso, ademas de la

influencia de variables como temperatura, pH, agitacién e impurezas del sistema.

El trabajo de laboratorio realizado con residuos de la actividad minera de la mina La Gavia
corrobor6 el potencial uso del proceso de la biolixiviacidn/biooxidacion para la
recuperacion de metales, en los que se resalté la capacidad adaptativa de las cepas, frente
a muestras minerales con altos contenidos de metales tdxicos. Por lo anterior, se concluyo
que la biolixiviacion asistida por bacterias acidofilas es un proceso efectivo para la
recuperacion de material de interés (Zn en el caso de la presente tesis) a partir de residuos

mineros, ademas de ser amigable con el medio ambiente.

Palabras clave: Recuperacion de Zn, Esfalerita, Acidithiobacillus ferrooxidans,
Leptospirillum  ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans, Biolixiviacion,
Electroobtencion.
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Abstract

Recovery of zinc from mining waste by bioleaching by acidophilic bacteria and

electrowinning

This paper presented the results obtained for the recovery of zinc, through bioleaching /
biooxidation and electrowinning processes, from mining waste from the La Gavia mine,
located in the municipality of Riosucio, Caldas, Colombia. This mining company is
dedicated to the exploitation of gold, and it produces large residual piles with an appreciable
content of secondary minerals, where sphalerite stands out, one of the main Zn ores.

The bioleaching was carried out in the presence of pure and mixed cultures of A.
ferrooxidans, L. ferrooxidans and A. thiooxidans strains, with the purpose to evaluate their
capacity and use in the leaching process. The laboratory-scale results of the adaptation

process evidenced the ability of these microorganisms to survive in complex environments.

The formal bioleaching tests allowed to know the kinetics of the process, as a function of
Eh, pH, biomass and determination of Zn*2. The advantage of using mixed cultures was
confirmed, in this way, the highest percentage of Zn dissolution, which was 69,5%, was
achieved with the culture [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans + A. thiooxidans]. Through the
FT-IR, XRD and SEM / EDS analyzes, the presence of secondary products was confirmed,
which were mainly jarosite, anglesite and gypsum, and possibly elemental sulfur,

compounds that are negatively involved in Zn recovery.

Electrowinning experiments were able to show the behavior of Zn electrodeposition as a
function of yield, pH and voltage. In general, the morphological formations of the deposits
were rough (dendritic or fractal) and dust. This was associated with the detachment of
hydrogen gas, in addition to the influence of variables such as temperature, pH, agitation

and impurities in the system.
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The laboratory work carried out with residues from the mining activity of the La Gavia mine
corroborated the potential use of the bioleaching/biooxidation process for the recovery of
metals, in which the adaptive capacity of the strains was highlighted, compared to mineral
samples with high content of toxic metals. Therefore, it was concluded that bioleaching
assisted by acidophilic bacteria is an effective process for the recovery of material of
interest (Zn in the case of this thesis) from mining waste, in addition to being friendly to the

environment.

Keywords: Zn recovery, Sphalerite, Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum
ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans, Bioleaching, Electrowinning.
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Introduccioén

Segun cifras publicadas por el Departamento Administrativo Nacional de Estadisticas [1],
la Unidad de Planeacién Minero Energética y el Sistema de Informacion Minero
Colombiano [2], la explotacidbn de minas y canteras es un rubro importante para la
economia colombiana: por su aporte al Producto Interno Bruto (PIB), la generacion de
empleo, la contribucién de regalias, el pago de impuestos y por la creacion de divisas para

el pais, entre otras.

En efecto, las estadisticas disponibles del DANE y la UPME muestran que en el afio 2020
el sector represent6 el 4,5% del PIB, emple6 175.590 personas (el 0,7% del empleo total
del pais), contribuy6 con $1,5 billones de pesos en regalias y exporté US$10.806 millones
de ddlares (el 34,8% de las exportaciones totales del pais) [2].

No obstante, la actividad minera también produce externalidades negativas, tales como la
contaminacioén y la generacion de grandes voliumenes de desechos sélidos que provocan
un alto impacto ambiental sobre ecosistemas terrestres y acuaticos y, por ende una mala
reputacion para el sector y riesgos sobre la licencia para la operacién del negocio, ya que
se ha endurecido la legislacion en materia ambiental y muchas comunidades rechazan los

proyectos mineros en sus territorios [3], [4].

La conciencia ambiental de los ultimos afios ha promovido el estudio y empleo de nuevas
técnicas, donde la biohidrometalurgia se resalta, favorecida por el uso de microorganismos,
principalmente acidoéfilos, los cuales por medio de su metabolismo inducen reacciones

oxidativas, finalizando en la disolucién de los elementos de interés del mineral [5].

Esta investigacion avanzé en el estudio y profundizacion de la mineralogia de la
biolixiviacién/biooxidacion por bacterias acidéfilas para la extraccion de Zn, mediante la
adaptacion de las cepas, en las que el medio es suplementado paulatinamente por

porcentajes de pulpa, posterior a un proceso de reactivacion del microorganismo donde se



2 Introduccién

evalu6 pH y potencial redox, ademas de la caracterizacion inicial del mineral de estudio
por las técnicas como difraccién de rayos X (DRX), espectroscopia de infrarrojo (FTIR) y
microscopia oOptica de luz plana polarizada (MOLPP). El proceso finaliz6 con ensayos
formales de biolixiviacién, donde se realizé caracterizacidbn mineralédgica vy fisico-quimica
mediante analisis de difraccién de rayos X (DRX), espectroscopia de infrarrojo (FTIR),
microscopia 6ptica de luz plana polarizada (MOLPP), espectroscopia UV-Visible, pH,

potencial redox y biomasa, para el posterior andlisis estadistico.

La presente tesis de grado se compone de seis partes adicionales a esta introduccion.

En la primera, se expone el problema, se justifica la importancia de la técnica biolixiviacion
por bacterias aciddéfilas y se presenta la importancia econémica del rubro de explotacion
de minas y canteras en la economia colombiana y, dentro de éste, el componente de
minerales metaliferos. En la segunda, se fijan los objetivos. En la tercera, se presenta el
marco de referencia de la investigacion. En la cuarta, se expone la metodologia sobre el
tratamiento y recuperacion del Zn, a partir de las técnicas de trituracion y molienda,
concentracion por flotacién, biolixiviacion y electroobtencién. En la quinta, se hace la
presentacion y analisis de resultados. Y, por Ultimo, en la sexta se concluye y se elaboran

algunas recomendaciones.



1.Pl anteamiento del probl en

1.1 Problematica

La actividad metallrgica provoca desenlaces negativos a nivel ambiental y energético
durante los procesos de explotacion y tratamiento de los minerales, como ha sido resefiado
por diversos autores, entre ellos Oyarzun et al. [3] y Sanchez [4].

Con respecto al sector minero, el principal impacto ambiental se debe al volumen y
disposicién inadecuado de las pilas residuales del proceso y, en cuanto a la metalurgia
extractiva, el detrimento se debe al empleo de las tecnologias convencionales, que se
traducen en un alto consumo de energia (pirometalurgia) o un alto empleo de reactivos

(hidrometalurgia) [6].

Durante el proceso de exploracién y extraccion de los minerales, se lleva a cabo la
remocién de grandes cantidades de materiales y, parte de ellos, estan constituidos por
residuos mineros masivos de baja ley, con poco interés para ser tratados con técnicas
tradicionales de metalurgia extractiva, por lo cual, estos residuos, normalmente son
reubicados en acopios o pilas en las zonas circundantes del yacimiento y pueden llegar a
los recursos hidricos adyacentes. Esto provoca consecuencias negativas en el recurso

hidrico, suelo y geomorfolégico, tales como las sefialadas por Ayala, et al [7]:

A Aporte de sélidos en suspension y turbidez que restringe la utilizacion del recurso para
otros usos.

A Modificacién de las secciones hidraulicas de los cauces por el dragado de los lechos y
de las margenes, el uso de retroexcavadoras y el uso de monitores que lavan las
margenes de los cauces. Lo anterior, alterando la dindmica natural del cauce y

generando aguas abajo erosion lateral y de fondo.
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b

Colmatacion de los lechos de los cauces, alterando su dinamica y generando riesgo de

desbordamientos e inundaciones.

b

Eliminacion de la vegetacién y pérdida de la capa vegetal del suelo.

b

Induccidn de procesos erosivos en las margenes de los cauces.

b

Cambio en el uso del suelo por eliminacion de margenes de los cauces y por la
depositacién incontrolada de estériles en ellos.

A Alteracion geomorfoldgica y eliminacion de la vegetacion, que genera cambios en las
condiciones del paisaje.

Adicionalmente, en el proceso de metalurgia extractiva, los minerales son tratados
usualmente mediante operaciones de pirometalurgia e hidrometalurgia, técnicas que
tienen un alto impacto ambiental. El proceso pirometallrgico se distingue por el empleo de
altas temperaturas durante el proceso y la emision de gases toxicos al ambiente, lo que
provoca ciertas implicaciones energético-ambientales; por otro lado, las hidrometalurgicas,
involucran una serie de reacciones quimicas en solucién, mediante el uso de grandes
cantidades de quimicos, formando ripios de lixiviacién, los cuales requieren un exhaustivo

tratamiento para evitar el escurrimiento de soluciones, generalmente acidas [8].

1.2 Justificacion

La biolixiviacion consiste en la extraccion de metales a partir de los minerales o menas
haciendo uso de la accidn directa y/o indirecta de microorganismos. Esta técnica ha tenido
gran desarrollo en las Ultimas décadas, debido a la creciente necesidad de fomentar
operaciones y procesos ambientalmente sostenibles, en diferentes industrias,
principalmente en la mineria, donde se ha usado en la recuperacién de elementos de
interés econdmico, algunas veces presentes en menas de bajo tenor y/o residuos
minerales, en la remocién de metales pesados en suelos y sedimentos contaminados y en

residuos industriales, entre otros [9], [10].

La lixiviacion bacteriana se caracteriza por ser amigable y sostenible en el orden ambiental,
energético y econdmico. Por un lado, los compuestos empleados se ven ligados a los ciclos
biogeoquimicos, formando productos compatibles con el medio ambiente y posibilitando la

recuperacion de metales provenientes de menas de baja ley, residuos mineros y metales
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pesados. Y, por otro lado, este tipo de proceso se realiza con requerimientos de bajos
costos de consumo de reactivos, inversion y operacion, lo cual se ve favorecido por la
flexibilidad en las instalaciones. Esto hace que la biolixiviacién sea una opcion productiva
y rentable [5], [11], [12].

Este proyecto busca contribuir a la discusién y el andlisis de la biolixiviacion, asistida por
cultivos de microorganismos aciddfilos, puros y en mezcla, y dar un valor agregado al
sector minero-metalurgico, utilizando como estudio de caso, el tratamiento de minerales

residuales de la mina La Gavia.

Con este tipo de investigaciones, se busca obtener resultados prometedores en la
recuperacion de materiales de interés, disminuir los efectos ambientales y altos consumos
energéticos, respecto a las técnicas convencionales, para asi mejorar la reputaciéon

corporativa del sector minero frente a los grupos de intereés.

1.3 Panorama de la mineria de Colombia

La explotacion de minas y canteras, a pesar de la atonia de los ultimos afios, sigue siendo
un renglén importante para la economia colombiana, entre otras: por su aporte al producto
interno bruto (PIB), la generacion de empleo, el encadenamiento con otros sectores, las

regalias distribuidas, el pago de impuestos, y las divisas generadas al pais [1].

1.3.1 Aporte al Producto Interno Bruto (PIB)

Acorde con las cifras del Departamento Administrativo Nacional de Estadisticas (DANE)
[1], en los dltimos 15 afos, el sector de minas y canteras ha representado en promedio el
5,6% del PIB y el rubro de minerales metaliferos, que representan el 9,8% dentro del sector
en promedio, han contribuido con el 0,5% del PIB. Los detalles anuales se presentan en la
Tabla 1-1.

Sin embargo, como se observa en la Tabla 1-1 y la Figura 1-1, el rubro de minas y canteras
creci6 por encima del PIB entre los afios 2009 y 2013 y, desde entonces, con la excepcién
de 2019 cuando tuvo un leve repunte, se ha venido contrayendo a un ritmo mas acelerado

gue el total de la economia, esto es, destruyendo valor. En el afio 2020 la contraccién del
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sector fue mas del doble de la contraccion sufrida por el total de la economia colombiana

(-16,0% comparada con -6,8%), mientras que el rubro de minerales metaliferos, con unas

desviaciones muy altas a lo largo del tiempo, tuvo crecimientos significativos en los afios
2019y 2020 (5,2% y 22,3%, respectivamente) [1].

Tabla 1-1: Explotacion de minas y canteras y su participacion en el Producto Interno
Bruto entre los afios 2005 y 2020. Fuente: [1]. Elaboracion y calculos propios.
%
% %
. . i . X Participacién | % Variacion o
Explotacion . Participacion | Participacion . o % Variacion L
B . Minerales . . minerales Explotacion . % Variacion
Afo de minas y 3 PIB minas y | minerales ; . de minerales
metaliferos ; metaliferos /| de minas y ; PIB
canteras canteras / | metaliferos / . metaliferos
Minas y | canteras
PIB PIB

canteras
2005 | 27.430 4.157 | 514.853 | 5,3% 0,8% 15,2% n.a n.a n.a
2006 | 28.059 4.077 | 549435 | 51% 0,7% 14,5% 2,3% -1,9% 6,7%
2007 | 28.434 3.834 | 586.457 | 4,8% 0,7% 13,5% 1,3% -6,0% 6,7%
2008 | 31.101 3.574 | 605.713 5,1% 0,6% 11,5% 9,4% -6,8% 3,3%
2009 | 34.659 4174 | 612.616 5,7% 0,7% 12,0% 11,4% 16,8% 1,1%
2010 | 38.427 4.203 | 640.151 6,0% 0,7% 10,9% 10,9% 0,7% 4,5%
2011 | 43.974 3.733 | 684.628 | 6,4% 0,5% 8,5% 14,4% | -11,2% 6,9%
2012 | 46.335 4432 | 711.415 6,5% 0,6% 9,6% 5,4% 18,7% 3,9%
2013 | 48.794 3.876 | 747939 | 6,5% 0,5% 7,9% 5,3% -12,5% 5,1%
2014 | 48.136 3.820 | 781.589 | 6,2% 0,5% 7,9% -1,3% -1,4% 4,5%
2015 | 47.627 3.592 | 804.692 5,9% 0,4% 7,5% -1,1% -6,0% 3,0%
2016 | 46.253 4.064 | 821.489 5,6% 0,5% 8,8% -2,9% 13,1% 2,1%
2017 | 43.592 2.982 | 832.656 5,2% 0,4% 6,8% -5,8% -26,6% 1,4%
2018 | 42.868 2.574 | 854.008 5,0% 0,3% 6,0% -1,7% -13,7% 2,6%
2019 | 43.577 2.709 | 882.029 | 4,9% 0,3% 6,2% 1,7% 5,2% 3,3%
2020 | 36.616 3.313 | 822.088 | 4,5% 0,4% 9,0% -16,0% | 22,3% -6,8%

Nota: Cifras en miles de millones de pesos constantes (descontando la inflacion) y porcentajes. n.a.:

no aplica.
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Figura 1-1: Evolucién de la explotacion de minas y canteras frente al PIB. Fuente: [1].

Elaboracién y célculos propios. Nota: Datos en porcentaje de variacién anual.

1.3.2 Aporte al empleo del pais

En materia laboral, acorde con las cifras recientes publicadas por el DANE (2021), el sector
empled, un promedio de 175.590 personas al afio entre 2005 y 2019, lo que representa
una participacion promedio del 0,9% frente al total de la fuerza laboral colombiana.

Como se observa en la Tabla 1-2, entre los afios 2005 al 2008 la mineria alcanzé a
contribuir con mas del 1% de la fuerza laboral de la Nacién. En los dltimos 14 afios se
observa una destruccion de puestos de trabajo en el sector minero, a un ritmo promedio
anual del (-0,9%), mientras que en el total del pais se ha creado empleo a un ritmo
promedio anual del 1,8% [1].
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Tabla 1-2: NUumero de personas en el sector de explotacion de minas y canteras,

comparadas con el empleo total del pais. Fuente: [1]. Elaboracién y calculos propios.

] % Variacion
Explotacion ) o
] % Explotacion % Variacion
Afo de minasy Total Pais o )
Participacion de minas y Total Pais
canteras
canteras
2005 172.879 17.707.792 1,0% n.a n.a
2006 256.498 16.661.902 1,5% 48,4% -5,9%
2007 242.479 17.847.896 1,4% -5,5% 7,1%
2008 255.683 17.609.235 1,5% 5,4% -1,3%
2009 151.824 19.240.522 0,8% -40,6% 9,3%
2010 150.628 19.796.425 0,8% -0,8% 2,9%
2011 167.781 21.136.397 0,8% 11,4% 6,8%
2012 186.112 21.192.168 0,9% 10,9% 0,3%
2013 139.289 21.757.946 0,6% -25,2% 2,7%
2014 162.313 22.272.300 0,7% 16,5% 2,4%
2015 175.297 22.746.971 0,8% 8,0% 2,1%
2016 129.556 22.836.522 0,6% -26,1% 0,4%
2017 127.609 22.868.080 0,6% -1,5% 0,1%
2018 163.199 22.837.555 0,7% 27,9% -0,1%
2019 152.698 22.816.142 0,7% -6,4% -0,1%
Promedio 175.590 20.621.857 0,9% -0,9% 1,8%

Nota: Empleados en el cuarto trimestre de cada afio. n.a.: no aplica.

1.3.3 Aporte a la generacion de divisas

En materia de generacién de divisas, el sector minero ha exportado en promedio
US$18.796 millones de délares anuales durante los Ultimos 15 afios, como se observa en
detalle en la Tabla 1-3 [1].
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Tabla 1-3:. Exportaciones colombianas. Fuente: [1] Elaboracién y célculos propios.

Afo Sector Minero Total Pais % % Variacion 7 Variacion
Participacién | Sector Minero Total Pais
2005 6.521 21.146 30,8% n.a n.a
2006 7.428 24512 30,3% 13,9% 15,9%
2007 9.062 30.279 29,9% 22,0% 23,5%
2008 13.762 36.786 37,4% 51,9% 21,5%
2009 13.782 32.846 42,0% 0,1% -10,7%
2010 19.161 39.713 48,2% 39,0% 20,9%
2011 31.723 56.915 55,7% 65,6% 43,3%
2012 34.187 60.125 56,9% 7,8% 5,6%
2013 34.344 58.826 58,4% 0,5% -2,2%
2014 32.579 54.857 59,4% -5,1% -6,7%
2015 17.592 36.018 48,8% -46,0% -34,3%
2016 13.210 31.768 41,6% -24,9% -11,8%
2017 18.115 38.022 47,6% 37,1% 19,7%
2018 20.481 41.905 48,9% 13,1% 10,2%
2019 17.980 39.489 45,5% -12,2% -5,8%
2020 10.806 31.056 34,8% -39,9% -21,4%
Promedio 18.796 39.642 47,4% 3,4% 2,6%

Notas: Cifras en millones de délares FOB y porcentajes. n.a.: no aplica. FOB: Free on board.







20bj eti vos

2.1 Objetivo general

Evaluar el proceso de biolixiviacién/biooxidacion de los residuos de la actividad minera de
la mina La Gavia por medio de microorganismos aciddfilos y su potencial uso para la

recuperacion de metales.

2.2 Objetivos especificos

>\

Definir las caracteristicas mineralégicas de los residuos de la mina La Gavia.

>\

Estudiar la capacidad de biolixiviacion de los metales presentes en los residuos de la
mina La Gavia, mediante el uso de cepas bacterianas acidofilas puras y en cultivos
mixtos.

A Evaluar un proceso de recuperacién del Zn y otros metales presentes, mediante
técnicas electroquimicas.

A Definir la mineralogia de los procesos de biolixiviacion y recuperacion electroquimica.






3Marco referenci al

3.1 Revision bibliografica

Como se observa en la Figura 3-1.a., las publicaciones sobre biolixiviacion vienen en
aumento, lo cual podria estar indicando un interés creciente sobre el tema en las

comunidades cientificas del mundo, y muy especialmente en China [13].

Revisada la base de datos de Scopus!, con | a e c uac iBioleachthggof Zndss qu e d a

se encontro:

A Entre 1986 y 2020 fueron encontrados 560 articulos y en lo corrido del afio 2021 ya se
han registrado 27 publicaciones.

A Los autores mas prolificos son: Qiu, G.Z., Blais, J.F. y Dave, S.R.

A China es el pais con el mayor nimero de publicaciones (190), seguido por India (51) y
Canada (29), como se observa en la Figura 3-1.b.

A Por area temaética, los estudios se concentran en la solucion de problemas
medioambientales (21%), ingenieria (16%) y ciencias de los materiales (11,7%), como
se observa en el Figura 3.1.c.

A Los patrocinadores mas significativos son: las Fundaciones de Ciencias Naturales y
Ministerios de Ciencia y Tecnologia como es el caso de China y la Comision Europea
(Figura 3.1.d.). En suma, los recursos para la investigacion sobre la biolixiviacién de Zn

estan siendo aportados por el Estado.

1 La base de datos Scopus fue consultada el 10 de Julio de 2021. Se eligié por ser una de las méas
importantes a nivel internacional para la comunidad cientifica, y porque permite hacer basqueda y
andlisis amigable de la informacién. También fueron consultadas otras fuentes como Springer,
Google Scholar, entre otras.
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En la Tabla 3-1, se muestra una sintesis cronolégica de los 11 estudios? con mayor

relevancia para el logro de los objetivos de la investigacion, de un lado, porque permiten

determinar las condiciones Optimas para el trabajo en el laboratorio, y de otro lado, porque

facilitan la comparacion de los resultados obtenidos.

A grandes rasgos, los estudios analizados encontraron que:

A

La cepa A. ferrooxidans es el microorganismo mas utilizado, seguido por A.
thiooxidans, L. ferrooxidans, y microorganismos termdfilos.

Las condiciones Optimas para el disefio y aplicaciéon del proceso de biolixiviacion de
sulfuros de Zn, asistido por A. ferrooxidans, A. thiooxidans y L. ferrooxidans, fluctuaron
entre los siguientes valores: temperaturas entre 30£2°C, pH inferior a 3, densidad de
pulpa entre 2% y 10%, sin contenido inicial de Fe*?, tamafios de particula entre 0,043
y 0,074 mm (malla Tyler 325 y 200, respectivamente) y medio de cultivo 9K.

La recuperacién de Zn oscilé entre 40% y 98,5%, dependiendo del rango de las
variables estudiadas. Los mejores resultados se explican por el control de temperatura,
pH y densidad de pulpa.

La disolucion del mineral, y por consiguiente la recuperacion de Zn, se ve favorecido
por el aumento de la temperatura, la disminucion del pH, la densidad de pulpa vy el
tamafio de particula, hasta el punto en el que éstos afectan el desarrollo del

microorganismo y el sistema mineral/microorganismo.

2 Para determinar los 11 estudios mas relevantes, fueron revisados 40 trabajos relacionados con el
tema de la investigacidn, y se dejan resefiados en la bibliografia.



Tabla 3-1: Recopilacion de estudios con mayor relevancia para la investigacion

Autores y
afio de Titulo del articulo o tesis Método de estudio Resultados y conclusiones
publicacion
. . . . Cultivo mixto de A. L .
GOmez et. Bioleaching of a Spanish ferrooxidans. A. thiooxidans La mayor recuperacion de Zn se obtuvo con el medio 9K (70%p/v), a pesar de la alta
al. (1999) complex sulphide ore bulk . concentracion de iones sulfato, amonio y potasio, que promueven la precipitacion de la
y L. ferrooxidans y el empleo | . .
[14] concentrate . . jarosita.
de medios diferentes.
Zinc extraction from Iranian low-
Mousavi et. grade complex zinc-lead ore by | Cultivos puros de A. Se concluy6 que la temperatura éptima de los microorganismos es 33°C y 60°C,
al. (2006) two native microorganisms: ferrooxidans y Sulfobacillus, | respectivamente. A temperaturas superiores, el crecimiento de la poblacion microbiana
[15] Acidithiobacillus ferrooxidans y el efecto de la temperatura. | se ve comprometido, sin embargo, la solubilidad del Zn en la solucién aumenta.
and Sulfobacillus.
Se obtuvieron mejores resultados con el cultivo S. thermosulfidooxidans (60°C y
. . Cepas puras de A. 87%p/v), sobre A. ferrooxidans (33°C y 75%p/v).
. Bacterial leaching of low-grade P p 6p/v), A ( y .Op ) . .
Mousavi et. . ferrooxidans y S. Por un lado, se concluyé que ambas bacterias son ferro-oxidantes, sin embargo,
ZnS concentrate using ' . s -
al. (2007) . . thermosulfidooxidans, y el difieren en la naturaleza termofilica y la estructura de la pared celular.
indigenous mesophilic and ) o .
[16] o . efecto de la temperaturay la | Por otro lado, los resultados arrojados demostraron que la lixiviacion se vio afectada
thermophilic strains . . - .
densidad de pulpa. con el aumento de la densidad de pulpa, con una recuperacion del 85% Zn (densidad
de pulpa 2% (p/v)), sobre un 40% Zn (densidad de pulpa 10% (p/v)).
Se obtuvo una maxima recuperacion de Zn del 80%p/v a un pH de 1,5.
Se observo una menor recuperacion de Zn a pHs mayores, donde la poblacion
bacteriana se redujo (andlisis por recuento microscépico), teniendo en cuenta que la
The effects of Fe*?2 and Fe*3 . oxidacion esta relacionada a la densidad celular. Adicionalmente, a pH 2, se favorece
. . - A. ferrooxidans, y el efecto ., . .
Mousavi et. concentration and initial pH on o la formacion de la jarosita.
. . . del pHy la concentracion -, : . . . 3
al. (2008) microbial leaching of low-grade | . .. . w2 3 En comparacion, se obtuvieron mejores resultados en medios con presencia de Fe
. , inicial de iones Fe*™?y Fe . . 2 .
[17] sphalerite ore in a column sobre los medios en presencia de Fe*“. Esto se debe a que el proceso con contenido
reactor de iones férricos, actian desde el principio de la biolixiviacion como oxidantes directos
en la disolucién de los sulfuros metdlicos; mientras que en el proceso con presencia de
iones ferroso se requiere una etapa inicial de oxidacion de Fe*2 a Fe* para posterior
disolucién del mineral, siendo requerido un tiempo mas prolongado.
Zapata et Caracterizacion mineraldgica Cultivos butos v en mezcla A diferencia de otros estudios, se obtuvieron mejores resultados en el cultivo puro de A.
b ' de los productos de oxidacon putos y ferrooxidans (92%p/v Zn en 34 dias), respecto al cultivo mixto (63%p/v Zn). Lo ultimo
al. (2008) . . - de A. ferrooxidans y A. . - . .
del sistema esfalerita - pirita por L debido, posiblemente a la mayor cantidad de sustratos remanentes al final del proceso,
[18] . thiooxidans. . . ; . .
bacteras oxidantes de Fe como K-jarosita, schwertmanita y precipitados de Siy Al.
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Tabla 3-1: (Continuacién).

(2009) [20]

ferrooxidans

pulpa.

Autores y
afio de Titulo Condicién estudiada Resultados y conclusiones
publicacién
. . Con relacion a la densidad de pulpa, se concluy6 que la disminucion en la recuperacion
Cultivo mixto de A. . o pulp o yod . ~ P
. . . L de Zn podria atribuirse a una mayor friccién entre las particulas y dafio celular, la
. Role of ore mineralogy in ferrooxidans, A. thiooxidans . . - . .
Olubambi et. L I . reduccion de la disponibilidad de oxigeno, y el aumento en el contenido de galena; este
optimizing conditions for y L. ferrooxidans y el efecto L . . . . .
al. (2008) . . ~ . ultimo efecto, promoveria la formacién de precipitados de anglesita, lo cual afectaria el
bioleaching low-grade complex | del tamafio de particula del . . o
[19] . ; . acceso del microorganismo a la superficie mineral, acumulando productos de la
sulphide ores mineral y la densidad de S . : . -
ulpa biolixiviacion no conductores en el sistema, y los microorganismo se adheririan
P ’ preferentemente a la anglesita en lugar a la superficie del mineral.
Kaewkannet | Bioleaching of zinc from gold A. ferrooxidans ATCC 14859 | Se estableci6é que aumentos en la densidad de pulpa promovian una menor
ra et. al. ores using Acidithiobacillus y el efecto de la densidad de | disponibilidad de oxigeno y dioxido de carbono para el microorganismo, nutrientes

determinantes en su crecimiento.

Microbial leaching of a low-

Cultivo mesobfilo de A.

(2015) [24]

concentrates using a mixed
culture of moderately
thermophilic microorganisms.

ferroplasma sp. y el efecto
del uso de diferentes tipos
de medios.

Soleimani . . . . Se determin6 que las mejores condiciones para la lixiviacion por estas cepas mesofilas
grade sphalerite ore using a ferrooxidans y un cultivo e . R R .
et. al. (2009) . e ; y termofilas se produjeron a una temperatura de 30+2°C y 60+2°C, obteniendo
draft tube fluidized bed termdfilo sp. Sulfobacillus, y .
[21] . recuperaciones del 87%p/v y 91,4%p/v de Zn.
bioreactor. el efecto de la temperatura.
Adaptacién de una cepa Se obtuvo una recuperacion del 60% de Zn, respecto al medio de control (6%p/v). Se
Marquez et. | compatible con Acidithiobacillus | A. Ferrooxidansy la concluy6 que la disolucion de la esfalerita tiene una relacion directa con la velocidad de
al. (2011) ferrooxidans sobre mineralogia sobre diferentes | disolucion de hierro férrico y la concentracion de H* del medio.
[22] concentrados de calcopirita, superficies minerales. No se observo la presencia de la pelicula de azufre elemental, indicando la capacidad
esfalerita y galena. de los microorganismos de oxidarlo formando &cido sulfurico.
. . . Los resultados mostraron una recuperacion maxima de 98,5%p/v Zn después de 25
. . . Cultivos mixtos de bacterias . - . L L
Bioleaching of high grade Zn- e - dias, a condiciones 6ptimas de 50 g/L de pulpa, pH inicial: 1 y concentracion de sulfato
Ghassa et. . . termofilas y la variacion en la . ; . .
Pb bearing ore by mixed . ferroso: 75 g/L. Se concluy6 que un incremento del pH y densidad de pulpa causa la
al. (2014) . densidad de pulpa, el pH L L, . -, w2
moderate thermophilic - o disminucion en la recuperacion de Zn y un incremento en la concentracion de Fe
[23] . . inicial y la concentracion del . - ) . ) .
microorganisms. Fo+? favorece la disolucion de Zn. Se observo una tendencia decreciente en el hierro
’ disuelto, debido a la precipitacion de jarosita.
The influence of Cultivo mixto de L.
Ahmadi & physicochemical parameters on | ferriphilum, A. caldus, Se concluy6 que una menor cantidad de sales basales promueve la recuperacion de
Mousavi the bioleaching of zinc sulfide Sulfobacillus sp y Zn. Ademas, los autores relacionaron la menor extraccion en el medio 9K con la

precipitacion de la jarosita, donde la alta concentracién de iones NH4* en el medio,
favorece la formacion de este compuesto en la superficie del mineral.

Fuente: Elaboracién propia.




3.2 Revision conceptual

En la revisibn conceptual se abordan las etapas principales concernientes al proceso
metallrgico: trituracion y molienda, clasificacion y concentracién y metalurgia extractiva.
De esta Ultima, se profundiza acerca de los temas biolixiviacion bacteriana, purificacion y

electroobtencion.

3.2.1 Metalurgia

El tratamiento de minerales busca extraer y procesar los minerales obtenidos de la
naturaleza para su aprovechamiento. De manera general, el mineral es extraido y tratado
para la liberacién de sus fases minerales valiosas de las no valiosas (mena y ganga
respectivamente), mediante procesos de trituracion, molienda, clasificacion y
concentracion. Finalmente, se da el proceso de extraccion, el cual lleva a la obtencién del

mineral metalico [6].

A Trituracion y molienda:
El proceso de trituracion y molienda busca basicamente la reduccion de tamafio del
mineral, lo que favorece una separacion de las diferentes fases minerales, individualizando

las particulas de la mena y de la ganga [6].

Los mecanismos por los que se realiza la disminucién del tamafio de particula son: por
compresion, por impacto o por abrasion y desgaste. Mediante el primer mecanismo, el
material se comprime de manera que se provoca la fractura del material por las zonas con
mayor debilidad; en el segundo mecanismo, se aplica fuerza sobre el material con la ayuda
de un Amartill oo oscilante, el cual gene
y el ultimo mecanismo, consiste en la aplicacion de esfuerzos tangenciales sobre las
particulas generando el desgaste del mineral. Durante los procesos de trituracion y

molienda, pueden coexistir los mecanismos mencionados anteriormente [6].

En la trituracion primaria, se obtiene material del orden de magnitud de 5 - 10 cm.
Normalmente se usan tres tipos distintos de equipos: trituradora de mandibula, molinos

giratorios y molinos de impacto, los cuales suelen trabajar con el material en seco [6].



20 Recuperacion de zinc a partir de residuos mineros mediante biolixiviacion por bacterias aciddfilas

En la trituracién secundaria y terciaria, se produce una reduccién de tamafio aproximada
de 2 cm a 0,5 cm, respectivamente. En estas operaciones se emplean diferentes tipos de

molinos; se destaca el cono Symons y el molino de rodillo [6].

La molienda es la ultima fase de reduccion del tamafio de la particula. Los equipos mas
empleados son molinos de barras y molinos de bolas. El primer equipo permite obtener
minerales del orden de milimetros mediante barras por aplastamiento y el segundo, similar
al molino de barras, emplea en su lugar bolas, que permiten obtener material no mayor a
2007 300 pm [6].

A Clasificacion y concentracion:

Posteriormente, el material pasa por procesos de clasificacion y concentracion, donde se

di stingue wesapade |l a fAgangao, el ev8§ndose | a conc
interés. Estos métodos permiten la segregacion de las especies minerales en funcion de

propiedades fisicas o volumétricas [6], [25].

En la Tabla 3-2, se describen los diferentes métodos de concentracién de minerales con

algunos equipos empleados segun la técnica.

Tabla 3-2: Métodos de concentracion de minerales con los principales equipos usados
Fuente: [25].

Propiedades que se emplean
para separar

Nombre del método Principales equipos

Sedimentador, hidrociclén, Jig,
Concentracién Diferencia de velocidad de canalon, canaletas, mesa
gravitacional sedimentacion de los minerales vibratoria, espiral, conos de
separacion, centrifugas, etc.
Separador magnético de tambor,

Concentracioén

. Susceptibilidad magnética rodillos magnéticos, separador
magnética e
magnético tipo carrusel, etc.
Concentracion o L Separador eléctrico de alta
e Conductividad eléctrica . P .
eléctrica intensidad
., Hidrofobicidad y/o hidrofilidad del | Caldas de flotacion y columnas
Flotacién espumante A L
mineral de flotacion

Adsorcion especifica de un
polimero y formacién de floculo
Adsorcion especifica de iones
Coagulacion selectiva | inorganicos y formacién de Sedimentados
coéagulo

Floculacion selectiva Sedimentador
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A continuacion, se profundiza en el proceso de flotacién espumante, debido a que esta fue
la técnica empleada en el desarrollo de la tesis, las demas se dejan explicadas en la Tabla

3-2 anexa.

La flotacién espumante es un proceso fisicoquimico, donde coexisten las tres fases (sélido,
liquido y gas). En ésta se busca la separacion de las fases minerales mediante la adhesion
selectiva de particulas de mineral a las burbujas de aire, las cuales son inyectadas desde
la parte inferior del equipo [25].

En los procesos de flotacion, es necesario la adicién de surfactantes, con los que se
promueve una flotabilidad natural de ciertas especies minerales [6], [25].

De manera general, los surfactantes se dividen en colectores, espumantes y reguladores
o modificadores. Los colectores promueven el efecto repelente al agua de las particulas.
Esto se debe a su estructura constituida por un grupo inorganico, que se adsorbe sobre la
superficie del mineral, y una cadena hidrocarburada, que le suministra la hidrofobicidad al
mineral. Los espumantes son reactivos organicos encargados de disminuir la tension
superficial del sistema, favoreciendo una interfaz estable y espumante, que intervienen en
la adhesién de las fases minerales a la burbuja. Los reguladores o modificadores respaldan
la accién de los colectores, ya sea intensificando o reduciendo el efecto de hidrofobicidad
[6], [25].

Con relacién a la concentracién de sulfuros de Zn de menas polimetdlicas, la practica
normal consiste en la flotacion inicial de minerales sulfurados, deprimiendo los silicatos,

para posteriormente flotar la esfalerita [6].

A Metalurgia extractiva:

Para terminar el proceso metallrgico, se realiza el proceso de extraccion, el cual lleva a la
obtencion del metal, mediante técnicas pirometalirgicas, hidrometallrgicas,
biohidrometalurgicas y/o electrometallrgicas [6].

Las técnicas pirometallrgicas se basan en operaciones via seca mediante el empleo de

altas cantidades de energia térmica para inducir transformaciones fisicoquimicas en el
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mineral, donde se incluyen métodos de reduccion de éxidos, haluros y sulfuros metalicos

[6].

Las técnicas hidrometallUrgicas consisten en operaciones via humeda, en las cuales la
recuperacion de metales se lleva a cabo con el empleo de soluciones liquidas, acuosas
y/u organicas, buscando la disolucién de alguno de sus componentes, mediante las
operaciones de lixiviacion, purificacion y/o concentracion, ademas de la precipitacion del

mineral mediante métodos quimicos, electroquimicos o bioldgicos [12].

La lixiviacion consiste en la extraccion o disolucion de la fase soluble del mineral mediante
la accibn de un ataque quimico mediado por reactivos (lixiviacion quimica) o

microorganismos (biohidrometalurgia, biolixiviacion o lixiviacion bacteriana) [12].

La purificacion y/o concentraciéon le procede a la lixiviacion, donde se busca eliminar
impurezas de la disolucién, lo que se logra por medio de reacciones quimicas de
precipitacién, reacciones de desplazamiento en fase acuosa (cementacién) o mediante la
aplicacion de resinas (resina de cambio de iones) o disolventes (extraccibn con

disolventes) [6].

Las técnicas biohidrometallrgicas se fundamentan en procesos via himeda, donde se
hace uso de agentes bioldgicos para llevar a cabo la disolucién de los metales o
intermediar en ella (biocatalisis) [12], [26]. Se reconoce la biolixiviaciébn autétrofa vy
heterétrofa. La primera, es realizada por bacterias acidéfilas, autétrofas y quimiolitétrofas,
gue obtienen su fuente de energia a partir de la oxidacion de compuestos reducidos del
azufre, ion ferroso y/o sulfuros metalicos insolubles, y toman el carbono del CO.. Y, la
segunda, es realizada por hongos y bacterias heterétrofas, que obtienen su fuente
energética y el carbono de compuestos organicos, produciendo acidos organicos, que

promueven la disolucion de los minerales [11], [27].

Por su lado, las técnicas electroquimicas son la etapa final donde se busca llegar a la
recuperacion del metal valioso, en su forma elemental u oxidada, sin presencia de
impurezas. En este proceso, se precisa disponer de una celda electrolitica, un anodo y un
catodo, ademas de la definicion de variables como densidad de corriente y concentracion.

La celda es el area fisica donde ocurren las reacciones electroliticas. En el anodo se
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producen las reacciones de oxidacion (pérdida de electrones), y en el cétodo las

reacciones de reduccion (ganancia de electrones) [6].

En el sector minero se diferencian dos operaciones electrometallrgicas: la
electrorrefinacion y la electroobtencién. La electrorrefinacion es empleada después de
operaciones pirometallrgicas, en soluciones de sales fundidas, por lo que es necesario el
manejo de altas temperaturas. Este tipo de técnica es empleada para la obtencion de
metales ligeros como Al, Li, Mg, Na, K y otros metales menores (tierras raras, Ti, V, W, Zr
y Th). De otro lado, la electroobtencion, le procede a operaciones hidrometallrgicas, en
soluciones acuosas, empleada en la recuperacién principalmente de Zn, Cu, Ni, Co, Pb,
Ag, Au y otros metales menores como Cd, Cr, Mn, Ga, Tiy Te [28].

La biolixiviacion bacteriana, la purificacion de la solucién lixiviada y la electroobtencion
hacen parte de la metodologia desarrollada de la tesis, por lo tanto, se extendera la

informacién sobre estos temas.

3.2.2 Biolixiviacion bacteriana

Es un proceso utilizado para la recuperacion de metales a partir de residuos industriales o
menas de baja ley, asi como para el tratamiento de suelos o lodos contaminados con

metales toxicos, mediante la aplicacion de agentes bioldgicos [11], [27].

Para el trabajo de laboratorio en la biolixiviacién bacteriana de este estudio para la
recuperacion de Zn, se emplearon 3 tipos de bacterias: Acidithiobacillus ferrooxidans,
Acidithiobacillus thiooxidans y Leptospirillum ferrooxidans. Las caracteristicas de estos

microorganismos se recopilan en la Tabla 3-3.
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Tabla 3-3: Caracteristicas generales de A. ferrooxidans, A. thiooxidans y L. ferrooxidans.
Fuente: [29].

Fuente de energia

Microorganismo Tamafio y forma Temperatura (°C) pH quimiolitétrofa
A.thiooxidans O’SE)S(a%:’ilzoum 30 ','1;2; éﬁ?tima 27 gg .I(.')petimo Oxida S
L. ferrooxidans 0.2i 0’4Exsgi'rgi)l.l.o L.1um 30 .I.zg; (;fpstima 2'51.|123T éA[f)’t?mo Oxida Fe*?

A. ferrooxidans suele sobrevivir en ambientes tanto aerobios como anaerobios, mediante
procesos oxidativos o reductivos de especies de hierro, sulfuros, hidrogeno, entre otros
compuestos; cabe agregar que esta bacteria ademas del carbono también esté capacitada
para fijar nitrdgeno atmosférico, ganando un papel importante en el proceso de tratamiento
de drenajes acidos y ciclos biogeoquimicos [29].

Por su parte, A. thiooxidans obtiene su fuente energética, exclusivamente de la oxidacion
de sulfuro de hidrégeno (H:S), azufre inorganico (S°) y tiosulfato (S:0.2), produciendo

acido sulfarico (H2S0.), lo que favorece la disolucién de los minerales.

Y, el género Leptospirillum suele distinguirse por oxidar pirita a velocidades mayores que
especies de Acidithiobacillus y tolerar concentraciones mayores de uranio, molibdeno y
plata; sin embargo, tiene un espectro reducido de sustratos que puede asimilar, puesto

que sélo crece bajo condiciones aerébicas oxidando hierro [29].

Diferentes autores han propuesto diferentes mecanismos fisicos y quimicos, que
explicarian el sistema de biolixiviacién. Los mecanismos fisicos exponen la interaccion
fisica entre el microorganismo y el mineral, estos son: el mecanismo directo, indirecto, de

contacto indirecto y cooperativo, los cuales se abordaran a continuacion [29].

A Mecanismo directo:

Ataque de la bacteria al material de forma directa, por adherencia o contacto fisico de los
microorganismos con el mineral, dando paso a la oxidacion enzimatica a partir del
transporte de electrones desde la parte reducida del material, provocando la solubilizacién

del metal (Figura 3-2. a) [29]. Actualmente, se ha aceptado como un mecanismo no valido,
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ya que no se ha demostrado la transferencia directa de electrones a través de la célula
[30].

A Mecanismo indirecto:

La bacteria no ataca directamente el mineral. En este caso, los metabolitos producidos,
favorecen la oxidacion bioldgica del ion ferroso (Fe*?) en ion férrico (Fe*®), siendo éste un
agente oxidante de sulfuros a diferente pH. Asi, la funcion del microorganismo es regenerar

el agente oxidante (Fe*®) para continuar el proceso (Figura 3-2. b, c, d) [29].

A Mecanismo por contacto indirecto:

En este caso, se distingue la EPS (sustancia polimérica extracelular, siglas en inglés de
extracellular polymeric substance), de dimensiones moleculares entre la célula bacteriana
y el mineral, con el ideal de disponer de condiciones propicias que favorecen el proceso
oxidativo y posterior disolucion del metal (Figura 3-2. d) [26]. La EPS cumple un papel
importante en el proceso, pues se ha demostrado que esta facilita la adhesion de las
bacterias a la superficie del mineral mediante el mecanismo de contacto indirecto y
desempeiia un papel relevante en la concentracion Fe*3 por complejacion en la superficie

del mineral, dos fenémenos que facilitan la oxidacion del sulfuro [30], [31].

A Mecanismo cooperativo:

Se da por el trabajo conjunto entre bacterias adheridas y bacterias libres en solucion,
donde las primeras mediante la lixiviacibn por contacto indirecto liberan especies que
constituyen la fuente energética de las bacterias en solucion, quienes actian bajo el

mecanismo indirecto (Figura 3-2. e) [26].
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Figura 3-2: Mecanismos fisicos de interaccion entre el microorganismo, el mineral y la
EPS. a) Mecanismo directo. b) Mecanismo indirecto. ¢) Mecanismo indirecto sin contacto.
d) Mecanismo indirecto de contacto. €) Mecanismo cooperativo. Fuente: Elaboracion

propia con base en [32].

Los mecanismos quimicos de disolucion de los minerales explican las reacciones
involucradas en la dilucién de los sulfuros metalicos, estos son: el mecanismo de tiosulfato
y de polisulfuros. Estos dependen de la mineralogia y de las condiciones geoquimicas en

el medio ambiente, principalmente pH y diferentes oxidantes [30], [31], [33].

A Mecanismo de tiosulfato [30], [31], [33]:

Se produce por la ruptura de los enlaces del sulfuro, debido a una transferencia electrénica
en varios pasos. Los iones Fe*® actan como agentes oxidantes, formando compuestos
intermedios de azufre, como tiosulfato, tetrationato, tritionato, pentationato, azufre
elemental y sulfato, en ese orden. Este mecanismo es propio de sulfuros metalicos como
pirita (FeS2), molibdenita (MoS;) y tungstonita (WS,), los cuales forman orbitales no
enlazantes y sus bandas de valencia s6lo se derivan de orbitales de atomos metalicos, por
lo que no contribuyen al metal de unién y al resto de azufre del sulfuro metdlico. Por esta
razén, estos sulfuros son resistentes a un ataque de protones y so6lo pueden ser disueltos
por la transferencia de electrones. (Figura 3-3. a) [30], [31], [33]. (Ecuacion (3.1) y Ecuacién

(3.2), donde x varia de acuerdo con los andlisis quimicos de la muestra mineral).
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@:Hp @&k c&Ao agi o @&A 3 (3.1)

- 13&A3/ ©o0:13/¢&A3I3 (3.2)

A Mecanismo de polisulfuros [30], [31], [33]:
Se ocasiona por la rotura de los enlaces del sulfuro, tanto por una transferencia electronica,

mediada por el ion Fe*3, como por el ataque de protones.

Este mecanismo se produce en otros sulfuros como la esfalerita (ZnS), calcopirita
(CuFeSy), pirrotita (Fe1xS), galena (PbS), entre otros. Por el lado de la ruptura por
transferencia electrénica, se forman compuestos intermedios de azufre y en el caso del
ataque mediado por protones H*, estos provocan la eliminacién de electrones de la banda
de valencia, produciendo polisulfuros y azufre elemental. Este Ultimo, es oxidado por
bacterias oxidantes de azufre formando 4cido sulfarico, que favorece la disolucién de los
minerales. (Figura 3-3. b) [30], [31], [33] (Ecuacion (3.3) y Ecuacion (3.4), donde x varia de

acuerdo con los analisis quimicos de la muestra mineral).

@:hip &8 €/ ¢c(o@:1 p @&A 3 (1 (3.3)
-1 3e/ ¢(3/0:13/3 (1 (3.4)
Estos agentes (Fe*® y H*) son regenerados por el microorganismo, como parte de su
metabolismo. De esta manera, microorganismos ferrooxidantes, como Acidithiobacillus
ferrooxidans, oxidan los iones Fe*? (Ecuacién (3.5)), y microorganismos sulfooxidantes,
como sp. thiobacillus, oxidan los iones S° (Ecuacion (3.6)).

T&A 0 1 (91 &A ¢ (! (3.5)

3 o/ c(/°¢c3/ 1 (3.6)
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a) Mecanismo de tiosulfato b) Mecanismo de polisulfuros
Fe” Fe* H*
Af Lf [ O, MS Af, Lf { O, MS
Fe?t‘y FeZo
A J v
M? + S,0,% M?* + H,S* (H,S,)
(Af, At) | Fe*, 0, (Af. A | Fe*, 0,
\j \j
S:0s”, Ss HzSy,| S
(Af, AY) | Fe*, O, Af, At | Fe”, 0,
4 v
SO +H' S0% +H'

Figura 3-3: Mecanismos quimicos de disolucién de los minerales. a) Mecanismo de

tiosulfato. b) Mecanismo de polisulfuros. Fuente: [31], [33].

La exposicién de diferentes microorganismos a ambientes ricos en sulfuros metélicos
normalmente resulta en la reduccion de la actividad microbiana a causa de la disminucion
de oxigeno disuelto, dafios en la pared celular y/o el efecto del ion metalico Fe*3, ademas
de los iones productos de la biolixiviacién, entre otros. Por esta razon, se hace necesaria
la realizacion de un proceso adaptativo con el fin de aumentar la tolerancia del
microorganismo a estos ambientes extremos, ademds, de favorecer el proceso de
disolucion de los minerales, lo que se refleja en: la mayor recuperacion de materiales de

interés y/o el menor tiempo de disolucion [24], [30], [33], [34].

Es asi, como la implementacién de una metodologia apropiada permite las condiciones

idoneas para el buen desarrollo del microorganismo:
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A Temperatura

La velocidad de disolucion quimica de los sulfuros metélicos se ve favorecida por el
aumento de la temperatura; sin embargo, se debe manejar el rango correcto, acorde con
el microorganismo con el que se esté trabajando, ya que un inadecuado control de la
temperatura tiene efectos negativos, tanto para el microorganismo, como para el sistema

de biolixiviacién [24].

Por un lado, el desarrollo microbiano se inactiva a temperaturas inferiores de su valor
Optimo, y con temperaturas superiores se desnaturalizan las células [24]. Por otro lado, en
el sistema de biolixiviacion, la temperatura por fuera de su rango 6ptimo, afecta la
estabilidad del medio, la solubilidad y la transferencia de masa de O, y CO., estimulando
la formacién de precipitados como jarosita y alterando los nutrientes disponibles en el
medio de crecimiento del microrganismo [24].

A pH:

Teniendo en cuenta que el proceso de lixiviacion bacteriana emplea microorganismos
acidofilos, son fundamentales ambientes acidos, preferentemente con un pH inferior a 3.
Un ambiente &cido propicia la disolucion de los minerales, donde los H* participan en las
reacciones de disolucién de los sulfuros mediante el mecanismo quimico de polisulfuros
[30].

Es importante tener en cuenta que a un pH cercano a 2, se favorece la formacién de la
jarosita, la cual, segun se ha mencionado, inhibe el paso de iones a través de la superficie

del mineral, afectando el proceso de recuperacion [30].

A Potencial redox:

Es un indicador asociado a la habilidad de una solucién de capturar o ceder electrones. En
este caso, esta variable sefiala los cambios de la concentracion de Fe** y la relacién molar
de Fe*® a Fe*2. Esta variable es un parametro indirecto relacionado con el desarrollo de la

oxidacion bioldgica y la disolucion de los elementos de interés [30].
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A Nutrientes:
Son necesarios nutrientes basicos en el desarrollo y crecimiento de las bacterias como N,

Mg, P o K, los cuales son suministrados en los medios de cultivos en forma de sales [33].

A Oxigeno y dioxido de carbono:

Son los gases de mayor relevancia para el proceso de biolixiviacién. Por un lado, el O
actla en procesos aerobios, como aceptor de electrones del sistema oxido-reductivo; por
su lado el CO, actua como fuente principal de carbono para el microorganismo [34].

Normalmente, el O, y CO; suelen ser proporcionados mediante procesos de aireacion y/o
agitacion, lo que ademas permite minimizar la resistencia a la transferencia de gases,
generar una distribucién uniforme de las burbujas y los sélidos en suspension, maximizar
el tiempo de residencia de las burbujas dentro del liquido y asegurar perfiles uniformes de
temperatura, pH y concentracion en la totalidad del biorreactor [30].

A Minerales e interacciones galvanicas:

La cinética de la solubilizacién de los minerales es una variable que se ve determinada por
la estructura cristalina de los diferentes sulfuros y la presencia de defectos e impurezas, lo
gue provoca que esta disolucién sea diferente para cada caso. Los sulfuros pueden tener
caracter catddico o anddico, donde cada mineral tiene su propio potencial, es decir, que
variaciones en las fases minerales generara pares o interacciones galvanicas, donde el

elemento con mayor potencial negativo se lixiviara preferencialmente [35].

A Tamario de particula:

Se relaciona con el area superficial disponible para la oxidacion y la velocidad de disolucién
de los minerales, ya que los procesos 6xido-reductivos ocurren principalmente en fracturas
y limites de grano, sitios activos de fijacion microbiana, a través del mecanismo de contacto
indirecto [30].

A Densidad de pulpa:

Provee informacién sobre la proporcion de mineral con relacion a la solucién y el
microrganismo, indicando la cantidad de mineral disponible para éste. Tiene efectos
nocivos a altas concentraciones, ya que, por un lado, se asocia con un mayor nimero de

colisiones entre las particulas de mineral y las células y, por otro lado, genera una menor
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disponibilidad de oxigeno y diéxido de carbono. Adicionalmente, altas densidades de pulpa
favorecen la liberacion de una mayor concentracion de iones toxicos metdlicos y la

produccién de compuestos inhibidores en el proceso [30], [37]1 [39].

3.2.3 Purificacion

Tras el proceso de lixiviacion, es necesario llevar a cabo la purificacion de la solucién
biolixiviada, la cual contiene una variedad de iones metalicos, que afectan el posterior
proceso de electroobtencion. Sumado a esto, el Zn es uno de los metales mas activos de
la serie electromotriz, por lo que la purificacién es necesaria para asegurar la obtencion de

electrodos con alta pureza [39].

Las impurezas como Fe, Cu, Cd, Pb, entre otros, afectan el rendimiento de la electrdlisis,
ya que estos favorecen la redisolucién del Zn precipitado en el electrolito, consumen una
porcion de la corriente y disminuyen el sobrepotencial de hidrégeno, por lo que la
eliminacion de estos elementos, resultan en un problema operativo en la hidrometalurgia
del Zn [40].

Se recomienda llevar a cabo dos etapas de purificacién. En la primera, se realiza la
eliminacion de Fe, para posteriormente eliminar los elementos restantes como Cu, Cd, Pb,

entre otros [28].

Para la eliminacién del Fe se proponen varios modelos, entre los mas conocidos se
destacan: la precipitacion de la jarosita, la goethita, y la hematita[28], como se amplian a

continuacion:

A Precipitacion de la jarosita:

En este proceso, el Fe se precipita en forma de jarosita, con férmula general
XFe3(S04)2(OH)s, donde X comunmente es ocupado por NHs (Ecuacion (3.7)), Na
(Ecuacion (3.8)), Pb, K, Hz0O, Ag, entre otros. En este proceso, se emplea un pH de 1,5 a
una temperatura de 90°C, para posteriormente asentarse y separar la jarosita mediante

técnicas de filtracion [28], [41].

&A3/ pmn( < (/(° .( &A3/7 [/ ( o 3/ (3.7)
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Las principales ventajas de este proceso son: una buena eliminacién del Fe, bajas pérdidas
de metales divalentes (como el Zn*?), el empleo de presién atmosférica, el bajo costo de
capital y operacion, y la simplicidad del proceso [6].

A Precipitacion de goethita:

En este procedimiento, el hierro es reducido al estado ferroso, mediante la adicién de
esfalerita concentrada, para posteriormente oxidar la solucién a 95°C y pH 4, asistido con
aire u oxigeno. Con esto, el Fe se precipita en forma de goethita, mineral del oxihidréxido
de hierro (Il1), de férmula Fe**0(0) [6], [28].

La principal ventaja del proceso es la facilidad en la separacién del precipitado de la
muestra, ademas de separar un volumen de hierro mayor que en el proceso de la jarosita,
ya que, segun la férmula quimica, la goethita contiene el doble de Fe que la jarosita; sin
embargo, en el producto suele perderse una cantidad de Zn, alrededor del 1% [6].

A Precipitacion de hematita:

En éste, el lixiviado, obtenido mediante un ataque neutro, es llevado a una autoclave en
presencia de didxido de azufre a una temperatura de 100°C y 2 atm., con lo que se logra
disolver todos los metales. Posteriormente, se precipitan los minerales mas nobles con
sulfuro de hidrégeno, y la solucién se neutraliza con cal, permitiendo la precipitacién de
metales como el Ge y As a un pH de 5. Finalmente, el precipitado es llevado a una
autoclave de Ti, donde se realiza la oxidacién con O, con altas condiciones de temperatura
(200°C) y presion, permitiendo la formaciéon de hematita, formando el mineral del 6xido

férrico, con férmula general Fe,O3 [6].

Para la eliminacion de elementos restantes en la soluciéon como Cd, Cu y Co, se emplean
reacciones de cementacion, mediante la adicion de Zn en polvo, que promueven

reacciones oxido-reductivas [6].

Por dar un ejemplo, las Ecuaciones (3.9) y (3.10) indican las semirreacciones que resultan

en la reaccion global para la precipitacion de Cd (Ecuacioén (3.11)). El potencial estandar
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de hidrégeno de la reaccioén global, indica la espontaneidad de la precipitacion, ya que este

valor es positivo.

Gk O ®eE ¢Q 0 ™™o (3.9
5Q Qo860 0O mmn (3.10)
HE 6Q ¢CQOHE HQ ¢Q 0 ™™ @ (3.11)

El proceso consiste en la precipitacion de los elementos con la adicién del zinc en polvo, a
diferentes condiciones de temperatura y pH. La literatura sefiala, que el primer elemento
en ser precipitado es el Co, a 90°C y pH 4, seguido por el Cu, Ni, As y Sh. Posteriormente,
con la adicion de mas zinc, se precipita Cd, Tly Ge, entre 70°C y 80°C, a un pH 3. A nivel
industrial, existen modificaciones del proceso, realizando algunas precipitaciones a bajas
temperaturas, como la precipitacion del Cd y Cu, para luego ser calentada, a 90°C, y
permitir la precipitacion de Co y Ge [6].

Es importante tener en cuenta una posible variacion en los valores de potencial, debido a
factores como la temperatura, la aireacion, la velocidad de movimiento, y la complejidad
de la solucién, que puede llegar a promover la formacién de complejos, que se conservan

como remanentes en la solucién, afectando el proceso de purificacion [28], [41].

3.2.4 Electroobtencion

Tras el proceso de extraccion por la via de la biohidrometalurgia y la purificacion de la
solucion, se lleva a cabo la operacion de electroobtencion, la cual permite la recuperacion

del elemento de interés, favorecido por la aplicacion de una corriente eléctrica continua [6].

El proceso de electroobtencion consiste en una celda electrolitica o célula de electrdlisis,
un anodo (polo positivo) y un catodo (polo negativo), un rectificador, encargado de
proporcionar la carga eléctrica y un sistema de conexiones eléctricas (Figura 3-4). En el
anodo se producen las reacciones de oxidacién (pérdida de electrones), donde son
atraidos los iones cargados negativamente (aniones), mientras que, en el catodo, se

producen las reacciones de reduccion (ganancia de electrones), donde llegan los iones
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cargados positivamente (cationes). Es asi como esta operacion se basa en reacciones
oxido-reductivas que favorecen la recuperacion del mineral de interés, por medio de un

movimiento ordenado de los iones hacia los electrodos o migracion idnica [6].

Catodo () Anodo
Acero inoxidable Plomo
Cationes
Zn*% +2e~ —» Zn° -
Aniones

2H* +2e~ - H,

Pb +50,7% - PbSO, + 2e~
Pb + 40H™ — Pb0, + 2H,0 + 4e~
40H™ = 0, + 2H,0 + 4e~

Disoluciéon
electrolito
Figura 3-4: Esquema de celda electrolitica empleada. Fuente: Modificado de [42].

En la celda electrolitica se ven involucradas reacciones 6xido-reductivas, tanto en el catodo
como el anodo. Teniendo en cuenta que, en el catodo, construido de acero inoxidable,
acontecen las ecuaciones de reduccion, pueden ocurrir las Ecuaciones 3.12 y 3.13,
teniendo en cuenta que la solucién purificada tiene un contenido de iones Zn*?y H*.

weE QO we (0] ™ @ (3.12)
¢O0 ¢Q o ( 0 1w (3.13)
Por otro lado, en el anodo, construido de plomo, ocurren las reacciones de oxidacion.
Pueden ocurrir las Ecuaciones 3.14, 3.15y 3.16, ya que en la solucion purificada se tiene
un contenido de iones SO4 y OH".
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En la celda se requiere de una corriente eléctrica, la cual es la cantidad de flujo de carga
a través de la celda, por unidad de tiempo y se determina por el voltaje aplicado a la celda
y la conductividad de la solucion. Tanto la corriente como la conductancia varian

directamente con el area de los electrodos e inversamente con la distancia entre ellos [6].

Existen ciertas consideraciones termodinamicas y cinéticas asociadas al proceso

electrolitico, segun se explicar4 a continuacion.

A Termodinamica de la electroquimica:

La termodinamica electroquimica permite predecir si una reaccion puede ocurrir 0 no en
unas condiciones fijas de concentracion (actividad), temperatura, pH y potencial, por medio
de la magnitud de la energia del metal, antes y después de la reaccion quimica, en la que
el signo y la diferencia de la energia resultante, explica la disposiciéon a que la reaccién
ocurra (Ecuacion 3.17) [40].

yo 4 © "0 (3.17)

De este modo, en la medida en que dicho cambio de energia aumente, mayor sera la
tendencia a que el suceso ocurra. Cuando el signo del balance es negativo, la reaccién
estd ocurriendo de un estado de mayor energia a otro de menor y ocurre de manera

espontanea en la naturaleza [40].

Es asi como, en una reaccion quimica espontanea, hay una liberaciobn de energia,
denominada energia libre de una reaccién ¥°Q la cual se puede expresar como el trabajo
reversible total que se puede realizar (Ecuacion 3.18).

YO (3.18)

Teniendo en cuenta que una celda electrolitica estd dominada por reacciones oxido-

reductivas (reacciones electroquimicas), la energia libre total estara en funcién de la
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variacion de la energia libre quimica, YO b Y lavariacion de la energia libre eléctrica,
YO, , (Ecuacion 3.19). Si la reaccién esta en equilibrio, es decir, YO T, se concluye
la (Ecuacion 3.20).

L

0 Yo, YO, (3.19)
0 |, YO, (3.20)

L

Durante el proceso de transporte masico entre las fases, la cantidad méaxima de trabajo util
(W) se transforma en energia eléctrica, por lo que, el trabajo eléctrico esta definido por la
(Ecuacion 3.21), lo que conduce a la (Ecuaciéon 3.22), donde n es la cantidad de mol de
electrones que participan en la reaccién, F es la constante de Faraday igual 96490 C/mol),

E es el potencial corregido del electrodo y E° es el potencial estandar.

YO o £ 8GO (3.21)
YO  £8Q0 (3.22)

Teniendo en cuenta que, para una reaccion quimica, se tiene la (Ecuacion 3.23), por
sustitucion (Ecuacién 3.24), se llega a la Ecuacién de Nerst (Ecuacion 3.25), la cual
expresa el potencial de reduccién de un electrodo fuera de las condiciones estandar
(concentracion 1 M, presion de 1 atm, temperatura de 298 K), donde R es la constante
universal de los gases, equivalente a 8,314 J/K.mol, T es la temperatura en grados Kelvin
e igual 298 Ky K es la constante de la reaccién de corrosién, definido por la Ecuacion 3.26,
siendo Asustancia oxidada Y @sustancia reducida COMO las actividades de las especies oxidada y

reducida, respectivamente.

YO YO 'Y8W ¢ 0 (3.23)

£8Q0 ¢80 Y8YE U (3.24)
0 0 —0b&0 (3.25)
o — (3.26)

En este punto, los diagramas de Pourbaix son de gran utilidad, ya que permiten visualizar
las posibilidades de reaccion, sin necesidad de realizar el calculo termodindmico [40]. En

la Figura 3-5, se ilustra el diagrama de Pourbaix del Zn, en el que se observa que, para
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lograr la recuperacion de este metal en su forma metalica bajo condiciones estandar, la
soluciéon con iones de Zn*?, deben someterse a un potencial redox, inferior a -0.8 V y un

pH inferior a 12.

1.6 + 1+

124 T Te—l 1+

0.8 + o L

0.4 +

Eh/V
/

_08 -+ "-..._‘_.‘_ 4=
Zn(s)

-1.2

pH
Figura 3-5: Diagrama de Pourbaix para el Zn. Fuente: [43].

A Cinética electroquimica:
La cinética electroquimica da a conocer informacién relacionada a la velocidad con la
ocurren las reacciones electroquimicas, por medio, de al menos tres parametros de
polarizacién, los cuales son: la densidad de corriente (icor), €l potencial (Ecor), Y las
de

las curvas de polarizacién [44]. Las reacciones electroguimicas se asocian a estos

pendient es ayafcal -.aas cudlesda pudden determinar mediante
conceptos, de manera que perturbaciones que se generen en la corriente o el potencial
producen un efecto sobre la condicion de equilibrio, lo que significan variaciones en las

velocidades anddicas y catddicas del proceso [6].

Teniendo en cuenta que | a cin®tica de re
unidad de tiempo se esta disolviendo en un medio dado, cuando este sistema (metal-
electrolito) estadesplazado de una si t u4dfaste proceseestd descritd i

por la ley de Faraday. La primera ley establece que la masa de cualquier sustancia,

acci

n

00
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depositada o disuelta en un electrodo, es proporcional a la cantidad de electricidad que ha
pasado por la celda (Ecuacion 3.27), donde m, es la masa expresada en g; M, es la masa
molar en g/at-g; |, es la corriente en A; t, es el tiempo en s; n, el nimero de electrones que

participan en la reaccién electroquimica; y F, es la constante de Faraday (96490 C/mol)

[6].

a — (3.27)

Es asi, como a partir de ésta se llega a la ecuacion de la velocidad de corrosién (r)
(Ecuacion 3.28), donde A es el area del metal corroido en cm? e i es la densidad de
corriente, la cual es extraida de la curva de polarizacion. Adicionalmente, se puede conocer
la velocidad de corrosion en funcién del periodo de tiempo (medida gravimétrica o pérdida
de peso), mediante la Ecuacién 3.29, donde K equivale a 8,74*10%, YO es la pérdida de

peso en g, Yy J es |l a dénsidad del materi al en g/ c
i — (3.28)

[ (3.29)



4. Met odol og? a

Para cumplir con los objetivos establecidos en la investigacion, se procedié con las
siguientes fases:

4.1 Revision bibliogréfica

Se inici6 con la revision bibliografica relacionada con el proceso de
biolixiviacién/biooxidacion mediante microorganismos aciddéfilos y la electroobtencién, para
la recuperacion de Zn, en bases de datos (Scopus, Springer, Google Scholar), manuales
y libros, seleccionando y sintetizando los mas cercanos a los objetivos de la investigacion,
como se resefio en la Tabla 3-1.

4.2 Recoleccidn de muestras en la mina La Gavia

Las muestras se seleccionaron a partir de los residuos mineros de la mina polimetélica La
Gavia, ubicada en la zona Quiebralomo (Riosucio), al noroccidente del departamento de
Caldas, Colombia. Se recolectaron 8 kg de mineral polimetélico con contenido apreciable
(verificado macroscOpicamente) de esfalerita, pirita, calcopirita, galena y minerales de la

ganga.

4.3 Trituracion y molienda

Se realizaron los procesos de trituracién y molienda, con el objetivo de llevar el mineral a
un tamafo pasante 200 malla ASTM. La trituracion primaria y secundaria se llevo a cabo
en una trituradora de mandibulas tipo Blake y una velocidad de 250 rpm, obteniendo
materi al con un tama¥fYo aproximado de 100
en un molino de bolas, con el objetivo de tener material con dimensiones de alrededor de
75Am (Malla 200 ASTM).

20
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4.4 Proceso de concentracion por flotacion

Se realizd el proceso de concentracidén por flotacién hidrofébica en camaras de flotacion
en suspension acuosa, asistida con inyeccién de burbujas de aire, con el objetivo de
concentrar la esfalerita y separarla por pasos de otras fases minerales. Se usé un
porcentaje de pulpa de 30%, con sulfato de cobre como activador, Aero 404 como colector,
cal para control de pH y aceite de pino como espumante, con condiciones de operacion de

1200 rpm y tiempo de acondicionamiento y recuperaciéon de 8 y 15 min, respectivamente.

4.5 Caracterizacion inicial de la muestra recolectada de la
mina La Gavia y del concentrado del proceso de

flotacion

Se realiz6 la definicion de las caracteristicas mineralégicas y fisico-quimicas del mineral,
a modo de conocer las condiciones iniciales de la muestra y del concentrado de la
esfalerita.

4.5.1. Preparacion de la muestra: Se elaboraron secciones pulidas del material por
medio del proceso de desbaste, usando inicialmente lijas de carburo de silicio N°
220, 340, 400, 600 y 1000, y pulido utilizando suspensiones de diamante (9, 6, 3y
1nm), para el analisis mineral6gico mediante microscopia Optica de luz plana
polarizada (MOLPP).

4.5.2. Caracterizacion mineralégicainicial:

45.2.1. Microscopia 6ptica de luz plana polarizada (MOLPP): Mediante MOLPP, se
realiz6 la técnica de conteo de puntos, para identificar las fases minerales
segun norma ASTM D2799, con el uso del microscopio Optico de luz plana
polarizada marca Leitz Laborolux 11POL, modo de operacion luz reflejada con

objetivos de aumento de 10X y 4X.

4.5.2.2. Difraccion de rayos X (DRX): Se llevd a cabo el andlisis por DRX para el

reconocimiento de las fases minerales presentes y las proporciones de
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4.5.2.3.

minerales presentes en los residuos de la Mina. El analisis DRX se hizo por
medio de un difractometro PANalytical Xpert Pro MPD, modo set up spiner,
usando una reflexi-n est8ndar € rMO°com
una velocidad de corrida de 0.05°/s, utilizando un tubo de cobre. Los
difractogramas fueron tratados y analizados utilizando el software

Xpert High Score Plus.

Espectroscopia de infrarrojo (FTIR): Se llevé a cabo andlisis por FTIR, como
andlisis complementario a los resultados obtenidos por DRX. El andlisis FTIR
se llevé a cabo en un equipo marca Shimadzu Advantage 8400, empleando
pastillas de KBr (modo transmitancia). Para esta técnica se tom6 1 mg de
muestra en 100 mg de KBr. El nimero total de scans fue 24, con resolucion
espectral de 4cm™, en un rango de longitud de onda de 400 i 4000 cm?, con
correccion Happ-Henzel. Los espectros fueron tratados utilizando el software
IR Solution.

4.6 Reactivacion, tamizaje y adaptacion del

microorganismo al mineral

Se realizaron los procesos de reactivacion, tamizaje y adaptacion del microorganismo al

mineral, con el fin de seleccionar los microorganismos mas apropiados por especie y

realizar cambios paulatinos tolerables para estos.

4.6.1. Reactivacion del microorganismo: Se realizd la reactivacion de las cepas

comerciales conservadas en el Laboratorio de Biomineralogia y Biohidrometalurgia
(LBB) de la Universidad Nacional de Colombia i Sede Minas, (Tabla 4-1),

adquiridas de la American Type Culture Collection [34] y del Deutsche Sammlung

von Mikroorganismen und Zellkulturen [35].

Las cepas se reactivaron en erlenmeyer de 250mL con 100 mL de volumen
efectivo, cultivadas a un pH de 1,8, ajustado con acido sulftrico, temperatura de
35+1°C y velocidad de agitacion 180+10 r.p.m. en un agitador orbital marca

Centricol, durante 12 dias. Las especies A. ferrooxidans y L. ferrooxidans se

rango
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cultivaron en medio T&K con adicion de solucion de sulfato ferroso al 33,3%p/v
como fuente de energia, mientras que los A. thiooxidans se sembraron en medio
9K con adicion de azufre al 1%p/v como fuente de energia, condiciones basadas
en el estudio de [10], [18]. La composicion del medio T&K fue (NH4).SO.: 0,5 g/L,
MgS0,4.7H.0: 0,5 g/L y K:HPO4: 0,5 g/L y del medio 9K fue (NH4)2.SO4: 3 g/L,
MgS0.4.7H20: 0,5 g/L y K2HPO.: 0,5 g/L, KCI: 0,1 g/L y Ca(NOs3)..H.0: 0,01 g/L [10],
[14].

Se asegur6 el crecimiento del microorganismo mediante mediciones de pH y
potencial redox, diariamente durante los primeros 3 dias y a partir de alli cada 3
dias hasta completar 12 dias, acorde con los resultados obtenidos en el proceso.
Los datos de pH y potencial redox se leyeron en un equipo multiparamétrico marca
HACH HQ40d [47] con una sonda HACH PHC301 [48](electrolito KCI) y una sonda
HACH MTC301 [49](electrodo de referencia Ag/AgCl), respectivamente. Las
medidas se hicieron en cdmara de flujo laminar horizontal, para garantizar las

condiciones de esterilidad en los electrodos empleados y en el sistema.

Tabla 4-1: Cepas comerciales conservadas en el Laboratorio de Biomineralogia y

Biohidrometalurgia (LBB) de la Universidad Nacional de Colombia i Sede Minas.

REPIQUE DSMZ
NUMERO ID ESPECIE NUMERO ID ESPECIE
9465 A. ferrooxidans 1927 A. ferrooxidans
583 A. ferrooxidans 2391 L. ferrooxidans
584 A. ferrooxidans 2705 L. ferrooxidans
585 A. ferrooxidans 1929 L. ferrooxidans
24419 A. ferrooxidans 1931 L. ferrooxidans
11477 A. ferrooxidans 504 A. thiooxidans
14882 A. ferrooxidans 9463 A. thiooxidans
17398 A. ferrooxidans 11478 A. thiooxidans
REPIQUE ATCC
NUMERO ID ESPECIE NUMERO ID ESPECIE
15494 A. thiooxidans 2880 A. ferrooxidans
19377 A. thiooxidans 2380 A. ferrooxidans

Fuente: Elaboracién propia.
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4.6.2.

4.6.3.

Tamizaje bacteriano o screening: Se realizaron ensayos probando todas las
cepas comerciales disponibles en el laboratorio, como se observa en la Tabla 4-1,
utilizando las condiciones mencionadas en el item anterior, con una adicion de 5%

de pulpa mineral durante 21 dias.

Se hizo control de evaporacion cada 3 dias, por pérdida de volumen. Todas las
condiciones fueron replicadas y se incluyé el respectivo control abiotico. Se llevo a
cabo el seguimiento de pH y potencial redox, con el fin de definir las cepas més
competentes de cada especie, siguiendo el procedimiento explicado en el item

anterior.

Adaptacion del microorganismo al material: El proceso se realizé con cultivos
puros, con la mejor cepa por especie de A. ferrooxidans, A. thiooxidans y L.
ferrooxidans, seleccionadas a partir del tamizaje.

Se llevaron a cabo ensayos de adaptacion del microorganismo al mineral, donde
conforme el tiempo, se le suplementd paulatinamente su fuente de energia por
porcentajes de pulpa mineral. Para A. ferrooxidans y A. thiooxidans se emplearon
porcentajes de pulpa de 5%pl/v, 8%p/v, 10%p/v, 15%p/v y 20%p/v, con contenido
de sulfato ferroso de 15%p/v, 12%p/v, 10%p/v, 5%p/v y 0%p/v, respectivamente.
Para el caso de L. ferrooxidans, se prepararon ensayos con porcentajes de pulpa
de 1%plv, 3%plv, 5% pl/v, 8% p/vy 10% plv, ya que esta cepa, iniciando el proceso

de adaptacion, resulté mas afectada por el contenido de metales en solucion.

Los ensayos fueron incubados bajo las condiciones mencionadas en el proceso
de reactivacion, durante 21 dias. Se hizo control de evaporacién, cada 3 dias, por
pérdida de volumen, todas las condiciones fueron replicadas y se incluyé el
respectivo control abiético. Se hizo el seguimiento de la cinética del proceso de
biolixiviacién mediante medidas de pH y potencial redox diariamente los primeros
3 dias y a partir de alli cada 3 dias, siguiendo el procedimiento explicado en el item

anterior.
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4.7 Ensayos formales de biolixiviacion de la esfalerita

Se realizaron los ensayos formales de la biolixiviacién de la esfalerita y su seguimiento en

el tiempo.

4.7.1.

4.7.2.

4.7.3.

Biolixiviacion: Se realizaron ensayos de biolixiviacion de la esfalerita. El proceso
se realiz6 con cultivos puros y en mezcla de las cepas previamente adaptadas. Los
ensayos fueron hechos a nivel de agitador orbital marca Centricol, usando
erlenmeyers de 250 mL, con un volumen de trabajo de 100 mL. Los ensayos fueron
incubados en medio T&K [10] con adiciéon de 1%p/v de azufre, 10% de pulpa, pH
de 1,8 (ajustado con acido sulftrico), temperatura de 35+1°C y velocidad de
agitacion 180+10 r.p.m., durante 21 dias. Se hizo control de evaporacion, cada 3
dias por pérdida de volumen y, todas las condiciones fueron replicadas y se incluyé

el respectivo control abiético.

Seguimiento del proceso de biolixiviacion: Se realiz6 el seguimiento y monitoreo
del proceso de biolixiviacibn mediante medidas de pH, potencial redox, biomasa y
determinacién de Zn*? diariamente durante los primeros 3 dias y a partir de alli cada
3 dias. La medicion de pH y potencial redox se realizO en un equipo
multiparamétrico marca HACH HQ40d [47] con una sonda HACH PHC301
[48](electrolito KCI) y una sonda HACH MTC301 [49](electrodo de referencia
Ag®%AgCl), respectivamente. La medicién de biomasa se realizé por conteo celular
mediante recuento directo en una camara de Neubauer marca Boeco con una
profundidad de 1/10 mm, colocado en un microscopio biolégico molecular CX31
marca OLYMPUS. La determinacién de Zn*? se realizé por medidas titulométricas
con EDTA, utilizando tri-etanol-amina y negro de eriocromo como indicador [50].
Las medidas se hicieron en cadmara de flujo laminar horizontal, para garantizar las

condiciones de esterilidad en los electrodos empleados y en el sistema.

Caracterizacion mineraldgica y fisicoguimica de los productos sélidos y
liquidos finales: Se realiz0 la caracterizacion mineraldgica mediante DRX, FTIR y
SEM sobre los remanentes solidos, y la caracterizacion fisico-quimica mediante

pH, potencial redox, y biomasa sobre las soluciones.
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4.7.3.1.

4.7.3.2.

4.7.3.3.

Andlisis DRX: Se hizo por medio de un difractometro PANalytical Xpert Pro
MPD, modo set up spiner, usando una reflexion estadndar en un rango de
operaci - n 1d9e° céhdna veloidad de corrida de 0.05°/s, utilizando
un tubo de cobre. Los difractogramas fueron tratados y analizados utilizando el
software Xpert High Score Plus.

Andlisis FTIR: Se llevd a cabo en un equipo marca Shimadzu Advantage 8400,
empleando pastillas de KBr (modo transmitancia). Para esta técnica se tomé 1
mg de muestra en 100 mg de KBr. El nimero total de scans fue 24, con
resolucion espectral de 4cm™, en un rango de longitud de onda de 400 i 4000
cm, con correcciéon Happ-Henzel. Los espectros fueron tratados utilizando el
software Lab Solution IR.

Anélisis SEM: Se realizé en un microscopio electrénico de barrido EVO MA 10
de Carl Zeiss equipado con detector de deriva de silicio de 10mm Oxford
instruments modelo X-act. Las imagenes obtenidas fueron tratadas mediante el
software INCA suite v5.05 para EDS. Para este analisis, las muestras fueron

previamente metalizadas con oro y se utiliz6 un voltaje de 18kV.

4.8 Purificacion de la solucion:

Este proceso se dividié en dos etapas, por un lado, se hizo la eliminacién de hierro con la

adiciéon de amoniaco acuoso (NHs) y, por otro lado, se realizé la eliminacion de elementos

trazas con la adicién de Zn en polvo.

4.8.1. Eliminacion de hierro: Tras realizar la lectura del contenido de Fe en la solucion

4.8.2.

mediante absorcion atémica, se realizé su eliminacién, mediante el método de
precipitacion de la jarosita, con la adicibn de amoniaco acuoso (NHs),
estequiométricamente, a pH 1,5 y una temperatura de 90°C en una placa de
calentamiento con agitacién magnética entre 300 y 400 rpm. Posteriormente, se

dej6 asentar el precipitado, para su filtracion [28].

Eliminacién de otros elementos traza: Tras llevar a cabo la lectura del contenido
Mny Cu, la solucién fue sometida a un ajuste de pH a 4 y un calentamiento a 70°C

en una placa de calentamiento con agitacion magnética entre 300 y 400, durante
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30 min, tiempo en el cual fue adicionado Zn en polvo. Pasada esta media hora, el

sélido resultante fue filtrado [28].

4.9 Ensayos de Electrowinning

Los ensayos de electroobtencion fueron realizados a nivel de beakers, empleando un
anodo de plomo, un cétodo de aluminio, un pH de 4 y temperatura ambiente. La separacién
entre los electrodos fue de aproximadamente 5 cm y se mantuvo constante, y la densidad

de corriente empleada fue definida segun la Ley de Faraday.

Se realiz6 el monitoreo del voltaje, pH y peso ganado en el catodo, con el ideal de conocer
la cantidad de Zn electrodepositado. La muestra final fue analizada por andlisis SEM.



5Resul tados y discusi - -n

Los resultados arrojados por esta investigacién estan en concordancia con los objetivos
especificos y se dividieron en: la caracterizacion de los residuos de la mina La Gavia, antes
y después de la flotacion, la etapa de biolixiviacion, la técnica de electroobtencién y la

caracterizacion de las muestras biolixiviadas.

5.1 Caracterizacion mineralogica de los residuos de la

mina La Gavia y muestras postflotacion

El andlisis petrografico de los residuos de la mina La Gavia presenté como minerales
mayoritarios la esfalerita, la pirita, la calcopirita, la galena y los minerales de la ganga.

En la Figura 5-1 (preflotacion), se observaron
granos de esfalerita (Sp) de color gris, con
baja reflectancia; granos de pirita (Py) con su
notable brillo metalico esplendente de color
amarillo laton, anguloso y con bordes
irregulares; granos de minerales de la ganga

(Gan) de color gris oscuro de forma irregular,

uno de ellos con inclusiones de pirita (Py); y

0 &' o

granos de galena (Gn) de color blanco. - ..m b 23 - SO
Figura 5-1: Imagen MOLPP. Aumento 10X.
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En la Figura 5-2, se distinguieron los
minerales previamente mencionados: granos
de esfalerita (Sp), pirita (Py), minerales de la
ganga (Gan) y galena (Gn). Adicionalmente
se observé un grano de esfalerita con
intercrecimiento de grano de calcopirita (Cpy)
de color amarillo pélido (zona superior

izquierda).

En la Figura 5-3 (postflotacién), acorde con lo esperado, se evidencia el incremento en el

contenido de los granos de la esfalerita (Sp) y la disminucion de las fases acompafantes,

como efecto de la depresién, en su gran mayoria, de la pirita (Py), la calcopirita (Cpy) y los

minerales de la ganga (Gan) por el ambiente alcalino (pH=11), y en menor proporcién, los

sulfuros distintos a la esfalerita que posiblemente fueron flotados por el colector, como es

el caso de la galena (Gn).
Se observa igualmente, una gran
concentracion de granos de esfalerita libre
(Sp), de color gris azulado, con apreciaciones
hexagonales y de bordes poco redondeados;
uno de estos granos se percibe en la zona
central derecha con inclusiones posiblemente
de calcopirita (Cpy); también se advierten
pequefios granos de galena (Gn) de
coloracion blanca y con hébito irregular;
granos de pirita (Py) con alta reflectancia; y en
menor proporcion, granos de minerales de la
ganga (Gan) de color gris oscuro con su

caracteristica forma irregular.

Figura 5-3: Imagen MOLPP. Aumento 4X.
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En la Figura 5.4, con un mayor aumento,
se distinguen granos de esfalerita (Sp)

de color gris y anguloso; granos de {y \“‘3( !i q,?
AL . o
idr

'.»\

\ PR

galena (Gn) de coloracion gris claro con
clivaje cubico y hoyos triangulares
ocasionados por el pulido, uno de estos
con intercrecimiento junto al grano de
esfalerita (Sp), ubicado en la zona
derecha; y granos de calcopirita (Cpy)
de color amarillo palido

En la Figura 5-5, se observan granos de
pirita (Py) de color amarillo con alta
reflectancia, angulosos y con bordes
redondeados; granos de esfalerita (Sp)
de color gris, baja reflectancia, y granos
de galena (Gn) de color amarillo pélido

con clivaje cubico.

Figura 5-5: Imagen MOLPP Aumento 10X.

Tabla 5-1: Cuantificacion de fases minerales por técnicas de conteo de puntos, norma
ASTM D2799, sobre muestras pulidas.

Fases minerales Muestra preflotacion Muestra postflotacion
Esfalerita (Sp) 20,9% 83,3%
Pirita (Py) 16,8% 3,6%
Calcopirita (Cpy) 8,6% 3,0%
Galena (Gn) 8,7% 7,8%
Minerales de la ganga (Ga 45,0% 2,3%

Fuente: Elaboracion propia.
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Mediante la técnica de conteo de puntos, norma ASTM D2799, se determind el contenido
de las fases minerales mayoritarias identificadas al microscopio sobre las muestras pulidas
(Tabla 5-1).

Como se observa en la Figura 5-6, los resultados fueron confirmados mediante la técnica
DRX, donde se comprobd en las muestras pre y postflotacion, la presencia de esfalerita
(Sp), pirita (Py), calcopirita (Cpy), galena (Gn) y mineral de la ganga, especificamente
cuarzo (Qz), moscovita (Ms), illita (Ill) (producto presumible de la alteracion de la
moscovita) y calcita (Cal), en linea con las investigaciones realizadas por [51]i [56].

En las Figuras 5-6 y 5-7, los picos correspondientes a la esfalerita (Sp) se traslapan con
los de la pirita (Py), por lo que existiria la incertidumbre si el incremento desde la muestra
preflotacion a la muestra postflotacion corresponden al contenido de la esfalerita y no de
la pirita, sin embargo, se observa que la disminucion de los picos singulares de la pirita
(37° y 41°), permiten confirmar el aumento de la esfalerita, asi como la disminucioén de las
restantes fases minerales.

Counts 10000

Muestra preflotacién
Sp
Py
5000
Coy
Cal
Sp
. Py Gn Py . . .
¥ M 7 y )
| & SS az J\ o Gn Py . é‘; N P
| az|az oo | ose| s o '
" 1] Gn o\ Py Qz |Gn I Cpy /. Gn
0 IV TN TY .\_J'\.._j.. - A “.1 s e A N "
R e Ry n e S A REEERE .
40 50 60 70 80

Paosition [*2Theta] (Copper (Cu))

Figura 5-6: Difractograma de rayos X de la muestra preflotacion.
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Figura 5-7: Difractograma de rayos X de la muestra postflotacion

En la Figura 5-8, mediante el analisis FT-IR, se logré el reconocimiento de la illita y la
moscovita, silicatos que comparten similitudes estructurales y, de manera analoga, bandas
en el espectro, ubicadas en las frecuencias 3655 cm?, 3628 cm™, 1074 cm?, 1028 cm™,
912 cm?, 528 cm?, 474 cm?y 418 cm™.

Las bandas 796 cm™ y 777 cm™ se interpretan como debidas a la presencia de cuarzo,
previamente identificado [57], [58]. Asi mismo, se identifican bandas asociadas a
carbonatos, especificamente calcita, situada en las frecuencias 1423 cm™, 890y 796 [55].
Es notable la reduccion de estos elementos con la disminucion de las bandas tras el

proceso de flotacion.

Se encontraron bandas en el rango de frecuencia 2340 cm? y 2360 cm?, de baja
intensidad, las cuales se asocian con la presencia de CO; del equipo, bandas en las
frecuencias 3406 cm™ y 1622 cm?, relacionadas con la presencia de agua, y bandas entre

2840 cm™y 2960 cm™, las cuales se vinculan al grupo alifatico C-H (materia organica).
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Figura 5-8: Espectro de FTIR de la muestra polimetalica preflotacion y postflotacion.

En las Figuras 5-9 y 5-10, por medio de los mapas elementales obtenidos por analisis
SEM/EDS de la preflotacion y postflotacion, respectivamente, se distinguieron las

diferentes fases minerales, ya mencionadas.

Los principales elementos detectados en las muestras preflotacién fueron Zn, S, Fe, Pb,
Si, Cu, O, Aly K, y en la muestra postflotacion fueron Zn, S, Fe, Si, Cu, O, Aly Ca. Con
esto se puede inferir la disminucion del contenido de galena, teniendo en cuenta que el Pb
no fue detectado como elemento mayoritario en la muestra postflotacion, como también se

observo en los analisis DRX (Figura 5-6 y 5-7).
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Figura 5-9. Mapa elemental de la muestra preflotacion obtenida mediante analisis
SEM/EDS.
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Figura 5-10. Mapa elemental de la muestra postflotacion obtenida mediante analisis
SEM/EDS.

En la Figura 5-11, con base en los andlisis micro quimicos realizados a los granos de
esfalerita, se observo que este tenia un bajo contenido de Fe, aproximado de 1,145%peso,
ademas de impurezas, como manganeso, cadmio y plomo, en menor proporcion, los
cuales también podrian llegar a lixiviarse durante el proceso. En las tablas asociadas a
cada una de las imagenes, se obtuvo el promedio del porcentaje masico y atomico del
contenido de los granos de esfalerita.
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Figura 5-11. Microscopia electrénica de barrido, imagen modo electrones

retrodispersados. a) Muestra preflotacion y b-c) Muestra postflotacion. c) Intercrecimiento

de grano es esfalerita con grano de cuarzo, embebiendo grano de pirita. Nota: Las tablas

EDS muestran el promedio de elementos contenidos en los granos de esfalerita.
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5.2 Capacidad de biolixiviacion de los metales presentes
en los residuos de la mina La Gavia, mediante el uso
de cepas bacterianas acidoéfilas puras y en cultivos
mixtos

Para evaluar la capacidad de biolixiviacién de los metales presentes en los residuos de la
mina La Gavia, es importante distinguir y valorar las etapas previas, que favorecieron los
porcentajes de recuperacion de Zn*?, asi como la capacidad adaptativa de los
microrganismos mas fuertes de las cepas A. ferrooxidans, A. thiooxidans y L. ferrooxidans.
Las etapas fueron: la reactivacion, el tamizaje bacteriano o screening, la adaptacién de las
cepas seleccionadas y finalmente, la biolixiviacion. Los resultados de cada una de ellas se

muestran a continuacion.

5.2.1 Etapa de reactivacion de todas las cepas

Se realizaron ensayos con todas las cepas comerciales disponibles en el laboratorio,
logrando la reactivacion de todas ellas en un tiempo inferior a 12 dias. Para el caso de A.
ferrooxidans y L. ferrooxidans, se realizd el control del proceso en funcién del potencial
redox (Eh), esperando que este llegase a valores mayores a 500mV y 600mV,
respectivamente; y para A. thiooxidans, la observacién se realizé con base a la disminucién

del pH, alcanzando valores inferiores a 1.

A Comportamiento de A. ferrooxidans:

En la Figura 5-12, en cuanto al Eh, se observé un comportamiento positivo de todas las
cepas de A. ferrooxidans, ya que la mayoria de ellas se reactivo luego del dia 2, llegando
a un potencial redox superior a los 600 mV, a excepcién de las cepas A. ferrooxidans 24419
(438,95 mV), A. ferrooxidans 585 (442, 80 mV) y A. ferrooxidans 17398 (545,25 mV), sin
embargo, después del dia 6, todas las especies, lograron su reactivacion. Se siguio la
medida de potencial redox hasta el dia 12, ya que se percibi6é valores constantes de Eh,

confirmando el comportamiento estable de los cultivos.

En la Figura 5-13, con relacion al pH, a partir del dia 1, se observé un aumento elevado en
todas las cepas, llegando a valores entre 2,17 y 2,38. Este rango de valores se mantuvo

constante durante los dias 2 y 3, sin embargo, mientras que algunas cepas aumentaron su
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pH en el dia 2 y lo disminuyeron en el dia 3, otras presentaron el comportamiento inverso.
A partir de alli, estos valores cayeron paulatinamente hasta el dia 9, con valores cercanos
a 1,9, para aumentar nuevamente en el dia 12. Comparando las cepas aletargadas de la
Figura 5.12 y 5.13, las cepas A. ferrooxidans 24419, A. ferrooxidans 585 y A. ferrooxidans
17398, también fueron de las Ultimas en presentar un aumento en el pH durante los

primeros dias.
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Figura 5-12. Comportamiento del Eh de las cepas A. ferrooxidans durante la reactivacion
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Figura 5-13. Comportamiento del pH de las cepas A. ferrooxidans durante la reactivacion
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A Comportamiento de A. thiooxidans:

En la Figura 5-14, se observé un aumento paulatino en el potencial redox de todos los
cultivos, desde el dia 1 hasta el dia 6, llegando a valores cercanos a 700 mV, los cuales
se estabilizaron por el tiempo restante del montaje, sin embargo, se notaron algunas caidas

leves de Eh, primero a la cepa A. thiooxidans 19377 en el dia 2 y las restantes en el dia 3.

En la Figura 5-15, teniendo en cuenta el pH como control de las cepas A. thiooxidans,
estas presentaron un comportamiento muy saludable y deseado desde el dia 1 hasta el
dia 12, donde se pudo ver que esta variable descendié gradualmente.

En el dia 1, todas las cepas lograron valores cercanos, entre 1,69 y 1,82, sin embargo,
para el dia 2, las cepas A. thiooxidans 11478, 15494 y 19377, lograron una disminucién
mayor de pH respecto a las demas, condicién que se siguid percibiendo por el resto del
montaje, hasta llegar a valores cercano a 0,6 para el dia 12.
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Figura 5-14. Comportamiento del potencial redox (Eh) de las cepas A. thiooxidans
durante la reactivacion.
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Figura 5-15. Comportamiento del pH de las cepas A. thiooxidans durante la reactivacion.

A Comportamiento de L. ferrooxidans:

En la Figura 5-16, se observé un comportamiento similar en todas las cepas, con un
aumento positivo y gradual en el potencial redox. Se resalto la cepa L. ferrooxidans 2705,
ya que mostré un crecimiento mas acelerado, por ejemplo, en el dia 2, alcanzé un valor
cercano a los 450 mV frente al resto con 400 mV, y en dia 3, logr6é 650 mV, a diferencia de
las restantes con 450 mV. A partir del dia 6, todas las cepas alcanzaron un valor cercano

a 650 mV, resultado que se conservo durante el resto del montaje.

En la Figura 5-17, se observé un comportamiento muy similar en todas las cepas a
excepcion L. ferrooxidans 2705, lo que podria sugerir una relacion entre el Eh y el pH. En
el dia 1, en todas las cepas se not6 un incremento precipitado en el pH, pasando de 1,9 a
2,2 aproximadamente. En el dia 2, se presentd una leve disminucion, a diferencia de L.
ferrooxidans 2705, quien fue la Unica cepa en seguir incrementando el pH, y en el dia 3,
todas tuvieron un incremento general, llegando a un pH cercano a 2,25. A partir de alli, el
pH empez6 a disminuir paulatinamente, logrando valores inferiores a 1,9, para ascender

levemente al dia 12.



60 Recuperacion de zinc a partir de residuos mineros mediante biolixiviacion por
bacterias acidofilas y electroobtencion
700
650 o L) —{J 4
600
550
=
£ 500
&
450 < o
£y
400 — O
350
re!
300
0 3 6 9 12
Tiempo (dias)
0-1f2391 —0—Lf2705 Lf 1929 Lf 1931
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5.2.2 Etapa de tamizaje bacteriano o screening

En la etapa de tamizaje bacteriano o screening, se seleccionaron las cepas mas resistentes
a un porcentaje de pulpa inicial de 5% de A. ferrooxidans, A. thiooxidans y L. ferrooxidans,
a partir de todas las cepas comerciales disponibles en el laboratorio. Las variables de
control fueron Eh para A. ferrooxidans y L. ferrooxidans, con valores cercanos o superiores

a 600 mV, y pH para A. thiooxidans, con valores inferiores a 1.

Para el caso de las cepas pertenecientes a A. ferrooxidans, fue necesario realizar dos
etapas de tamizaje (Etapa |l y Il), debido a que, en el primer montaje, las tres mejores cepas
se acercaron a la variable de control, sin embargo, este hecho ocurrié durante los ultimos
dias del proceso, por lo que fue necesario una segunda etapa con el fin de asegurar un

comportamiento estable con 5% de pulpa mineral.

Con relacién a las cepas de L. ferrooxidans, se ejecutaron un total de cuatro etapas de
tamizaje, donde fue necesario emplear densidades de pulpa inferiores, debido a su
sensibilidad frente a los concentrados de esfalerita. De este modo, se emplearon las
densidades de pulpa, de manera secuencial, 5%, 3%, 2% y 1% (Etapa I, II, 1l y V),

teniendo los mejores resultados en este Ultimo porcentaje de pulpa.

Las cepas seleccionadas al final del proceso fueron A. ferrooxidans 9465, A. thiooxidans
15494 y L. ferrooxidans 2705, después de observarse un comportamiento estable durante

el Ultimo montaje respectivo.

A Comportamiento de A. ferrooxidans:

En la Figura 5-18, se observé la Etapa | del tamizaje bacteriano con las cepas de A.
ferrooxidans, en funcion del Eh como variable de control. El crecimiento de la mayoria de
las cepas fue nulo durante el montaje, con un leve aumento de algunas en el dia 15, que
finalmente no indicé un desarrollo adecuado de estos cultivos. Sin embargo, tres cepas
mostraron un buen comportamiento con relacion a las demés: A.f.9465, A.f.2880 y
A.f.2380, siendo la mas destacada la primera. En el caso de A. ferrooxidans 9465, ésta
empezo a mostrar la fase de crecimiento a partir del dia 9 hasta el dia 15, punto en el que
se evidencio la fase estacionaria, alcanzando un Eh méaximo de 571,50 mV. Las cepas A.

ferrooxidans 2880 y 2380 tuvieron un crecimiento mas tardio, donde la fase de crecimiento
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exponencial se observé a partir del dia 12, siendo la primera alcanzd su maximo el dia 15,
con Eh 482,13 mV y la segunda el dia 18 con 468,63 mV, momento a partir del cual se
observd una caida en los valores (mas prominente en las ultimas dos, aparentemente

evidenciando al menos el inicio de la fase de muerte celular).

Con el fin de observar un crecimiento exponencial estable en los primeros dias del cultivo,
se decidi6 realizar la Etapa Il con estas tres cepas, manejando el mismo 5% de porcentaje
de pulpa, lo cual se observé en la Figura 5-19. En estos ensayos, se pudo observar que
las fases lag fueron mucho mas cortas a comparacion de la Etapa |, y el crecimiento
exponencial ocurrié entre los dias 1 y 3 para A.f. 9465, entre los dias 2 y 6 para la cepa
A.f. 2880 y entre los dias 3y 9 para la cepa A.f. 2380. Las fases estacionarias de las tres
fueron estables y constantes durante el resto del montaje, sin evidencias en el declive de
éstas y de esta manera de la fase de muerte.

A partir de los resultados anteriore, se seleccioné la cepa A. ferrooxidans 9465 para los
ensayos formales de biolixiviacion, ya que esta evidencié un mejor comportamiento en la

cinética del Eh que las cepas A. ferrooxidans 2880 y 2380.

600
<& <
550 <
500
S 450
E
£ 400 n
350 O I
n _____,_f/a e _¥ ! ;
— 3 g
T TS o s - S ! )
wl oy
250
0 3 6 9 12 15 18 21
Tiempo (dias)
O Af 9464 —0— Af 9465 Af 583 Af 584 %—Af585 —x—Af24419
+— Af 11477 —8— Af 14882 Af 17398 Af1927 —O—Af2880 % Af2380

Figura 5-18. Comportamiento del Eh de las cepas A. ferrooxidans en etapa I. Nota: Las
barras indican la desviacién promedio de las medidas realizadas.
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Figura 5-19. Comportamiento del Eh de las cepas A. ferrooxidans en la etapa Il. Nota:
Las barras indican la desviacion promedio de las medidas realizadas.

A Comportamiento de A. thiooxidans:

En la Figura 5-20, se representé el comportamiento de las cepas A. thiooxidans con
relacion al pH como variable de control. En término generales, las curvas de crecimiento
celular fueron similares y positivas en todas las cepas de A. thiooxidans. En éstas, se
advirtié un decrecimiento del pH desde el dia 1, a partir del cual se presenté una pequeia
fase lag hasta el dia 3, siendo que a partir del alli todos los ensayos mostraron una caida
en el pH, mas pronunciada hasta el dia 6, partir del cual los valores de pH siguieron
disminuyendo, con variaciones pequefias variaciones entre las diferentes cepas hasta el

final de los ensayos.

La cepa A. thiooxidans 15494 fue la primera en lograr un pH inferior a 1 en el dia 9, mientras
que las cepas restantes lo alcanzaron en el dia 12, contraste que se siguié observando

hasta el final de los ensayos.

A partir de lo anterior, se seleccion6 la cepa A. thiooxidans 15494 para los ensayos
formales de biolixiviacién, teniendo en cuenta que esta fue mas activa que el resto de las
cepas, puesto que durante todo el montaje logré obtener los pHs menores en cada dia de

toma de muestra. El pH final alcanzado en el ensayo de esta cepa fue 0,66, mostrando
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una buena adaptacién y crecimiento en presencia de concentrado de esfalerita. A pesar
de que esta cepa fue la elegida para seguir con los ensayos, es claro que su mayor
actividad podria generar inconvenientes a la hora de hacer cultivos mixtos con los otros
dos microorganismos, los cuales se podrian ver afectados en su desempefo a pHs muy

bajos, por debajo de valores de 1.
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Figura 5-20. Comportamiento del pH de las cepas A. thiooxidans en el tamizaje
bacteriano. Nota: Las barras indican la desviacién promedio de las medidas realizadas.

A Comportamiento de L. ferrooxidans:

En la Figura 5-21, se exhibid el comportamiento de las cepas de L. ferrooxidans en la Etapa
| del tamizaje bacteriano con 5% de densidad mineral, en funcién del Eh como variable de
control. Las curvas de Eh se quedaron en la fase lag hasta el dia 12, a partir del cual
comenzo a observarse un incremento exponencial debido a aparente crecimiento, que sélo
alcanzé valores maximos entre 300 y 350 mV, lo que indicdé una etapa de crecimiento
incompleto y/o incipiente hasta el dia 21. Este comportamiento se interpreté como debido
a un efecto deletéreo por cuenta del efecto del Zn en solucion, por lo que se propusieron
montajes con cantidades menores de pulpa, con el fin de probar dicha hipétesis y buscar
pruebas, mediante los ensayos en las Etapas I, lll y IV, usando 3%, 2% y 1% de porcentaje

de pulpa, observado en las Figuras 26, 27 y 28, respectivamente.
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En la Figura 5-22, el comportamiento de las curvas sugiri6 una mejora en el
comportamiento de las cepas de L. ferrooxidans, con una fase lag que llegd hasta el dia 6,
seguido por un aumento en dos pasos (diduxico), inicialmente alcanzando valores
alrededor de 450 mV entre los dias 9 y 12, donde se observé un periodo aparentemente
estacionario, seguido por una subida hasta alrededor de 500 mV el dia 15, donde se
alcanz6 una segunda fase estacionaria que durd hasta el fin del experimento el dia 21. No
se presento el declive de ninguna de las cepas. Se observa que la cepa L. ferrooxidans
2705, tuvo un Eh mayor respecto a las demés cepas a partir del dia 12, con un Eh méaximo
de 517,30 mV. Sin embargo, no se alcanzé a llegar a los 600 mV ideales, por lo que se
procedio con la Etapa Ill.

En la Figura 5-23, a diferencia de las etapas previas, se observé un desarrollo celular
congruente de todas las cepas, con sus caracteristicas fases lag, de crecimiento
exponencial y estacionaria. Estos resultados se consideraron mejores, ya que las fases de
lag duraron, aproximadamente 6 dias, siendo que en el ensayo con la cepa L. ferrooxidans
2705, esta fase durdé 3 dias. De igual modo, las etapas de crecimiento ocurrieron
rapidamente, lo que indic6 un desarrollo estable en todas las cepas, lo anterior
posiblemente a una adaptacién progresivay pausada durante las Etapas | y Il y obviamente
al menor porcentaje de pulpa, que aparentemente afect6 menos el crecimiento de los
microorganismos. En términos generales, las fases estacionarias fueron muy similares con
valores superiores a 600 mV, sin embargo, la cepa L. ferrooxidans 2705 sobresalié, con

datos mayores a las otras cepas a partir del dia 6 y durante el resto del montaje.

En la Figura 5-24, se obtuvieron resultados alin mejores que los anteriores, donde las fases
lag y de crecimiento exponencial fueron de menor duracion, indicando un mejor
desempefio de los cultivos. Las fases estacionarias se conservaron durante el resto del

montaje, confirmando un crecimiento alternado al declive celular.

Estos resultados evidenciaron que L. ferroxidans es bastante sensible al efecto del
porcentaje de pulpa (esfalerita) en el medio, seguramente debido al efecto téxico del Zn
sobre los microorganismos. A su vez los ensayos sirvieron como una fase previa de
adaptacion de éstos al efecto deletéreo de la biolixiviacion del Zn de la esfalerita. Ademas,

se pudo definir las mejores cepas para el trabajo posterior.
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A partir de los resultados, se seleccioné la cepa L. ferrooxidans 2705 para los ensayos
formales de biolixiviacién, teniendo en cuenta su comportamiento destacado en las
diferentes etapas, aunque la mayoria de las cepas tuvo un comportamiento muy similar y

a la altura, sin diferencias muy grandes.
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Figura 5-21. Comportamiento del Eh de las cepas L. ferrooxidans en la primera etapa del
tamizaje bacteriano con 5% de densidad de pulpa. Nota: Las barras indican la desviacion
promedio de las medidas realizadas.
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Figura 5-22. Comportamiento del Eh de las cepas L. ferrooxidans en la segunda etapa
del tamizaje bacteriano con 3% de densidad de pulpa. Nota: Las barras indican la
desviacion promedio de las medidas realizadas.
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Figura 5-23. Comportamiento del Eh de las cepas L. ferrooxidans en la tercera etapa del
tamizaje bacteriano con 2% de densidad de pulpa. Nota: Las barras indican la desviacion
promedio de las medidas realizadas.
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Figura 5-24. Comportamiento del Eh de las cepas L. ferrooxidans en la cuarta etapa del
tamizaje bacteriano con 1% de densidad de pulpa. Nota: Las barras indican la desviacién
promedio de las medidas realizadas.

5.2.3 Etapa de adaptacibn de las cepas seleccionadas A.
ferrooxidans 9465, A. thiooxidans 15494 y L. ferrooxidans
2705

En la etapa de adaptacion, las cepas seleccionadas de la etapa de tamizaje bacteriano

fueron expuestas a un aumento gradual en el porcentaje de pulpa, a medida que era

reducida su fuente de energia convencional (medios T&K y 9K). Se observé un

comportamiento estable en el pH y el Eh y una adaptacién de las cepas.

Sin embargo, algunas tuvieron mejor desempefio que otras, como, por ejemplo, las cepas
A. ferrooxidans 9465 y A. thiooxidans 2705, lograron adaptarse a los porcentajes de pulpa
5%, 8%, 10%, 15% y 20%, mientras que la cepa L. ferrooxidans 2705 debi6 iniciar con 1%,
seguido por 3%, 5%, 8% y 10%. Con la cepa L. ferrooxidans 2705, se realizaron la Etapa
I, Il'y lll, de manera secuencial, con la densidad de pulpa de 8%, debido a que, en un
primer momento, el comportamiento de la curva de crecimiento de L. ferrooxidans 2705
arrojé resultados no satisfactorios, asi, estas tres etapas se efectuaron con el fin de

asegurar un crecimiento apropiado para el 10% de porcentaje de pulpa.
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A Comportamiento A. ferrooxidans 9465:

En la Figura 5-25, respecto a las curvas de Eh para los diferentes porcentajes de pulpa, se
apreciaron las caracteristicas fases de adaptacion, crecimiento exponencial y estacionaria
y el declive para los porcentajes mayores de densidad de pulpa (10%, 15% y 20%). Cuando
se empezaba a distinguir esta ultima fase, se procedia a inocular el microorganismo con

el siguiente porcentaje de pulpa, para evitar la muerte celular total de la cepa.

Con una densidad del 5%, se observé una fase lag y de crecimiento exponencial cortas,
llegando a la etapa estacionaria al dia 3, lo que indic6 una adecuacion y desarrollo rapido
del microorganismo. Este periodo se mantuvo durante el resto del ensayo, con un leve
descenso en el dia 6, sin embargo, el Eh se mantuvo en un rango de 525 mV y 565,5 mV.
Con este porcentaje de pulpa no se evidenci6 la fase de muerte celular.

Con una densidad del 8%, el comportamiento fue muy semejante, sin embargo, la etapa
estacionaria se alcanz6 en el dia 6, indicando que la cepa requirid de un tiempo mayor
para su adaptacién y crecimiento. ElI Eh se conservé en un intervalo aceptable entre 521
mV 'y 574,05 mV, con una leve disminucion en el dia 12. Al igual que el porcentaje anterior,

no se distinguid la fase de declive.

Con porcentajes de 10%, 15% y 20%, las fases de latencia y crecimiento tuvieron una
duracién mayor conforme aumentaba la densidad de pulpa, por lo que las cepas requerian
de un mayor tiempo para adaptarse, desarrollarse y llegar a la etapa estacionaria,
alcanzando esta en los dias 9, 12 y 15, respectivamente. A partir de alli, con 10% de
densidad de pulpa, esta dur6 6 dias, y con 15% y 20%, 3 dias. Lo anterior indicé que con
el aumento en el porcentaje de mineral aumento la fase lag, disminuyo la velocidad de
crecimiento (evidenciada por la pendiente de la fase exponencial) y retrasé la etapa de
latencia, ocasionado por las limitaciones provocadas por un ambiente cada vez mas hostil
para las cepas, presumiblemente debido principalmente a la toxicidad debida al aumento
en la concentracion de Zn en la solucion y al efecto fisico de las particulas, especialmente

a porcentajes por encima del 10% de pulpa [19], [20].

En la Figura 5-26, el pH presentd un incremento en los primeros dias para finalmente

descender levemente y estabilizarse, con una pendiente aparentemente similar en los
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cultivos. El aumento inicial en el pH fue mas marcado y con mayor duracién a medida que
aumentaba el porcentaje de pulpa, de esta manera, con 5%, el incremento ocurrié en el
dia 1 con un pH de 2,24, mientras que con un 20%, entre los dias 1y 3, con un pH maximo
de 3,19. Adicionalmente, confrontando los resultados de un mismo dia, el pH fue mayor en

funcién del aumento de la densidad de pulpa.

Con lo anterior, se infirid que a medida que aumentaba el porcentaje de pulpa:

o Las fases lag y de crecimiento fueron de mayor duracién, lo que indic6 que el
microorganismo requeria de un tiempo superior de acondicionamiento y desarrollo,
a causa de la disminucion de su fuente energética habitual y el efecto mecénico y
quimico de la densidad de pulpa.

o0 Las fases estacionarias fueron de menor duracion, llegando rapidamente a la fase
de declive, lo que sugiri6 que el crecimiento bacteriano estaba limitado por las
condiciones del ambiente, ocasionado posiblemente por el agotamiento de los
metabolitos, la falta de nutrientes y/o la aparicion de iones toxicos liberados tras la
disolucion de la esfalerita [19], [20].

o El aumento inicial del pH era mayor y con una duracién mas prolongada.

o El pH era mayor, teniendo en cuenta la comparacion de los valores en un mismo
dia, posiblemente por la mayor concentracion de fases minerales, que consumen

un mayor nimero de protones y elevan el pH en el medio.

Adicionalmente, teniendo en cuenta que, los cambios de pH para A. ferrooxidans no
descendieron a valores inferiores a 1, este estudio confirmo que el proceso metabdlico del
microorganismo y la disolucién del mineral estaba mas probablemente relacionado con el
hierro férrico generado, que con la produccion de acido derivada de la oxidacion de azufre,

como se ha evidenciado en trabajos posteriores [22], [28].
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Figura 5-25. Comportamiento del Eh de la cepa A. ferrooxidans 9465 durante el proceso
de adaptacion. Nota: Las barras indican la desviacion promedio de las medidas realizadas.
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Figura 5-26. Comportamiento del pH de la cepa A. ferrooxidans 9465 durante el proceso

de adaptacion. Nota: Las barras indican la desviacion promedio de las medidas realizadas.

A Comportamiento A. thiooxidans 15494:
En la Figura 5-27, el potencial redox tuvo un comportamiento de acuerdo con lo esperado

para los diferentes cultivos, donde se presentd un descenso en los primeros dias, el cual
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fue mas perceptible principalmente en los cultivos de mayor porcentaje de pulpa.
Posteriormente el Eh ascendié paulatinamente. Cotejando los resultados de un mismo dia,

el Eh fue menor en funcion del incremento en la densidad de pulpa.

En la Figura 5-28, el comportamiento del pH fue similar para todos los casos, iniciando con
una ascension en el dia 1. La diferencia entre las pendientes fue que, conforme incremento
el porcentaje de pulpa la inclinacién fue mayor, asi, con un porcentaje de mineral de 1%,
el pH fue de 1,2, mientras que con 10% fue de 3,4.

Posteriormente, se observé una disminucién del pH, en el que el descenso tuvo un
comportamiento semejante al mencionado anteriormente, es decir, la declinaciéon de las
curvas fue mayor en funcién del aumento en el porcentaje de pulpa, logrando un pH
cercano a 1, en todas las cepas para el dia 6. A partir de este dia, las curvas siguieron
disminuyendo lentamente hasta el punto de observar dias en los que el pH se estabilizo,
como por ejemplo entre los dias 12 y 15. El pH final fue muy similar para todas las cepas,

con un valor alrededor de 0,5.

Comparando los valores de pH de un mismo dia, este fue menor en relacién con el

incremento en la densidad de pulpa.

Con lo anterior, se concluyd que a medida que aumentaba el porcentaje de pulpa:

0 Ladisminucion inicial del Eh era mayor.

o ElIEheramenor, teniendo en cuenta la comparacién de los resultados de un mismo
dia.

o La pendiente ascendente y descendente del pH inicial era mayor (entre los dias 1
y 6).

o EIl pH era mayor, teniendo en cuenta el cotejo de los valores de un mismo dia,
debido a una mayor concentracion de fases minerales, que consumirian un mayor

namero de protones y elevarian el pH en el medio.
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Figura 5-27. Comportamiento del Eh de la cepa A. thiooxidans 15494 durante el proceso
de adaptacion. Nota: Las barras indican la desviacion promedio de las medidas realizadas.
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Figura 5-28. Comportamiento del pH de la cepa A. thiooxidans 15494 durante el proceso
de adaptacion. Nota: Las barras indican la desviacion promedio de las medidas
realizadas.
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A Comportamiento L. ferrooxidans 2705:

Después de observar la susceptibilidad de las cepas de L. ferrooxidans frente al 5% de
densidad de pulpa, tras los resultados adquiridos de las etapas de tamizaje bacteriano, se
decidi6 iniciar los ensayos con 1%, con el fin de asegurar un crecimiento 6ptimo de la cepa.
En la Figura 5-29, en las curvas de Eh, empleando 1% de mineral se observo un
crecimiento de acuerdo con lo esperado, con etapas de adaptacion y lag de corta duracion,
llegando a la fase estacionaria al dia 3; indicando un desarrollo deseado en la cepa. Es asi
como esta etapa se conservo durante el resto del ensayo y no se noté la fase de declive.

Con 3% de mineral, se consiguié un comportamiento bastante similar, donde las etapas de
adaptacion y crecimiento exponencial ocurrieron rapidamente, alcanzando la fase
estacionaria en el dia 3, sin embargo, los valores de Eh tuvieron un umbral inferior,
comparado los resultados con el 1%, de este modo, mientras que en el dia 3, con 1%, el
Eh fue 610, 97 mV, con 3% fue 514,42 mV. Dicha diferencia se conservd durante el

montaje, y al igual que con 1%, no se observo la fase de muerte celular.

Con 5%, el microorganismo tuvo una fase de adaptacion mas larga, seguido por un
aumento reducido en la etapa de crecimiento exponencial, la cual inici6 en el dia 6. Esta
se conservl durante el resto del ensayo, con una breve detencién entre los dias 9y 12.
Por lo anterior, esta cepa llegé a las condiciones esperadas en el dia 21, con un Eh de
547,53 mV, siendo que en este orden de ideas, esta curva no presentd las fases:

estacionaria y de declive, en el tiempo del ensayo.

Con 8%, fue necesario realizar 3 etapas (Etapa I, Il y Ill), debido a que, a medida que
incrementaba el porcentaje de pulpa, el comportamiento del microorganismo fue cada vez
peor. Fue asi, como la repeticién del ensayo, mejor6 los resultados, con un aparente
aumento en la tolerancia de la cepa y su respectivo desempefio. En la Etapa |, la curva de
crecimiento fue similar al comportamiento observado con 5%, donde la cepa present6 una
fase de adaptacion larga, con un crecimiento exponencial minimo entre los dias 6y 9y a
partir de alli se observé una fase de latencia con un Eh cercano a 350 mV, inalcanzando

la variable de control.
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En la Etapa ll, la conducta mejord, ya que, a pesar de que la etapa de crecimiento inicid
en el dia 6 (al igual que en la Etapa I), esta mostré una pendiente positiva mayor, llegando
a la fase estacionaria en el dia 12 con un Eh de 546,08 mV. Esta etapa fue inestable con

caidas en los dias 15 y 21 y subidas en el dia 18.

Y, en la Etapa lll, el comportamiento del microorganismo tuvo una mejora considerable,
con fases de latencia y crecimiento cortas, llegando a la fase estacionaria al dia 9, con un
Eh de 568,92 mV. Se apreci6 un pequefio descenso en el dia 12, sin embargo, el
microorganismo volvié a estabilizarse al dia 15, con un Eh de 615,08, uno de los
potenciales redox mas elevado en relacion con el resto de las curvas, lo que sugirio la
presencia de una poblacién bacteriana con una mejor tolerancia al concentrado de

esfalerita. No se percibié la fase de muerte celular.

Finalmente, con 10% de mineral, el microorganismo tuvo una fase de adaptacion y
crecimiento largos, en los que se observé una leve disminucién del Eh en los primeros 3
dias del montaje. La cepa alcanzé la etapa estacionaria en el dia 12, la cual fue fluctuante,
teniendo en cuenta que hubo un leve descenso en el dia 15 y se produjo el principio del

declive, en el dia 21.

En la Figura 5-30, de manera general, el pH tuvo un comportamiento estable a lo largo del
tiempo en los diferentes cultivos, con valores entre 1,5y 2,5.
Con lo anterior, se dedujo que a medida que aumentaba el porcentaje de pulpa:

0 Las fases de adaptacion y crecimiento duraron mas tiempo, lo que indicé que el
microorganismo demandaba un periodo superior de acondicionamiento y
desarrollo, a causa de la disminucién de su fuente energética habitual y el efecto
mecanico y quimico de la densidad de pulpa.

o Las pendientes de las etapas de adaptacion disminuian, por lo que los Ehs
maximos alcanzados, eran cada vez menores.

o Las fases estacionarias fueron de menor duracion, llegando rapidamente a la fase
de declive, lo que sugiri6 que el crecimiento bacteriano estaba limitado por las
condiciones del ambiente, ocasionado posiblemente por el agotamiento de los
metabolitos, la falta de nutrientes y/o la aparicién de iones téxicos liberados tras la

disolucién de la esfalerita.
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Adicionalmente, el repique de una cepa con el mismo porcentaje de pulpa favorecié el
proceso adaptativo del microorganismo, dado que:

0 Se disminuyé la duracion de las fases de adaptacién y crecimiento exponencial.

0 Se aumento el tiempo de la fase estacionaria.

0 Se disip6 la fase de declive celular.
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Figura 5-29. Comportamiento del Eh de la cepa L. ferrooxidans 2705 durante el proceso
de adaptacion. Nota: Las barras indican la desviacion promedio de las medidas realizadas.
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Figura 5-30. Comportamiento del pH de la cepa L. ferrooxidans 2705 durante el proceso

de adaptacion. Nota: Las barras indican la desviacién promedio de las medidas realizadas.

5.2.4 Etapa de biolixiviacion: Ensayos formales de Eh, pH,
biomasay determinacion de Zn*?

En la etapa de biolixiviacion, se evalu6 el comportamiento del Eh, el pH, la biomasa y la

determinacién de Zn*? de cultivos puros y en mezcla de las cepas adaptadas, sobre

concentrados de esfalerita con 10% de densidad de pulpa.

En términos generales, las gréficas mostraron un buen desempefio de los cultivos,
especialmente en el mixto formado por las tres cepas [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans +
A. thiooxidans], con una recuperaciéon maxima de 70% de Zn*?, en contraposicion con el
montaje formado Unicamente por la cepa [L. ferrooxidans], con una recuperacion de 30%
de Zn*2,

A Potencial redox (Eh):
En la Figura 5-31, los perfiles de Eh para los cultivos presentaron un comportamiento
similar a la etapa de adaptacién a la densidad de pulpa, donde se distinguieron las fases

lag, crecimiento exponencial, estacionario y declive.
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En todos los ensayos, se presentd una ligera disminucion en el dia 1, comportamiento que
se habia visto anteriormente en los ensayos de adaptacion, principalmente en los cultivos
con alto contenido mineral, lo cual se asocid a las dificultades presentadas por el

microorganismo para adaptarse.

Se resaltaron los cultivos mixtos [A. ferrooxidans + A. thiooxidans], [L. ferrooxidans + A.
thiooxidans] y [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans + A. thiooxidans], ya que a partir del dia 2
presentaron pendientes positivas, con una mayor inclinacion respecto a los demas,
indicando una fase de adaptacion y crecimiento exponencial mas rapidas. De estos, [A.
ferrooxidans + A. thiooxidans] y [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans + A. thiooxidans],
obtuvieron un mejor comportamiento, ya que llegaron a la etapa de latencia en el dia 6, a
diferencia del cultivo [L. ferrooxidans + A. thiooxidans], el cual tuvo una fase prematura
entre los dias 2 y 6, alcanzando el valor éptimo de Eh hasta el dia 9, momento en el que
fue alcanzado por el resto de las cepas, a excepcién de [L. ferrooxidans], quien inicio esta
etapa en el dia 12. De manera general, el comportamiento de la fase de latencia fue
fluctuante con altibajos de Eh en un intervalo entre 400 mV y 550 mV, lo cual se puede
traducir como periodos alternos entre momentos con un mayor nimero de divisiones

celulares o mayores muertes celulares.

Comparando los cultivos formados por cepas puras sobre las mixtas, estas presentaron
una disminucion mayor en el Eh durante los primeros dias, indicando que estas requerian

de un tiempo mayor para iniciar su fase de crecimiento.
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Figura 5-31. Variacion del Eh en la biolixiviacion de la esfalerita por diferentes cultivos.
Nota: Las barras indican la desviacién promedio de las medidas realizadas.

A Medida de acidez o alcalinidad (pH):

En la Figura 5-32, se aprecia una conducta parecida a la observada en la etapa de
adaptacion, teniendo en cuenta un aumento de pH en los primeros dias, seguido por su
descenso y estabilizacion. Sin embargo, estas curvas no fueron tan marcadas como la

etapa previa, indicando un comportamiento estable de las cepas.

El ascenso del pH en las primeras 24 h, se atribuy6 a la posible variacion del consumo de
acido, segun las reacciones de disolucion del mineral y la oxidacién de Fe*? a Fe*3, el
consumo de protones por parte de la esfalerita y la galena, y la presencia de minerales
acompafiantes, como fases carbonatadas y silicatadas, las cuales consumen iones H* [21].
De los diferentes cultivos, se destacaron aquellos en los que hacia parte la cepa A.
thiooxidans, especificamente los montajes [A. thiooxidans], [A. ferrooxidans + A.
thiooxidans], [L. ferrooxidans + A. thiooxidans] y [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans + A.
thiooxidans], ya que el descenso de pH fue mucho mayor, logrando valores cercanos a
0,5, a comparacion de los cultivos restantes, en los que el pH minimo logrado fue préximo
al,s.
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Figura 5-32. Variacion del pH en la biolixiviacion de la esfalerita por diferentes cultivos.
Nota: Las barras indican la desviacién promedio de las medidas realizadas.

A Biomasa:
En la Figura 5-33, en todos los cultivos se percibié el crecimiento de la poblacién bacteriana
después del dia 6, evolucion que siguié presentdndose, de manera exponencial

principalmente en los cultivos mixtos.

Por un lado, sobresalieron los montajes [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans + A. thiooxidans]
y [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans], los cuales mostraron pendientes mayores respecto a
los demas, en los que, entre los dias 15y 21, las curvas empezaron a estabilizarse. Para
el ultimo dia del experimento, [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans + A. thiooxidans] alcanzé
el doble de la poblacion microbiana de [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans], con los valores
1,86E+10 células/mL y 1,06E+10 células/mL, respectivamente. Una teoria expuesta por
diferentes autores podria explicar este suceso, en la que se indica que los diferentes
microorganismos en mezcla coexisten, sin acaecer una relacion competitiva, sino mas
bien, un proceso cooperativo entre éstos, teniendo en cuenta que el trabajo conjunto de
diferentes microorganismos permite la liberacion de zonas del mineral para un mejor
acceso de las otras bacterias [23], [59]. Incluso, puede estar ocurriendo que elementos que
no pueden ser oxidados por determinado microorganismo, lo seran por otro, evitando
posibles acumulaciones que podrian ser toxicas, segun se ha propuesto en trabajos

previos [34].
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Por otro lado, la cepa [L. ferrooxidans] presentd la menor curva de poblacidon microbiana,
teniendo en cuenta que no se logro realizar un conteo de células notorio hasta el dia 15,
con un valor de 2,5E+9 células/mL, que se mantuvo invariable por el resto del ensayo.
Respecto al resto de los montajes, la poblacién bacteriana se mantuvo en un rango de
2,5E+9 células/mL y 5E+9 células/mL.

Comparando los cultivos puros y mixtos, los primeros tuvieron un crecimiento poblacional
mas paulatino, en los que se observo un aumento evidente en el conteo celular a partir del
dia 15, de estos, [A. thiooxidans] presentd una inclinacion mayor, pasando de 7,1E+8
células/mL a 4,6E+9 células/mL. En cambio, en los montajes en mezcla, el incremento de
la poblacién se observo desde el dia 9, sin embargo, la curva del cultivo [L. ferrooxidans +
A. thiooxidans] tuvo una caida en el dia 12, pasando de 3,6E+9 células/mL a 2,6E+9

células/mL, valor que se conservo estatico en los siguientes dias.

2E+10 | Células/mL

1,5E+10

1E+10

S5E+09

—o—Af ——f —— At Af + Lf Dias
Af + At —— Lf+ At —@— Af + Lf + At —@— Control

Figura 5-33. Variacién de la biomasa en la biolixiviacién de la esfalerita por diferentes
cultivos. Nota: Las barras indican la desviacion promedio de las medidas realizadas.

A Determinacion de Zn*2:
En la Figura 5-34, en las curvas de determinacién de Zn*? en funcién de la concentracion,

en ppmy %, se logro la lixiviacion en todos los montajes, sin embargo, esta recuperacion
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varia desde un 30% con la cepa [L. ferrooxidans] hasta un 70% con el cultivo mixto [A.

ferrooxidans + L. ferrooxidans + A. thiooxidans].

A partir del dia 9, comenz6 a hacerse evidente la extraccion de Zn*2, sin embargo, como
se menciond anteriormente, [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans + A. thiooxidans] resalto del
resto de los montajes, con una liberacién del 27,9% de Zn*?, a diferencia de [L.
ferrooxidans], quien presentd la menor recuperacion del dia con 13,3% de Zn*2.

A partir de alli, [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans + A. thiooxidans] tuvo un incremento con
una conducta lineal hasta el dia 15, seguido por los cultivos [A. ferrooxidans + A.
thiooxidans] y [L. ferrooxidans + A. thiooxidans], mientras que el resto, presentaron curvas
de crecimiento con pendientes bajas, como los casos de [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans]
y [A. ferrooxidans], o casi nulas como los cultivos puros [A. thiooxidans] y [L. ferrooxidans].

Ahora bien, para el dia 18, el comportamiento de las curvas mejoro considerablemente, ya
gue hubo un aumento en las inclinaciones de la mayoria de los montajes, a excepcion del

cultivo puro [L. ferrooxidans].

Contrastando los montajes con cultivos puros y mixtas, estos primeros presentaron una
menor disoluciéon de Zn*2. Lo cual se explicaria con la teoria anteriormente mencionada,
en la que aparentemente, los diferentes microorganismos en mezcla cohabitaron,

realizando un trabajo conjunto entre ellos [23], [59].



Capitulo 5. Resultados y discusién 83

Concentracién Zn Concentracién Zn | 100%
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Figura 5-34. Variacion de la determinacién de Zn*? en la biolixiviacién de la esfalerita por
diferentes subcultivos en funcion del tiempo. Nota: Las barras indican la desviacién promedio
de las medidas realizadas.

En la Tabla 5-2, se sefial6 la recuperacion de Zn*? en cada una de las soluciones
biolixiviadas en el dia 21, y se compara con los dos trabajos precedentes asociados al
Grupo de Mineralogia Aplicada y Biohidrometalurgia, GMAB, correspondientes a Zapata
et. al. [18] y Mejia et. al. [60], en los que se trabajé con cultivos puros y mixtos de A.
ferrooxidans y A. thiooxidans sobre concentrados de esfalerita con 10% de densidad de
pulpa. Cotejando los resultados obtenidos con las tesis anteriores, se obtuvieron mejores
resultados, con una variacion pequefia con respecto a Mejia, et. al. [60], sin embargo, la
investigadora obtuvo mejores recuperaciones de Zn con la cepa pura de [A. ferrooxidans]
sobre la cepa mixta [A. ferrooxidans + A. thiooxidans], posiblemente debido a la mayor
cantidad de sustratos remanentes al final del proceso, como K-jarosita, schwertmanita y

precipitados de Siy Al.

Es importante notar el contraste entre los resultados de Zapata et. al. [18], y el presente
trabajo, teniendo en cuenta que esta autora trabajo con cepas nativas de la zona de
extraccion del mineral, por lo que se hubiera esperado mejores resultados, teniendo en
cuenta que estas presentan generalmente, una mayor tolerancia a los agentes toxicos
asociados al medio en el que se encuentran a comparacion de las cepas comerciales,

segun se ha concluido en trabajos previos [19].
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Tabla 5-2. Concentracion de Zn*? en solucién de las distintas cepas en el dia 21 g/L y %.

NOTA: Se incluye los resultados obtenidos de los trabajos precedentes de [18] y [60], concernientes

a los datos con las mismas condiciones de operacion.

y | Concentracion | Concentracion
) Concentracion | Concentracion
Cultivo de Zn*? (%) de Zn*? (%)
de Zn*2 (g/L) de Zn*? (%) . _
de la tesis [18] | de la tesis [60]
[A. ferrooxidans] 27,01 54,9 % 30% 52%
[L. ferrooxidans] 14,81 30,1 % - -
[A. thiooxidans] 12,20 53,3 % - -
[A. ferrooxidans +
_ 33,66 68,4 % - -
L. ferrooxidans]
[A. ferrooxidans +
o 33,33 67,7 % 15% 50%
A. thiooxidans]
[L. ferrooxidans +
. 32,46 65,9 % - -
A. thiooxidans]
[A. ferrooxidans +
L. ferrooxidans + A. 34,21 69,5 % - -
thiooxidans]
Control 0,81 1,7% 2% 2%

Fuente: Elaboracién propia.

A Difraccion de rayos X (DRX) sobre muestras biolixiviadas:
Se realiz6 andlisis de difraccion de rayos X a los productos sélidos de la biolixiviacién, con
el fin de visualizar la disminucion del sustrato (esfalerita), y la formacién de fases asociadas

a la biooxidacion de los minerales. Este andlisis fue netamente cualitativo.

En términos generales, se evidencié la oxidacion de la esfalerita en todas las muestras,
debido a la disminucion en la intensidad de los picos exclusivos de esta fase mineral. Por
su parte, los picos comunes de la esfalerita y la pirita crecieron (2d = 28,56; 47,47; 56,32),
lo que sugirio que la pirita, no fue oxidado durante el proceso. Este fendmeno, se observo
en mayor medida, en los cultivos mixtos, en los que se concluyé que hubo una mayor

dilucién del sustrato.
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En la Figura 5-35, correspondiente a la cepa [A. ferrooxidans], se detect6 la formacion de
precipitados, principalmente sulfatos de hierro (K-jarosita y NHas-jarosita), de plomo
(anglesita) y de calcio (yeso). Como fases minerales restantes, se detectd cuarzo en
pequefias proporciones.
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Figura 5-35. Espectro de DRX de muestras biolixiviadas por el cultivo [A. ferrooxidans]
en el dia 21.

En la Figura 5-36, espectro de difraccion de rayos X de la cepa [L. ferrooxidans], se

observo, de igual forma, K-jarosita y amonio-jarosita y anglesita.

En este espectro, se observé la presencia de picos de azufre de baja intensidad, los cuales
han sido reportados anteriormente, por ser productos de la oxidacion, que se sitian en la

superficie mineral, desfavoreciendo el proceso de oxidacion. De igual modo, se detectd

picos de baja intensidad del cuarzo.
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Figura 5-36. Espectro de DRX de muestras biolixiviadas por el cultivo [L. ferrooxidans] en
el dia 21.

En la Figura 5-37, en el espectro de la cepa [A. thiooxidans], los picos pertenecientes a los

al precipitado tipo jarosita, no fue detectado, y los picos de la anglesita y el yeso se

observaron con baja intensidad. Asi mismo, se observé picos de baja intensidad

correspondientes a cuarzo.
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Figura 5-37. Espectro de DRX de muestras biolixiviadas por el cultivo [A. thiooxidans] en
el dia 21.

Con relacion a los espectros de los cultivos mixtos: [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans], [A.
ferrooxidans + L. ferrooxidans], [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans] y [A. ferrooxidans + L.
ferrooxidans], correspondientes a las Figuras 5-38, 5-39, 5-40 y 5-41, se obtuvieron
resultados similares. En general, se apreciaron los picos asociados a jarosita,
principalmente K-jarosita, la cual se forma preferentemente sobre NH4-jarosita, segin se

ha reportado en trabajos anteriores, debido a su mayor estabilidad [61], [62].

Otros productos de la oxidacion, comunes en los cultivos mixtos, a excepcion del subcultivo
[A. ferrooxidans + L. ferrooxidans], fueron los precipitados de sulfato de plomo (anglesita)
y calcio (yeso), ademas de azufre y cuarzo, los cuales se apreciaron con baja intensidad.
Segun se observog, los picos en comun entre la esfalerita y la pirita crecieron, sugiriendo el

incremento del porcentaje de pirita, sobre la esfalerita.
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Figura 5-38. Muestra biolixiviadas por el subcultivo [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans].
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Figura 5-39. Muestra biolixiviadas por el subcultivo [A. ferrooxidans + A. thiooxidans].
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Figura 5-40. Muestra biolixiviadas por el subcultivo [L. ferrooxidans + A. thiooxidans].
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Figura 5-41. Muestra biolixiviadas por el subcultivo [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans + A.
thiooxidans].



90 Recuperacion de zinc a partir de residuos mineros mediante biolixiviacion por
bacterias acidofilas y electroobtencion

Los resultados del proceso de cuantificacion de los espectros de DRX, se encuentran en
la Tabla 5-3, los cuales se obtuvieron con refinamiento Rietveld, modo automatico.

Tabla 5-3. Resultados obtenidos del proceso de cuantificacion de los espectros de DRX

en %.
Subcultivo Sp Py Qz Ja Ang Gp S Gn
[A. ferrooxidans] 248% | 3,6% | 2,3% | 445% | 4,8% | 0,5% | 12,3% | 0,5%
[L. ferrooxidans] 50,5% | 6,1% | 4,5% | 32,2% | 18,3% | 4,2 12,6% | 0,7%
[A. thiooxidans] 63,6% | 4,1% | 1,8% [ 02% | 2,8% |4,1% |22,8% | 0,7%

[A. ferrooxidans + L.|655% |0,1% |2,1% | 13% |1,1% |29,4% |0,0% | 0,5%
ferrooxidans]
[A. ferrooxidans + A.|14,3% | 0,1% | 0,2% | 0,0% | 0,2% | 80,2% | 4,9% | 0,0%

thiooxidans]
[L. ferrooxidans + A.| 751% | 0,0% | 2,6% | 2,3% | 1,7% |4,7% | 13,1% | 0,4%

thiooxidans]
[A. ferrooxidans + L. |69,6% | 4,0% | 3,9% | 21,0% | 1,0% |0,1% | 0,0% | 0,3%

ferrooxidans + A.

thiooxidans]

A Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) sobre muestras
biolixiviadas
En la Figura 5-42, correspondiente a los espectros de infrarrojo de la cepa A. ferrooxidans,
se detect6 una serie de bandas tipicas, alrededor de la frecuencia 3379 cm™, interpretadas
como correspondientes al modo de estiramiento o tension de las moléculas de agua
superficial (stretching del enlace O-H) [10], [18], [57], [63]i [65], ademas de bandas
relacionadas con la deformacion del agua, modo vibracional 3 O Halrededor de 1628 cm-
1 [57], [63], [66]i [71]. A medida que transcurrio el tiempo, las bandas correspondientes

fueron creciendo.

Se observaron diferentes modos vibracionales interpretados como correspondientes a la
jarosita en las bandas con las frecuencias 505 cm-1 y 474 cm-1 (modo vibracional de
deformacién doblemente degenerada v2 (SO4-2)), 1200 cm-1, 1084 cm-1 y 1008 cm-1
(modo vibracional 3 3(SO4-2)), 633 cm-1 (modo vibracional v4 (SO4-2)) [22], [57], [63],
[66]i [69], [72], [73]. Ademas, fueron interpretadas las bandas en 1425 cm-1y 740 cm-1
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como debidas a la deformaciéon de NH*4, asociada a amonio jarosita por [63], [65], [67],
[68], [72].

Se observaron bandas caracteristicas, interpretadas como asociadas a la formacion de
anglesita, en las frecuencias 601 cm™®y 633 cm™ del modo vibracional v4. Se sugirié un
posible solapamiento de bandas de jarosita y anglesita, lo cual corresponderia a los modos
de vibracion de la anglesita v1 y v2, alrededor de las frecuencias 958 cm-1y 1000 cm-1, y
v3 entre las frecuencias 1084 cm-1y 1200 cm-1[10], [74]i [76].

Finalmente, se vieron bandas asociadas al cuarzo, alrededor de la frecuencia 796 cm-1y
777 cm-1, que se mantuvieron invariantes durante el proceso, teniendo en cuenta que el

cuarzo es uno de los silicatos mas resistentes a sistemas acidos [57].
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Figura 5-42. Espectros de FT-IR de muestras biolixiviadas por A. ferrooxidans, los dias
0,3,9 15y 21.

En la Figura 5-43, en los espectros de infrarrojo de la cepa L. ferrooxidans, también se
hicieron evidentes las bandas del modo de estiramiento y deformacion del agua, en las
frecuencias 3379 cm-1 y 1628 cm-1, correspondientemente [57], [63], [66]i [70].

En este caso, se observo la formacién de amonio jarosita, en la frecuencia 1425 cm-1, la
cual se redujo al dia 9, al igual que varias bandas del espectro. A partir del dia 15, se ve
un aumento general en todas las bandas, haciéndose evidentes bandas de la jarosita,
modo vibracional v, (505 cm?, 474 cm™), vz (1200 cm™,1084 cm™, 1008 cm™?), v4 (632 cm-
1) y amonio jarosita (1425 cm™) [22], [63], [66]i [69], [72], [73].
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A partir del dia 3, se observé la presencia de bandas interpretadas como debidas a la

formacion de anglesita, correspondientes al modo vibracional v4 en las frecuencias 601

cm-1y 632 cm-1[10], [74]i [76].

Se distinguieron bandas asociadas al cuarzo, alrededor de la frecuencia 796 cm?, la cual

fue invariante en el proceso [57].

DO

D3

D9

\

<
[se]
o
=

\

©
o
o
-

4000 3000 2000 1500 1000 500
1/cm

Figura 5-43. Espectros de FT-IR de muestras biolixiviadas por L. ferrooxidans, los dias 0,
3,9, 15y 21.

En la Figura 5-44, en los espectros de infrarrojo de la cepa A. thiooxidans, se hizo evidente
una disminucion de las bandas espectrales a medida que transcurrié el tiempo. De este
modo, de la muestra inicial, se reconocieron las bandas asociadas a la illita y moscovita,
ubicadas en la frecuencia 1053 cm-1, 1024 cm-1, 594 cm-1y 476 cm-1, y amonio jarosita,

en la frecuencia 1425 cm-1y 799 cm-1, las cuales se redujeron o desaparecieron, lo que
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podria indicar una posible reprecipitacion [57], [77]. Las bandas del yeso se ubicaron en
las frecuencias 1167 cm-1, 1024 cm-1, 854 cm-1, 694 cm-1, 627 cm-1y 476 cm-1 [57],
[77]. Como otro producto secundario del proceso de biolixiviacion se distinguid la anglesita,
cuyas bandas se encuentran ubicadas en las frecuencias 1638 cm-1, 1167 cm-1, 1053 cm-
1,627 cm-1y 594 cm-1, las cuales coinciden con las bandas del yeso, la illita y moscovita,

las cuales posiblemente fueron solapadas por estos minerales [10], [74]i [76].

Las bandas del cuarzo, con frecuencia 796 y 694 cm-1 fueron de baja intensidad,
sugiriendo una menor proporcion de esta fase mineral [57]. Al igual que el espectro de
DRX no se distinguieron bandas de jarosita.
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Figura 5-44. Espectros de FT-IR de muestras biolixiviadas por A. thiooxidans, los dias 0,
3,9, 15y 21.

En los espectros de infrarrojo de los cultivos con las cepas mixtas, se observaron bandas

similares, asi como comportamientos de éstas en el transcurso del ensayo. De manera
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global, se distinguié las bandas del modo de estiramiento de las moléculas de agua
superficial, entre las frecuencias 3380 cm?® y 3420 cm?, asi como frecuencias
correspondientes a la deformacion del agua, entre 1620 cm™ y 1627 cm™ [57], [63], [66]i
[70]. En general, estas permanecieron invariantes en el proceso, al igual que las bandas
de cuarzo, las cuales se ubicaron entre las frecuencias 796 - 798 cm-1y 773 - 774 cm-1
[57]. También, se distinguié bandas organicas, correspondientes a la presencia de grupos
alifaticos (C-H), asociados a carbono superficial celular o biomasa precipitada del proceso
metabdlico de los microorganismos, o posiblemente carbono superficial de la EPS [22],
[23], [57], [78]i [81].

En la Figura 5-45, con relacién al subcultivo [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans], se observo
un estiramiento mayor y bien definido de las bandas caracteristicas de la jarosita y amonio
jarosita, indicando la formacién estos minerales en mayor proporcion. Ademas, se aprecio
el crecimiento de bandas de anglesita en las frecuencias 633 cm™ y 601 cm™ [10], [74]i
[76].
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Figura 5-45. Espectros de FT-IR de muestras biolixiviadas por el subcultivo [A.
ferrooxidans + L. ferrooxidans], los dias 0, 3, 9, 15y 21.
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En la Figura 5-46, en los espectros de infrarrojo del cultivo [A. ferrooxidans + A.
thiooxidans], se distinguié el estiramiento de las bandas de jarosita bien definidas en el dia
3, correspondientes al modo vibracional v2 en la frecuencia 505 cm-1y 474 cm-1 y modo
v4 en 632 cm-1 [22], [63], [66]i [69], [72], [73]. La fase amonio jarosita no fue observada.

Las frecuencias correspondientes al modo vibracional vz de la jarosita no fueron detectadas
de manera clara, seguramente debido a un posible traslape entre las bandas de la jarosita
y el yeso, teniendo en cuenta que estas comparten bandas entre las frecuencias 1202 cm-
1y 1005 cm? [57], [77].
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Figura 5-46. Espectros de FT-IR de muestras biolixiviadas por el subcultivo [A.

ferrooxidans + A. thiooxidans], los dias 0, 3, 9, 15y 21.
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Un comportamiento similar, se aprecio en las Figura 5-47 y 5-48, correspondientes a los
cultivos [L. ferrooxidans + A. thiooxidans] y [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans + A.

thiooxidans].

En el ensayo con [L. ferrooxidans + A. thiooxidans], se observd la disminucion en las
bandas de carbonato después del dia 9, y una leve distorsion de las bandas entre las

frecuencias 1200-1000 cm-1y 620-470 cm-1, indicando el solapamiento de las bandas.

Y en el cultivo [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans + A. thiooxidans], las bandas de
carbonatos disminuyeron levemente, mientras que las bandas de la jarosita crecieron
amplia y definidamente, principalmente en los primeros dias. A partir del dia 9, se observo

la pasivacion de la jarosita, y después del dia 15, la alteracion de la banda, ubicada entre
las frecuencias 1200 cm™ y 1000 cm™, por el traslape ya mencionado.
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Figura 5-47. Espectros de FT-IR de muestras biolixiviadas por el subcultivo [L.
ferrooxidans + A. thiooxidans], los dias 0, 3, 9, 15y 21.
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Figura 5-48. Espectros de FT-IR de muestras biolixiviadas por el subcultivo [A.
ferrooxidans + L. ferrooxidans + A. thiooxidans], los dias 0, 3, 9, 15y 21.

A Microscopia electronica de barrido (SEM/EDS) sobre muestras biolixiviadas.

Finalizado el proceso, se realiz6 el analisis de microscopia electrénica de barrido
(SEM/EDS) sobre los productos soélidos de la biolixiviacion, para observar cambios
morfologicos sobre la esfalerita, por el efecto de la oxidacién, asi como los productos

formados, los cuales ya han sido distinguidos en técnicas de caracterizacion anteriores.

En las Figuras 5-49 y 5-50, en las im&genes de microscopia electrénica de barrido de la

cepa [A. ferrooxidans], se apreciaron indicios de oxidacion sobre los granos de esfalerita.

En la Figura 5-49.a se observé posible corrosion, en el grano derecho de la esfalerita, por
medio de una pelicula delgada, observada en el limite de grano (flecha blanca). Por su

parte, en la Figura 5-49.b, se observo la formacién de surcos de corrosion sobre la
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superficie del sustrato, ubicados de manera cercana al limite del grano (flechas negras).
Los surcos de corrosion observador en la Figura 5-50, cuyo espesor no sobrepasa 1um,
suelen estar adjudicados a zonas con mayor reactividad, teniendo en cuenta, una mejor
disponibilidad de los iones. Sobre estas zonas de corrosion, se evidencio la formacién de
sulfato de calcio, con contenido, en menor proporcién, de Mg, Si y Fe, lo cual puede

adjudicarse a la formacion de yeso (Tabla 5-4, numeral 1).

Por otro lado, sobre el grano izquierdo de la esfalerita, se observd gran cantidad de
precipitados de sulfato de hierro y plomo, posiblemente jarosita y anglesita, con variaciones
composicionales. Estos se distinguieron por la variacién de tonalidades de grises en un
mismo grano. Estos sulfatos presentaron proporciones menores de Al, Ky Si, ademas de
trazas de Cl, Rhy Na. Las diferentes composiciones, se muestran en la Tabla 5-4, numeral
2y 3.

Se distinguieron granos de silicatos, posiblemente illita, con aparente inicio de corrosion y
presencia de sulfato de hierro, asociado a la K-jarosita, en cantidades menores (Tabla 5-

4, numeral 4).
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EHT = 2000 KV Signal A= SE1 Date 19 Mar 2019 EHT = 20,00 kV Signal A=NTS BSD  Date 19 Mar 2019 5
WD=85mm FilamentAge= 11.16Hous Mag= 400X — WD=85mm FilamentAge= 11.16 Hous Mag= 400X S

Figura 5-49. a) Electrones secundarios, y b) Electrones retrodispersados. Vista general
de granos de esfalerita, y precipitados de sulfato de calcio, hierro y plomo. Los granos de
esfalerita presentaron indicios de corrosion, observados mediante zonas con bordes
irregulares y surcos de corrosion. Los precipitados de sulfato de hierro y plomo, ubicados
alrededor de la esfalerita, tenian un contenido en menor proporcion de Al, K, Siy Zn,
ademas de trazas de Cl, Rh y Na. Corrosion sefialada mediante flechas.



10C Recuperacion de zinc a partir de residuos mineros mediante biolixiviacién por

bacterias acidofilas y electroobtencion

EHT =20.00 kv 57
WD=85mm FilamentAge= 1147 Hours Mag= 200KX 5

Signal A= SE1 Date :19 Mar 2019 EHT = 20.00 kV

Signal A=NTSBSD  Date :19 Mar 2019 @m%ﬁu
WD=85mm  FilamentAge= 1147 Hours Mag= 200KX F.&g'?‘h

Figura 5-50. a) Electrones secundarios, y b) Electrones retrodispersados. Surcos de
corrosion de la esfalerita con un diametro no mayor a 1um con presencia de sulfato de
calcio, ubicado en las ranuras de oxidacion.

Tabla 5-4. Andlisis EDS sobre las variaciones en la composicién de sulfatos de calcio,

hierro y plomo, observadas mediante el modo de electrones retrodispersados.

1 2 3

Elementos %peso %Yovolumen %peso Yovolumen %peso Yovolumen %peso Yovolumen
O 25,66 49,09 39,11 | 68,80 | 22,53 | 48,68 30,46 53,56
Mg 1,74 2,19 - - - - 0,61 0,71
Ca 18,57 14,18 - - - - 0,44 0,31
Zn 34,38 16,10 1,87 0,81 2,98 1,57 2,44 1,05
S 18,42 17,58 11,23 9,86 17 18,33 24,29 21,31
Si 0,37 0,40 2,35 2,35 2,44 3,01 1,11 1,11
Fe 0.87 0.48 2549 | 12,84 | 31,71 | 19,63 30,56 15,39
Al - - 1,52 1,59 1,06 1,36 5,31 5,54
Cl - - - - 0,7 0,69 - -

K - - 2,13 1,53 3,38 2,99 0,63 0,46
Na - - - - 0,53 0,79 - -
Pb - - 16,24 2,21 17,67 2,95 4,15 0,56
Rh - - 0,06 0,02 - - - -

En las Figuras 5-51 y 5-52, en las imagenes de microscopia electrénica de barrido de la

cepa [L. ferrooxidans], se distinguieron granos de esfalerita de diversos tamafos y

composiciones, con contenidos inferiores al 2%awmico de Fe, Mn, K'y Cd. En la Figura 5-

51.a. se observé que los granos de menor tamafio, no superiores a 30um, presentaron

indicios de corrosién, observados como bordes irregulares (flecha negra), sobre los granos
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de esfalerita de mayor tamafio, los cuales tenian bordes mas definidos. Esto indicé la
disociacién preferentemente sobre los granos de menor dimensién, lo cual ha sido
demostrado por diferentes estudios, donde tamafios reducidos de grano, incrementan el

namero de sitios activos de fijacion microbiana por el mecanismo indirecto de contacto.

En la ampliacién de estas regiones de deterioro (Figura 5-52), se encontrd que el contenido
de Zn era inferior, con relacion al porcentaje méasico del Zn promedio de las muestras
iniciales en la esfalerita, lo que probablemente indicaria la disolucion de este elemento. De
hecho, los resultados obtenidos por EDS, en diferentes puntos en las cercanias al borde
de corrosién, mostraron que el porcentaje de Zn disminuia conforme se acercaba al limite
de grano. De este modo, el porcentaje de Zn promedio fue disminuyendo desde 63,19%peso
hasta 39,25% peso. EN su lugar, se encontré contenido de Fe, Pb y O, con trazas de Al, Si,
Mn y K, lo que sugirié la formacion de sulfatos de hierro y plomo en los limites de grano.
Las composiciones de los diferentes sectores del grano de esfalerita de la Figura 5-52, se
mostraron en la Tabla 5-5.
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Figura 5-51. a) Electrones secundarios, y b) Electrones retrodispersados. Granos de
esfalerita con dimensiones varias, donde se distinguié corrosion, principalmente en granos
de menor tamafio. Corrosion sefialada mediante flechas.
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Figura 5-52. a) Electrones secundarios, y b) Electrones retrodispersados. Limite de
grano de esfalerita, donde se evidencié la variacion del porcentaje de Zn.

Tabla 5-5. Andlisis EDS sobre las variaciones en la composicion de Zn y elementos
restantes en los limites de grano de esfalerita.

Elementos = 2 3

%peso Yoatomico %peso Yoatomico %peso Yoatomico
S 29,59 41,77 23,73 | 29,12 | 14,90 | 14,29
Zn 63,19 43,76 42,16 | 25,38 | 39,25 | 18,46
K 0,44 0,51 1,20 1,21 4,18 3,28
Fe 2,33 1,89 12,13 8,55 11,76 6,47
Mn 0,26 0,22 - - - -
0] 4,19 11,86 13,57 | 33,37 | 29,92 | 57,50
Al - - 0,41 | 0,60 - -
Si - - 0,40 | 0,57 - -
Pb - - 6,39 | 1,21 - -

En las Figuras 5-53, en la imagen de microscopia electronica de barrido de la cepa [A.
thiooxidans], se observaron granos de esfalerita con oxidacion incipiente, teniendo en
cuenta la formacion de caminos de oxidacion sobre la superficie del mineral, generalmente
sobre su clivaje (flechas negras, Figura 5-53b). Estos granos de esfalerita presentaron,
como principales impurezas, Mn y Cd, las cuales posiblemente pudieron llegar a ser
biolixiviadas. Se encontraron granos de pirita con bordes bien definidos, lo que indic6, que
esta fase mineral no fue oxidada.

Al observar, con un aumento mayor, un grano de esfalerita con evidencias de oxidacion

(flechas negras, Figura 5-54.a), se observo que este no presentd grandes variaciones de
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composicion en las cercanias al limite de grano, lo que indicé que el contenido de Zn se
estaba conservando en la estructura de la esfalerita. Esto confirm6 una oxidacion
insignificante, lo cual se vi6 reflejado en un bajo porcentaje de disolucién por parte de esta
cepa. En la Tabla 5-6, se mostraron las variaciones de elementos en el grano de la

esfalerita.

EHT = 20,00 kv Signal A= SE1 Date :22 Mar 2019 coarse [ EHT = 2000 kV Signal A=NTSBSD  Date :22 Mar 2019
WD=85mm FilamentAge= 27.56 Hours Mag= 150X mn T F———1 wo=85mm FiamentAge= 2756 Hous Mag= 150X |

Figura 5-53. a) Electrones secundarios, y b) Electrones retrodispersados. Granos de
esfalerita con corrosion incipiente. Granos de pirita sin signos de corrosion.
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Figura 5-54. a) Electrones secundarios, y b) Electrones retrodispersados. Grano de

esfalerita, con evidencias de corrosion en el sentido del clivaje. No presento variaciones
significativas en el contenido de Zn.




104 Recuperacion de zinc a partir de residuos mineros mediante biolixiviacion por

bacterias acidofilas y electroobtencion

Tabla 5-6. Andlisis EDS sobre las variaciones en la composicion de Zn y elementos

restantes en los limites de grano de esfalerita.

Elementos 1 2 3 4

%peso Yoatsmic %peso Yoatsmic %peso Yoatsmic %peso Yoatsmic
S 0,84 0,75 8,07 | 14,73 | 25,88 | 41,64 | 21,84 | 36,12
Zn 56,34 | 24,35 | 88,47 | 79,18 | 70,90 | 55,96 | 76,13 | 61,76
Fe 1,22 0,62 1,56 1,64 1,54 1,42 1,83 1,74
o 41,60 | 74,08 | 1,03 3,76 - - - -
Mn - - 0,45 0,48 0,43 0,41 - -
Cd - - 0,42 0,22 1,25 0,58 - -

En las Figuras 5-55 y 5-56, en las imagenes de microscopia electrénica de barrido de la
cepa [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans], se apreciaron granos de esfalerita, de
aproximadamente 80 um, los cuales presentaron indicios de corrosion, ya que se advirtié
golfos y zanjas de corrosion, distribuidas por la superficie del grano (flechas blancas). Estas
zonas se distinguieron por ser pronunciadas, y ubicarse en direccién a planos de clivaje
del mineral. Asi mismo, se observé una fina capa ubicada en los alrededores de los granos
(Figura 5-55.b, flechas negras y Figura 5-56), la cual, aparentemente, se identific6 como
sulfato de hierro, correspondiendo a principalmente a la fase de K-jarosita.

Este mineral, ubicado en los limites de grano, se presenté con una morfologia de gotas y
de pelicula, alrededor de la esfalerita, posiblemente inhibiendo la biooxidacién, teniendo
en cuenta que, esta actua como una barrera consumidora de iones Fe*3. De este modo,
se presento variaciones en el contenido de Fe, ademas de presentar trazas de Zn, Pb, Si
y Al. En la Tabla 5-7, se indicaron estas proporciones, sefialadas en la Figura 5-56.
Ademas, se observé granos de pirita bien definidos, con bordes triangulares poco
redondeados, aparentemente sin signos de corrosiéon, con un contenido de trazas de Zny
La.
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Figura 5-55. a) Electrones secundarios, y b) Electrones retrodispersados. Granos de
esfalerita con dimensiones con surcos de corrosion en direccion a los planos de clivaje
del mineral. Grano de pirita sin aparente oxidacion. Fechas blancas: indicador de zanjas
de corrosion. Fechas negras: pelicula formada alrededor de granos de esfalerita.
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Figura 5-56. a) Electrones secundarios, y b) Electrones retrodispersados. Grano es
esfalerita con indicios de corrosion en zona lateral, en el sentido del clivaje. Formacion de
gotas y pelicula, principalmente de fase K-jarosita alrededor del grano de esfalerita,
principalmente ubicado en zona cercana a los surcos de corrosion.
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Tabla 5-7. Andlisis EDS sobre las variaciones en la composicion de Zn y elementos

restantes en los limites de grano de esfalerita.

Elementos ! 2
%peso Yoatémico %peso Yoatomico

@) 36,34 64,68 59,01 | 81,10
Fe 22,38 11,42 14,54 5,73
S 11,51 10,22 10,34 7,09
K 2,57 1,88 2,98 1,67
Zn 6,76 2,94 13,13 4,42
Si 571 5,79 - -
Pb 13,58 1,87 - -

Al 1,14 1,21 - -

En la Figura 5-57 y 5-58, en las imagenes de microscopia electrénica de barrido de la cepa
[A. ferrooxidans + A. thiooxidans], se distinguid la oxidacion de la esfalerita, teniendo en
cuenta, la presencia de limites de grano poco delimitados, asi como pits y caminos de
corrosion sobre su superficie (flechas blancas, Figura 5-57).

En la Figura 5-58, se observoé la formacion de una pelicula alrededor de los granos de la
esfalerita. Esta capa pertenecié a un sulfato de hierro y calcio, correspondientes a las fases
K-jarosita y yeso, respectivamente (flechas negras), con la presencia de trazas de Siy Ti.
La fase K-jarosita se observd, con un aumento mayor, como un agregado de aspecto
poroso, formado de la unién de pequefas gotas de jarosita. También se aprecié un grano
de galena, con evidente corrosion, teniendo en cuenta limites de grano poco delimitados,
lo que sugirid la liberacién de iones Pb*?, que intervienen en la formacién de la anglesita,

fase observada mediante FT-IR y DRX.
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Figura 5-57. a) Electrones secundarios, y b) Electrones retrodispersados. Granos de
esfalerita con evidente oxidacion, provocando la formacién de pits y caminos de corrosion
en la superficie de la esfalerita. Formacion de sulfato de hierro y calcio en los limites del
grano.
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Figura 5-58. a) Electrones secundarios, y b) Electrones retrodispersados. Limites del
grano de esfalerita con evidente oxidacién, provocando la formacion de pits y caminos de
corrosion en la superficie de la esfalerita. Formacion de sulfato de hierro y calcio en los
limites del grano.

En las Figuras 5-59, en la imagen de microscopia electrénica de barrido de la cepa [L.
ferrooxidans + A. thiooxidans], se observé sefiales de corrosion, teniendo en cuenta una

serie de canales, observados al interior de la esfalerita.

En la Figura 5-60, se distinguieron mas detalladamente estos canales, los cuales estan
formados por pequefios pits en forma esférica o forma eliptica, con diametros inferiores a
5 pm.
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Figura 5-59. a) Electrones secundarios, y b) Electrones retrodispersados. Granos de
esfalerita con presencia de oxidacién en forma de zanjas, formadas por una serie de pits
en forma esférica o eliptica.
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Figura 5-60. a) Electrones secundarios, y b) Electrones retrodispersados. Mayor aumento
de un grano de esfalerita con presencia de oxidacion en forma de zanjas, formadas por
una serie de pits en forma esférica o eliptica.

Por dltimo, en la Figura 5-61, en la imagen de microscopia electrénica de barrido de la
cepa [A. ferrooxidans + L. ferrooxidans + A. thiooxidans], se observé un aglomerado de
sulfatos, principalmente de hierro, alrededor de los granos de la esfalerita, de forma mas
compacta y menos porosa. Se sugirid que esta nueva fase corresponde a K-jarosita, con
una composicion compleja, con contenido de Zn, asociado a Al, Siy Cd.
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Figura 5-61. Electrones secundarios. a) Aumento de 3000X y b) Aumento de 5000X. Fase
de K-jarosita, de formacion menos porosa.

5.3 Evaluacion de la técnica de electroobtencion para la
recuperacion de Zn

Para evaluar la técnica de electroobtencion es importante diferenciar y valorar la etapa
antecedente, que llevé a la recuperacion de Zn en su forma metalica. Esta es la

purificacién. Los resultados se muestran a continuacion.

5.3.1 Etapa de purificacion

Se realiz6 la purificacion de las soluciones, posterior al proceso de filtracion, con el ideal
de retirar los iones metalicos diferentes al Zn, los cuales fueron bioooxidados junto con la
esfalerita, teniendo en cuenta que estos afectan la eficiencia de la electroobtencion, debido

a la reduccion del sobrepotencial de hidrogeno.

Mediante analisis de absorcién atbmica, se determind la concentracion de diferentes iones
metdlicos, detectados en las soluciones, para su eliminacibn mediante calculos

estequiométricos, como se muestra en la Tabla 5-8.























































































