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Resumen \Y

Resumen

En este trabajo se presenta el escalado y evaluagiqmateso de biooxidacion de tesiduode

mineria aurifera(proveniente de la mina La Maruja, Marm&aldas) desde una escala de
laboratorio hasta un nivel de planta piloto en reactores de tanque agitado. Para procurar €l éxito de
escalado, se realizdna caractergcion mineraldgica inicial delesiduoy una adaptacion del
agente biolégicoAcidithiobacillus ferrooxidansal mineral. A escala de laboratorio determind

el nivel mas apropiado de agitacignse evaluaron dos criterios de escalado seleccionados con
base en las necesidades del proceso. A través de la caracterizacidbn mineralégica se establecié que
la fase mineral predominante enresiduo fue la pirita con un 326 y el contenido de Fey S
axendio a 24.9 y 28.7%espectivamentepsobservaromdemagarticulas micrométricas de oro
diseminadas en la superficie de los sulfuros indicando la refractariedad del mineral. Mediante una
serie de cultivos sucesivos se obtuvo una agiable respecta su actividad oxidativy se
eliminaron las fases de latencia en las cinéticas de biooxidacion. Los ensayos preliminares en
reactores indicaron que el intervalo de agitadidéneo para el proceso osaiatre 500 y 700

r.p.m sobresaliendo 500p.mpor la reduccién en el consumo de potencia. El criterio de escalado
mas adecuado fue velocidad en la punta del impukdarual redujcel estrés hidrodinamico sobre

el microorganismg condujo dos masaltos porcentajes de hierro y sulfatos disueEbgscalado

desde laboratm hasta planta piloto, precisi®l ajuste y/o cambio dgertascondiciones con cada
aumento en el volumen, particularmetaecalidad del medio de cultivg la relacién inicial
[células]/[mineral] algunos de estos cambios parebaber afectado el arranque del proceso a
nivel de planta piloto. A nivel de laboratorfoatraz y 5L)los porcentaje de hierro y sulfatos
disueltos fueonded 2 2 % 2y5 $anejoraroncon el aumenten escald27-29% y 3032%). Si

bien aun se requiere dejuste de ciertos parametroscgndiciones, particularmente en planta
piloto, en términos generalek encontré quel escalado del proceso de biooxidacionlake
residuos de La Marujgresentod resultados promisorios que pueden ser tomados como punto de

partida para la optimizacion del proceso y su @anm@ntacion a escala comercial.

Palabras clave:adaptacion, biooxidacion, caracterizacidmenalégica, escalado, residuo minero



Abstract V

Abstract

This work presents the scalg and the evaluation of the biooxidation process of mine tailings
(coming from La Maruja mine in Marmato, Caldas (Colombia)) from laboratory to a pilot scale in
stirredtank reactors. To ensure a successful scaling, an initialrahiggical characterization of

mine tailings and an adaptation of the biological agéwidjthiobacillus ferrooxidan$ to the

mineral were carried out. The most appropriate level of agitation was established at laboratory
scale. Additionally, two scalingriteria were selected and evaluated based on the process needs.
Thanks to the mineralogical characterization it was established that the predominant mineral phase
in the residue was pyrite (35.7%jth Fe and S reaching 24.9 and 28.7% respectively. Micron
gold particles were observed in the mineral surface indicating refractoriness. By meaesies
subcultures, a stable strain was obtained and the latency phases were eliminated in the
biooxidation knetics. Preliminary tests in reactors indicated that proper agitation rate is between
500 and 700 r.p.m, favoring 500 r.p.m because of lower power consumption. The most suitable
scaleup criteria was speed at the tip of the impeller. Thus, reducing hyolodc stress on the
microorganisms and generating the highest rates of diluted Fe and S. Thepsicata laboratory

to the pilot plant requires adjusting and/or changing certain conditions every time the volume is
increased, in particular, the culturedium and the initial relation [cells]/[mineral]. These changes
may have affected the onset process at pilot plant level. At laboratory level, the percentage of ore
biooxidation was significantly improved with an increase in the scale. While some pasaameter
conditions might still require some adjusting, particularly at the pilot level, the overalugrale

the biooxidation process of mine tailings from La Maruja, produced promising results that can be

taken as a starting point for process optimizatiad commercial implementation.

Keywords: adaptation, biooxidation, mine tailings, mineralogaracterization, scalep.
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| ntroduccion

El uso indiscriminado de las reservas de metales altamente puros y su consecuente agotamiento, ha
conducido a la busqueda de nuevas fuentes para suplir la creciente demanda de la industria. Hoy,
gran parte déa extraccion de metales preciosos se hasdateservas secundarias, como menas

de baja ley yeasiduos de la actividad miner@édntina y Acevedo, 200%1oque y Obbard, 2011
Sekharet al, 2012;Kaksoneret al, 2014). En el caso particular del oro, sstima que un tercio

de su produccion mundial proviene de depdsitos secundarios, constituidos en su mayoria por
minerales refractarios (Das Sen 2001; Arroyave, 2008). En las menas refractarias el oro se
encuentra encapsulado y/o en solucion sélida en sulfuros insolubles, entre los que destacan la pirita
y arsenopirita, barreras fisicas o quimicas que evitan o hacen ineficiente la recupetangtalde

por el método convencional de cianuracién, lo que ha conducido al desarrollo de diversos
pretratamientos (Das y Sen, 2001; Karameeieal, 2001; Arroyave, 2008; Hoque y Hobbard,

2011 Kaksoneret al, 20143. Entre las tecnologias o pretratam@ndlisponibles comercialmente

para destruir las matrices de sulfuros, la biooxidacién es considerada la mas econdémica, versatil y

menos contaminant&éramane\et al.,2001; Das y Sen, 20D1

La biooxidacion es un proceso natural de disolucion, en elogumicroorganismosxtremofilos

como Acidithiobacillus ferrooxidanscatalizan la oxidacion de sulfuros asociados a los metales
preciosos(Mishral y Rhee, 2014)Este proceso usualmente no genera la cantidad de residuos
peligrosos caracteristicos de patéimientos como la tostacién u oxidacion quimicéampoco
presenta altos costos como la oxidacion a presion; los residuos de la biooxidacion consisten en
lixiviados que se pueden tratar facilmente mediante neutraliza®lonn( 1995; Climo et al.,

2000 Mejia et al, 2011 Sekharet al, 2013. Adicionalmente, este proceso biolégico se puede
llevar a cabo en diferentes configuraciones de reactores, con diversos tipos de microorganismos y
condiciones de operacion (Acevedo, 208@&ramanevet al, 2001; Hoque y Hobbard, 2011
Kaksoneret al., 20143

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

conocer y controlar cierto tipo de factores que afectan el crecimiento celular. Se considera que la
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composicion ylocaracteristicas fisicas y quimicas del mineral es uno de los factores mas
determinantes (Gentina y Acevedo, 2005), a este pueden estar,dafetmmbios de pH en el

sistema de reaccidp,los tipos y concentraciones de metales pesados que conducen a la inhibicion
del microorganism@Dew, 1997;Dopson, 2003Watling, 2006); de las caracteristas y clases de

fases presentedepende¢ambiénel grado de refracteriedad y el orden de oxidad®étos sulfuros

(Tributsh y Bennett, 1981b; Gaspar, 1993 Mason y Rice, 2002)Para contrarrestar los efectos
adversos inherentes a las caracteristicas del mineral, se recomienda realizar una adaptacion previa
del microorganismo al concentradoge td manerameorar la actvidad bacteriana y la eficiencia

del proceso (Sonnleitner, 1998; Xéh al, 2008; Haghshena®t al, 2009) Por otro ladade la
configuracion de react@urgen otros aspectos a lpse se debe prestar atencion. En el caso de
tanques agitados, la agitacion juega un papel importante puesto que garantiza la mezcla entre las
tres fases del sistema, y determina el nivel de estrés hidrodinamico sobre las bacterias, ademas es
imperante coocer su nivel mas adecuado si se desea llevar el proceso a otras rasdiase

criterios tradicionales de escala@@@uintero, 1981; Gallego, 2002IReveci, 2002; Suret al,

2012).

Diariamente en Colombia se generan una gran cantidad de residuosgmagede la mineria
aurifera, con oro u otros metales valiosos presentes no recuppoados métodos tradicionales
empleadoscomunmente en la explotacion de los depésit@s biooxidacion un proceso poco
conocido en nuestro paie presenta como una excelente alternativa que fdailaaecuperacion

de estos metales.aleconomia @ombiana depende en buena paltela mineria, por lo que se
hace necesari o pensar en | a i mpl emenudpaaion- n de
de los metales presentes en depdsitos primarios y secundarios. Adicionalmente, vale la pena
explorar nuevos campos y avances con miras a una mineria aurifera eficiente, ambientalmente mas
limpia y a la vanguardia con los procesos que actualnsentéenen empleando exitosamente en

otroslugares del mundo

Acorde a lo anterior y dando continuidad a la linea de investigaamditbmineralogia y
biohidrometalurgd del grupo de investigacion GMAB (Grupo de Biomineralogia Aplicada y
Bioprocesos) estainvestigacion pretendeEvaluar a nivel de planta piloto, la eficiencia del
proceso de biooxidacion deresiduos de mineria aurifera ricos en sulfuros, a partir de
condiciones de operacion preestadécidas a escala de laboratoriajsando reactores de tanque

agitado.
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Para dar cumplimiento al objetivo gealese plantearon los objetivespecificos:

A Definir en reactores de tanque agitado, escala de laboratorio, la velocidad de agitacion mas
adecuada para alcanzar altas tasas adudién de sulfuros durante un proceso de oxidacion
biolégicade residuos de mineria aurifenapleando 10% de pulpa.

A Evaluar a escala de laboratorioriterios de escalado que permitan llevar hasta un nivel de
planta piloto el proceso de biooxidacionatdas de mineria.

A Describir a nivel laboratorio y planta pilotas cinéticas asociada a la disolucion sulfuros

durante la biooxidaciéderesiduosmineros

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

procesos de biooxidacién de reservas secundarias a escala domercia



Diseflo metodologico global

En primer lugar, es necesario resaltar que en este trabajo se empaatores de tanque agitado
de diferentes voliumeneL, 50L y 4000L) disponibles en el Laboratorio de Bioraifa y
Biohidrometalurgia (LBB), omo agente biologico la cepa comercidlcidithiobacillus
ferrooxidans ATCC 23270 proporcionada por el mismo ledtorio, y residuos de mineria
provenientes de la explotacion de oro en la mina La Maruja (Marmato, Caldas).

Durante el desarrollo de esta investigacion, y como complemento fundamental paradb estal
proceso de biooxidacion, se realizé un estudiciahisobre las caracteristicas mineraldgicas del
residuo, el cugbermitio determinar la idoneidad del mineral como fuente de oro y sustrato para un
proceso de biooxidaciéon. Asi mismo, a través de una adaptacion preliminar del microorganismo, se
obtuvo unacepade Acidiothiobacillus ferrooxidanson la capacidade oxidar eficientemente el

residuo de La Maruja. Los resultados de estos dos trabajos se resumen en los capitulos dos y tres.
De acuerdo a los resultados mineralégicos y de adaptaciéon, se determind que el pH podia ser un
paradmetro determinante para la eficiencia global del proceso, por tanto se evalud la necesidad de su
control en reactores de tanque agitado de 5L; paralelamememismo reactor, se estimé el nivel

mas adecuado de agitacién a escala de laboratorio. Todo lo anterior se presenta en un cuarto
capitulo Partiendo de la velocidad de agitacién establecida en el reactor de 5L, se defini6 entre dos
criterios tradicioales de escalado, el mas idéneo para llevar el proceso hasta un nivel de planta
piloto. Los criterios de escalado fueron seleccionados con base en las necesidade®so de
mantener una buenaezcla y bajos niveles de estrés hidrodinanpenaests ensayos se empled

un reactor de 50L. Finalmente, con ayuda de la informacion obtenida en el laboratorio, se evalud
de manera preliminda eficiencia del proceso de biooxidacion de los residuos de La Maruja a
escala piloto (4000L). Los resultados delagmsen 4000L y una comparacion de la biooxidacion

en los demas volumenes de trabagrandescritos eml quinto capituloCada uno de los capitulos
presenta sus respectivas conclusiones y recomendaciones. Es importante resaltar que durante este
trabajo, el seguimiento de diferentes cinéticas asociadas a parametros basicos del proceso de
biooxidacion, fue eserdli para la toma de decisionéscontinuacién se presenta un diagrama de

flujo que resume el disefio metodolégico global implementado.
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1. Marco te-rico

1.1 Minerales refractarios

La extraccidén de oro esta constituida por una serie de procesos que varian dependiendo del tipo y
caracteristicas del material a ser procesado. En general estos procesos secuenciales se dividen en:
extraccion del mineral desde su fuente, trituracion, mdéie concentracidbn gravimétrica,
cianuracion, recuperacién y fundicion (Maldonagio al, 2002). Enla cianuracién, es usual
encontrar dificultades durante la extraccién dwdtal debido a la presencia de minerales
refractarios, por lo que ebro se ternma desperdiciando en vertederos mine(Gentina vy

Acevedo, 2005).

Un mineral se considera refractario cuando la extraccion de oro, usando métodos tradicionales, es

menor al 60% del oro total en la mena. La refractariedad es ocasionada por la congejigiael

se aloja el met al valioso en el mi ner al y |l as ¢
minerales de bajo valor econémico que acompafan. Entre las situaciones que dan origen a los
minerales refractarios estan: (fodfinamente deminadoo encapsulad@en matrices de sulfuros

insolubles como la pirita, pirrotita, esfalerita, arsenopirita, calcopirita, galena, entre otros sulfuros

y/o sulfosales asociados; (0jo asociado a teluros; (iii) oro contenido en sulfuros metalicos base,

comoplomo, cobre y zing(iv) oro en minerales con contenido de carbon orgaiBbappu, 1990;

Gentina y Acevedo, 2005chipperst al, 2013.

En la actualidadas investigaciones en mineria se centran en la busqueda y perfeccionamiento de
tecnologias queepr mi t an procesar estos minerales refractar
particularmente aquellos consistentes en matrices de sulfuros insolubles, de tal forma que se
aproveche y extraiga la maxima cantidad de oro contenido en ellos. Entre loolidesa

alcanzados a la fecha estan el proceso de tostacion, que se presenta como el mas extendido pero
también el mas contaminante, la oxidacidon quimica, la oxidacion por presion y la biooxidacion,

esta Ultima considerada como la tecnologia mas limpigaopdenica (Parga y Carrillo 1995;

Gentina y Acevedo, 2005)
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1.1.1 Sulfuros insolublesnas abundantes

A Lapirita o disulfuro de hierro (Fe3 es el sulfuro mas abundante en la corteza terrestre. Este
mineral de bajo valor econémico, puede estar asociaddras sulfuros y suele tener
inclusiones de metales valiosos como el oro, por lo que es comun en vetas auriferas. Su
estructura quimica estd compuesta de hierro ferrosd) (Feel anion disulfuro & Como
compuesto puede tener dos estructuras cristallaade la pirita que es clbica y la marcasita
gue se presenta como una estructura ortorrédmbica menos estable. La oxidacion de la pirita que
resulta en la produccion de ion ferroso, sulfatos, sulfuro de hidrogeno, hidroxido de hierro,
entre otros, es unde los factores, que no controlados, contribuye en mayor medida con la
formacion de drenajes &cidos, un problema ambiental adakliand, 2003Chandra y
Gerson, 2010).

A La arsenopirita (FeAsS) es un mineral comun en los depdsitos de oro, donde ésie Ult
frecuentemente se encuentra finamente incrustade. $&dfuro esla fuente mineral de
arsénico mas amplia de la superficie terrestreufesompuestoestable, pero bajo ciertas
condiciones puede oxidarse liberando el arsénico en las forpda©Ok H:AsO; y HiASO,
(Méarquezet al.,2012). Superficialmente se puede disolver mediante la accion de ion férrico y
el oxigenaBallester, 2005; Corkhill Yaughan, 2009)

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

A La galena (PbS) es un monofulfuro de plomo susceptible a la oxidacién, durante la cual
generalmente presenta @alto consumo de acido (Bhaeti al, 1993 Mejia, 2010). Se emplea
como fuente de plomo y eventualmente puede presentar Ag de reappémica. Es comdn
encontrarlacomo fase menor en depdsitos de oro.

A La calcopirita (CuFe$) es un mineral formado por atomos de cobre, hierro y azufre. Su
estructura cristalina consiste en una red tetragonal, con iones de sulfuro rodeados por cuatro
metales de cobre y hierro. Es la fuente mas abundante de cobre en el mundo, metal que se
extrae pringdalmentepor procesos pirometallrgicas hidrometallrgicos, en este ultimo
campo la biolixiviacién ha sido ampliamente estudiada y aplicada (Coetiaba2008).

A La pirrotita (Fe.,S) es un sulfuro con una estructura desordenada que resulta de laainion

estequiométrica del hierro y el azufre. Comprende varios intermediarios com&sel F&S,o
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FeoS;1y FeS. Junto a la pirita es uno de los sulfuros de hierro mas comunes en colas de
mineria aurifera. Puede ser oxidada por hierro férrico poudolaybiooxidacién se convierte

en una akltrnativa para su solubilizaci¢gdanzeret al, 2000).
1.2 Biooxidacion

La biooxidacion es una tecnologia que estudia y aplica las interacciones microorgamisramal

para mejorar la explotacion de metales déeerés industrial Rossi, 199Q) Mediante este
pretratamiento los sulfuros insolubles son disggitor la accion microbiana, de tahneraquelos

metales preciosos alojados en la fase solida quedan mas disponibles y/o expuestos para ser
extraidos por ugente quimico, comunmente el cianuro (Ballester, 2005; Rgsyl2005; Hoque

y Hobbard, 2011 Anjum et al, 2012; Schippergt al, 2013 Johnson, 2014Mishray Rhee,

2014

1.2.1 Mecanismos de biooxidacion

Desde hace varias décadas se propusieron dmsamismos que explican el proceso de
biooxidacion, el directo y el indirecto. El primero supone la adhesion del microorganismo al
mineral y la posterior oxidacién enzimatica de este. Entre tanto, el mecanismo indirecto involucra
un ciclo de conversiones deerro férrico/ferroso, donde el hierro ferroso es oxidado por los
microorganismos, el ion férrico actia como un oxidante sobre la superficie de los sulfuros, se
reduce a ferroso quiemuevanente esbiooxidado (Figuradl) (Tributsch, 2001 Ballester, 2005

Sandet al, 2001; Hoque Yobbard 2011; Kaksoneret al,, 20144.

Aunque aun no esté bien dilucidado el mecanismo real de biooxidacion, los investigadores se
inclinan cada vez mas por el mecanismo indirecto éLial, 2011), el cual ska llegado a dividir

en dos submecanismos, el indirecto de contacto y el de no contacto. En el de contacto los
microorganismos se adhieren a la superficie del mineral mediante sustancias poliméricas
extracelulares, capa donde la bacteria genera hiericoféque es reducido nuevamente a hierro
ferroso luego de su reaccién con el mineral. En el mecanismo de no contacto las bacterias
suspendidas oxidan el hierro ferroso en solucién, el ion férrico resultante entra en contacto con la
superficie del mineray se reduce nuevamente para reiniciar el cielawlings, 2002Rohwerder

et al, 2003; Sand y Gehrke, 2006).
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CO5 + NHs

Miecanizmo
dirscto

Oz FeS:+ 30;+ 2H;0 Bacteria FE'™2 + 4H' + 250,%

2Fe*? + ¥ 02+ 2H® Bacteria 2Fe™ + H.O

FeS;+14Fe™ +8H;0 —»15Fe™3+ 16H" + 250~

Miecanizmo indirecto

O # 25+ 30;+ 2H;0  Bactsria 2H,50,%

COz + NH:

Figura 1-1: Mecanismos de biooxidacion de la pirita: directo e indirecto. Tomado de Hoque y
Hobbard (201)

1.2.2 Mecanismos degaccion

Paraleb a los mecanismos generales de biooxidacion, se han definido dos mecanismos de reaccion
asociados a la disolucion de los sulfuros, ellos son el mecanismo via tiosulfato y el polisulfuro, que
toman lugar dependiendo de mineral a solubilizar (Fige2a (Rohwederet al, 2003; Kundu y

Kumar, 2014 Simate y Ndlovu, 20%4Tao y Dongwei, 2014).

El mecanismo tiosulfato (FiguréA) es propio de sulfuros como la pirita (FeSnolibdenita

(MoS,) vy la volframita (W$S), cuyas bandas de valencia se forman por la combinacién de orbitales
procedentes solo de atomos metalicos, y sus enlaces son oxidados exclusivamente por el hierro
férrico hexahidratado. Luego de determinadas reacciones sucesivas se libera tiosulfato como
principal intermediario de la oxidacion. Los productos finales de este mecanismo son &cido y
sulfato.Por otro lado, el mecanismo polisulfuro se da con minerales que ademas de ser atacados
por un oxidante como el hierro férrico, también pueden ser despajadelectrones por un acido.

Entre estos sulfuros se encuentran la esfalerita (ZnS), calcopirita (ukie@nopiritakeAsS)y

la galena (PbS), que a diferencia de los minerales del grupo de la pirita, poseen bandas de valencia
formadas poorbitalesprocedentes tanto del metal como del azufre. Tras una serie de reacciones,
los sulfuros metalicos son degradados a polisulfuros, intermediarios que dan lugar a uno de los

productos mas importantes de este mecanismo, azufre elemBotavefderet al, 2003
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Ballester, 2005; Sand y Gehrke, 20@ekharet al, 200% Kundu y Kumar, 2014; Tao y
Dongwei, 2014).

3+ f\
Tf, Tt
(A) Tiosulfato: (‘rf Lf @HM2+ - 52032--—( = —) >S0,% + H*

H+%

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

2 2- 2-
(B) Polisulfuro: % Xif —> M7 +8,7 . 5§, SO,

Fe2+ e/

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

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

1.2.3 Microorganismos

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

entonces han sido extensivamente investigados y aplicadosemtarlde la hidrometalurgia.

Estos microorganismos en su mayoria, se caracterizan por su habilidad de oxidar sulfuro
inorganico y/o hierro ferroso en presencia dgé@ra obtener energia, y fijar @&mo fuente de

cabono, metabolismo quimiolitoautéfo (Rawlingset al, 2003). También estan facultados para
crecer en ambientes de extrema acidez y sobrevivir en presencia de ciertos metales pesados. De
acuerdo a su tolerancia a la temperatura se les ubica en tres grupos, mesofila35{25,
termdfilos moderados (3550°C) y termdfilos extremdfilos (5680°C) (Olsoet al, 2003).

Las mesofilasAcidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidase consideran las
bacterias clasicas asociadas a los procesos de biooxidacion, fueron las primeras en aisharse, y so
de las méas empleadas y estudiadas. Junto a la termdfila moderitithiobacillus caldus

pertenecen al g r u p eprotdobactériass. fefBaoxadans asté dotadaicanais 9
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amplio metabolismo, que le permite sobrevivir en ambientes aergbi@naerobios, oxidando o
reduciendo determinadas especies de hierro, sulfuros, entre otros compuestos como acido férmico
e hidrogeno. Ademas de carbono, puede fijar nitrdgeno atmosférico bajo ciertas condiciones, lo
gue confiere importancia en el traiamto de drenajes acidgsen los ciclos biogeoquimicos
(Rohwederet al, 2003 Valdéset al, 2008. Otras proteobacterias usadas en los procesos de
biolixiviacién son las de las del géneXoidiphilum comoAcidiphilium acidophilun{Rohwederet

al., 2003).

Leptospirillum(L. ferrooxidans y L. ferriphiluines otro género microbiano que ha adquirido gran
importancia en el campo de la biooxidacion de minerales. Se ha encontrado que lalespecie
ferrooxidansal crecer conjuntamente cén thiooxidanspuede oxidar la pirita mucho mas rapido

gue A. ferrooxidansy su resistencia a temperaturas de 45°C la hace ma@sivat en procesos
comerciales. & principal limitante sin embargo, es el espectro reducido de sustratos que puede
asimilar, solo crecen bajoondiciones aerébicas oxidando hierro (Olgoral, 2003; Arroyave,

2008).

Dentro de los termdfilos moderados se encuentran las bacteriasp@Gsdivas del género
Acidimicrobium, Ferromicrobiumy Sulfobacillus y en los termoéfilos extremos estan las
arqueobacteriaSulfolobales, Sulfobulos, Acidianus, Metallosphagi@ulfarisphaeraRohweder
et al, 2003).

Adicionalmente a las bacterias, Sarpengl (2011) le apuestan a la capacidad oxidante del hongo
Phaneochaete chrysosporiuneste microorganismo ademas de generar perdxido de hidrégeno, el
cual es capaz de oxidar pirita y arsenopirita, también secreta enzimas oxidativas como la lignina y
manganeso peroxidasa, catalizadores en las reacciones de degrdeangteriales carbonaceos,

caracteristicos de minerales doblemente refractarios.

1.2.4 Factores que intervienen en un proceso de biooxidacion

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

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

A Temperatura: La temperatura es un factor determinante en la actividad bacteriabe pet
especialmente controlado debido a los intervalos 6ptimos permitidos por los diferentes grupos

de bacterias (mesdfilos, termdfilas moderadas y extremas). De no crecer bajo condiciones
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adecuadas de temperatura, los microorganismos se inhiben o nragesrdo consigo una
disminucion de las tasas de oxidacion (Haywetrdl, 1997). En la mayoria de los procesos
comerciales se emplean bacterias mesofilas, principalmente las de los géneros
Acidithiobacillus y Leptospirilumno obstante la tendencia aak es estudiar y aplicar
bacterias terméfilas debido a los elevados costos y dificil control de las altas temperaturas
ocasionadapor las reacciones exotérmicas asociadas a la biooxidacion (Arroyave, 2008; Haris
et al, 2009; Rivadaneira, 2011).

A pH: En su mayoria los microorganismos asociados al proceso de biooxidacion viven en
ambientes acidos, y mantener el pH por debajo de 3 es esencial para que se dé la oxidacion del
ion ferroso (Daset al, 1999; GOmezy Cantero, 2005). Tal como como ocurre con la
temperatura, también existen rangos 6ptimos pH que varian de acuerdo a la bacteria, mientras
A. ferrooxidangolera pH entre 1.0 y 2.%,. ferrooxidansy A. thiooxidansson activosa pH

mas bajogBattagliaet al., 1994; Dewet al, 1997; Valdést al, 2008) Otro aspecto muy
importante relacionado con este parametro es la formacion de subproductos no deseados como
la jarosita, por lo general se prefiere y trata de trabagjphi hajos tolerados por las bacte;

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

A Paencial de 6xidareduccion (Eh): El potencial de éxidoeduccion (Eh) es una medida

de la tendencia de una solucién a ser oxidada o reducida, es decir, su habilidad de capturar o
ceder electines. En la mayoria de los casos este parametro es usado como una medida
indirecta del crecimiento microbiano y la evolucion del proceso de oxidacion biolégica. Por lo
general cuando se emplda ferrooxidansel comportamiento del Eh tiende a crecer desde
valores aproximados de 320mV hasta 580mV (Rossi, 1990; Kundu y Kamur, 2014).
Normalmente la oxidacion de sulfuros alcanza sus mayores velocidades cuando los valores de
Eh superan los 400450 mV (Acevedo y Gentina, 2005; Arroyave, 2008; Rivadeneira, 2011)

A Nutrientes: Como se menciond previamente, la gran mayoria de los microorganismos
involucrados en los procesos de biooxidacion son quimiolitoautotrofos, es decir, obtienen su
carbono del C@atmosférico y la energia de compuestos inorganicos como*eb R,
provenientes de los minerales. Lasvds nutrientes basicos, N, Mgy K, se suministran en
proporciones adecuadas al neede cultivo en forma de salesitee los medios sintéticos mas
utilizados se encuentran 9 K y el T&Kuando no hay minerael sustrato limitante es la

fuente de energia adicionada en forma de sulfato ferAdsamplear minerales la situaciée
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torna complejaya que coexiste mas de un sustrdto que a su vez podria implicar la
activacion de controles metabdlicen losmicroorganismosjue regulen el consumo de las

diferentes fuentes de energfecevedo y Gentina, 2005).

A Inhibidores: En los concentrados minerales se presentan algunos compuestos que resultan
toxicos para las bacterias cuando sus concentraciones son assladt toleradas por los
microorganismos. Algunos de estos inhibidores son cationes o aniones que resultan de la
solubilizacion de los sulfuros, como el’ZnNi?*, Cuf*, AsQ;®, entre otros. Es posible que el
efecto negtivo de estas especies se puemtararrestar con un adecuada adaptacion (Dopson,
2003; Acevedo y Gentina, 2005; Haghshemdsal, 2009). Por otro lado,compuestos
organicos como el extracto de levadura, peptona, aminoacidos, acidos carboxilicos,
detergentessurfactantes cationicgscompuestos de amonimuchosde ellosempleados ela
elaboracionde medios de cultivpafectanel crecimiento déA. ferrooxidansy su actividad
oxidativa(Tuttle y Dugan, 1976Este efecto inhibitorio de los compuestos organicos sobre la
oxidacion deion ferroso poiA. ferrooxidansha sido estudiado péirattini et al. (2000) como
una alternativa para prevenir la generacion de drenajes aEidabnente, sgin Acevedo y
Gentina (2005), los agentes de flotaciimerfieren en el crecimientomicrobianoy la

solubilizacién de mineralege forma mas significativa que logsmoscompuestos organicos

A Oxigeno y dioxido de carbono:El O, y el CQ, se consideran los dos componentes
gaseosos de mayor importancia en un proceso de biooxidacién, el oxigeno glaxcaptor
final de electrones y el dioxido de carbono la fuente principal de carbono (Acevedo y Gentina,
2005). Aunque algunas especies microbianas pueden responder en ambientes deficientes en
oxigeno, las vias metabdlicas alternativas conducen aadsslinversos al deseado, como
ejemploA. ferrooxidangen lugar de oxidar el Fe reduce el F&(Watling, 201). Para evitar
lo anterior es necesario que el oxigeno sea suministrado a una velocidad al menos igual a la
demanda, algunos autores recomiend@ntener la concentracion de oxigeno disuelto en el
sistema, minimo en 2 mg/L para ferrooxidans(Gémez y Cantero, 200P)or otro lado,
segun Gericke(2009), la concentracion critica de OD para un proceso de oxidacion de
minerales es 1 mg/IRespectal CO, se ha sugerido, que las maximas tasas de crecimiento se
obtienen cuando este compuesto se encuentra en un rango de concentracior8%ntre 7
incrementos por encima del 8% pueden resultar inhibitorios para el crecimiento del cultivo
(Gémez y Canter®005; Watling, 2011).
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A Minerales e interacciones galvanicaslLa disolucién de los distintos sulfuros no es
idéntica y su solubilizacion depende de la estructura molecular interna de cada mineral
(Rawlingset al, 2003). Los sulfuros son considerados sendaatores en las reacciones de
disolucion y pueden actuar como aids o &nodos. Cada mineral tiene su propio potencial de
electrodo dependiendo de factores como la estructura cristalina, la composicion de la solucion
y la concentracion de iones. En laeirstccion de minerales, el que tiene mas alto potencial,
catodo, corroe u oxida al de menor potencial, anodo; este es el caso de la pirita y la esfalerita,
donde el primero incrementa por efecto galvanico, la disolucion del segundet @a4999;

Tao yDongwei, 2014).

A Densidad de pulpa:La cantidad de mineral en el medio es un factor que depende en gran
medida de la configuracion del reactor seleccionada. Cuando se eligen columnas de
percolacion o pilas el porcentaje de mineral a tratar puede seretadHd@¥ y los efectos
negativos sobre los microorganismos se concentran en las condiciones ambientales cambiantes
gue se presentan en el interior de estos sistemas de oxidacion, como ejemplo, altas
temperaturas y baja concentracién de oxigeno (Watlingl)2@®n un reactor de tanque
agitado, sin embargo, solo se admiten porcentajes maximos de 20% de pulpa, mayores
cantidades de mineral precisan el aumento de la agifgca@mm esta la friccién de los sélidos
sobre las bacterias causando graves dafios esulaa concentracion de oxigeno disuelto
también se ve afectada con la densidad de pulpa al disminuir la velocidad de transferencia,

quea su vez extiende los tiempos de biooxidacion (Deveci, 2002).

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

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

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

férrico producto de la oxidacion bacteriana puede precipitar en compuestos como goethita,
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jarosita 0 hematita, minerales que se forman de acuerdo a las condiciones Ele phh
concentracion del ion férrico. El azufre se produce durante la disolucion de los minerales por el
mecanismo polisulfuro y precipita en una capa densa, protectora y aislante sobre el mineral. En
lo posible se deben controlar todas las condicideesperacion del proceso, principalmente el

pH y la temperatura, para minimizar la producdi@nestos compuestos ya que estas capas de

subproductos limitan las velociades de disolucion de los sulfurose{@s1999).

A Agitacién: Este factor toma particular importancia cuando se trabaja en reactores agitados. Se
ha observado que un nivel inadecuado de la agitacion en un procego feorooxidans,
conduce a la disminucion de las tasas de oxidacion, produce dafios celularesaetetés
suspendidas y reduce la adsorcion de células en la superficie del mineral, adiciondhaa esto
actividad metabdlica asociada al consumo de oxigeno, oxidacion de hierro ferroso y la
expresion de genes fundamentatie$ sistema oxidativo del hierrcomo elrus, sufren un
decrecimiento(Deveci, 2002; Deveci, 2004; Sw al, 2012) Encontrar una velocidad de
agitacion adecuada, que equilibre aspectos amma@decuadanezclaentrelas tresfasesdel
sistemavelocidades de transferencia de masa y calor aceptables, buena suspension de sélidos,
y bajo estrés hidrodinamico, es imprescindible para cualquier proceso de biooxidacién llevado

a cabo en reactores de tanque agitado.
1.2.5 Configuraciones de biorreaares mas empleados en biooxidacion.

Una de las ventajas que ofrece el proceso de biooxidacion, es que puede llevarse a cabo en
diferentes configuraciones de biorreactores, entre los cuales destacan las biopilas y los reactores de
tanque agitado (Watlin@011;Sekharet al, 2012; Zammitt al, 2012).

A Biopilas: La biopila consiste en una cama estatica de mineral que es aireada e irrigada
constantemente con una soluciéon de nutrientes y otros compiredispensablepara los
microorganismos. Las bactesiarecen sobre la superficie de los sulfuros produciendo hierro

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

Entre los aspectos positivos de esta configuracion destacan su economia y facilidades de
montaje. No es ind@ensable inocular debido a que se emplean los microorganismos nativos

presentes en el mineral, microorganismos que solo precisan de una aclimatacioén preliminar
(proporcionarles las condiciones ambientales y de nutrientes necesarias para incentivar su

crecimiento). Finalmente, esta configuracion ofrece la posibilidad de tratar de manera
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simultanea una concentracién elevada de material. Entre las desventajas se encuentran su
dificil control, no se conoce con certeza lo que ocurre el cada punto del sistgnatedaoma

muchos meses en tratarse, y se aplica principalmente para metales de bajo valor comercial
como el cobre, cobalto, niquel y zinc de menas de bajo grado por lo que se prefiere para

procesos de biolixiviacion (Watling, 2011).

A Tanques agitados:Un reactor de tanque agitado consiste en un recipiente cilindrico con
fondo semiesférico, al que se acopla un impulsor cuyo disefio depende de las caracteristicas
reolégicas del fluido y el tipo de células, un difusor de aire u oxigeno, accesorios como linea
de entrada y salida, serpentines o chaquedes el control de la temperaturg,una serie de

sondas para la medicién permanente de las condiciones del proceso l{#let @b, 2007;
Garciaet al, 2011).

El principal reto de este tipo denfiguracion, es mantener una buena mezcla de la suspension,
evitando asi zonas muertas en el interior del tanque. En el caso de un proceso de biooxidacién,
la suspension consiste en un sistema de tres fases, una liquida compuesta por el medio de
cultivo y las bacterias libres, una sélida consistente en el mineral a biooxidar, y una gaseosa
formada por el @y CO, necesarios en la respiracion y crecimiento bacteriano. Para lograr una
mezcla adecuada existe una serig@ndpulsoresdivididos en dos tiposob de flujo axial y

radial (Mc Cabeet al,, 2007), en el caso de los procesos biohidrometallrgicos se prefieren los
de flujo axial, puesto que permiten dispersar la fase gaseosa y suspender los sélidos al mismo

tiempo (Nienow y Bujalki, 1997).

A diferenca de las pilas, el uso de reactores agitados requiere de un ind6culo para que el
proceso sea mas eficiente y rapido (Doran, 1998; Watling, 2011). Esta configuracién ofrece
ademas multiples ventajas confi),cortos tiempos de operaciéfii) permite monitoear y/o

controlar parametros como la temperatura, el pH y la concentracion de oxigeno disuelto
garantizando unas condiciones adecuadas para los microorganismos y potefasando
velocidades de disolucion; (iige pueden implementar procesos por lotesew/@ontinuo de

una o varias etapas. Paralelamente, como gran desventaja se tiene la concentraciéon de solidos a
ser tratada, la cual no debe superar el 20% (Doran, 1998; Rawlings, 2005; Rawlings y Johnson,
2007;Sekharet al, 2012).
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1.2.6 Biooxidacion era actualidad

Desde los afios 70 se demostré que la biooxidacion aumenta la recuperacion de oro a partir de
sulfuros, no obstante solo diez afios después obtuvo el reconocimiento como tecnologia viable en
el tratamiento de minerales raftariosy se comenz6 a emplear exitosamente a escala comercial
(Rawlingset al., 2003). Segun Schippegt al (2013), al menos 14 proyectos de biooxidacion a
nivel industrial pueden ser identificados en las bases de datos del Mineral Economics Group y en
otrasfuentes como el BGR databanks (Tablh)1Hasta el 2010 estas industrias producian 84 t de

oro, correspondiente al 3.3% de la produccién mundial estimada en 24S6htpperset al,

2013)

Tabla 1-1: Estado de la produccion anual de oro en los proyegtee emplean procesos de
biooxidacion. Datos consolidados hasta el afio 2010. Tognadaptadale Sekharet al (2012)
Brierley y Brierley(2013) Schipperst al (2013) Kaksoneret al, (2014a)

. L Capacidad de Au
Pais Operacion Operador del proyecto procesamiento (tdia) (0zlafio)
Australia Fosterville UnEnergy Capital Ltd 211 112.000
Australia Tasmania BCD Resurces NL ~70 80.000
Australia Wiluna FranceNevada Corp 158 120.000
China Jiaojia - 55.000
China Jinfeng Eldorado Gold 790 150.000
China Laizhou Shandong Tiancheng ~100 65.000
Biotechn
Ghana BogosoePrestea Golden Star Resources 750 280.000
Ghana Obuasi Anglogold Ashanti 960 400.000
Kazakhstan  Suzdal Nord Gold (Severstal) 196 72.000
New Zealand Reefton Royalco Resources Ltd - 87.300
Coricancha
Peru (Previamente  Nyrstar 60 15.000
Tamboraque)
Russia Olimpiada Polyus Gold Mining - 839.000
South Africa  Fairview Pan African Resources PLC 62 98.000
Uzbekistan Kokpatas Navoi Mining 1069 353.000

Todas las plantas industriales lsleoxidacion que se citan en ehffla 11, trabajan con reactores

de tanque agitado a través de los procesos BlI@®&ad ech BacoXJaeheon, 201Sekharet al,

2012 Brierley y Brierley, 2013)EI| proceso BIOX fue desarrollado por Gencor y opera entre 40
45°C con bacterias mesofilas. Para el proceso BacTech Bacox se seleccionan termofilos
moderados y se desarrolla entre 45 y 555€kharet al, 2012).0tros tipos de procesos disefiados

para labiooxidacién y/o biolixiviacién de minerales a nivel comercial son: el MINBAC que usa
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consorcios décidithiobacillus ferrooxidany Leptospirillum ferrooxidang el GEOCOAT que se
realiza en pilas, el Mintek, BioNIC/BioZinc y BioCOP (Gentina y Aceved052Carretereet al.,
2011).

Por oto lado y debido al agotamientde los depdsitos primarios de metales valiosos, la
produccion actual depende en gran medida de los depdsitos secundarios o de baja ley. Entre los
minerales de baja ley se encuentran loglues mineros, quienes a menudo contienen cantidades
apreciables de metales valiosos que pueden ser recuperados mediante tratamientos de biooxidacién
y biolixiviacién (Hoque y Hobbar, 2011; Schippatsal, 2013). Un ejemplo exitoso del uso de
residuos cmo fuente de metales, es el de la mina Kasese en Uganda, en esta se emplean reactores
de tanque agitado a nivel industrial para la recuperaciéon de cobalto desde 900 kt de colas de pirita
cobaltifera, residuos generados entre 1956 y 198RHharet al, 2012). Respecto a la extraccion de

oro, Zahariet al (2003) reportan recuperaciones del 65% y 44% desde los residuos de la mina
Lubuk Mandi en Malaysia, empleando consorcios Ale thiooxidans A. ferrooxidans L.
ferrooxidans y Caldibacillus ferrivorus Schipperset al (2008) por su lado, lograron
recuperaciones de oro y plata del 97% y 50% respectivamente, en este trabajo se seleccionaron los
residuos de un vertedero localizado en la villa Ticapampa, Perd, y como agente biooxidante un

consorcio deA. thiooxidansA. ferrooxidansL. ferrooxidans
1.3 Nociones generales sobre el escalado de bioprocesos

Pese al éxito de otros paises en la implementacién a gran escala de la biooxidacién de sulfuros, en
Colombia hasta ahora se comienzan a dar los prirpasms con miras al escalado de este proceso

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

El escalado ascendente de cualquier proceso biotecnol6gico en reactores de tanque agitado, implica
importantesdesafios debml a la dificultad que precisa controlar en rgactor de grandes
dimensionestodos los factores que afectan el crecimiento microbiano (Junker, 2003).
Adicionalmente es imprescindible entender el proceso, las condiciones de operacion, las
interacciones ergrlos biocatilizadores, sustratos y el ambiente fisico del reactor (Tufvetsan

2010. Debido a que no existe unarftula o modelo completamente eficaz con el que se logre
escalar un proceso de manera efectiva, es necesario recurrir a modelosdisicenores
proporciones (reactores mas pequefios), y con base en los resultados experimentales de estos, pasar

a la escala deseaffarozco, 2012)
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El método tradicional que se emplea en el escalado de un bioproceso estd basado en criterios
empiricos que es mantienen constantes de un nivel a otro (TakHy. Bu gran limitante, sin
embargo, es que solo se relacionan con fenbmenos de transporte inherentes al sistema y deja de
lado la cinética celular, complicandose ain mas cuando cambia el régimen deldlujp YWu

2001). También es habitual y recomendado conservar la similitud geométrica en la configuraciéon
general de los reactores para procurar una duplicacién de losgsatle mezcla (Gormeley,

1992).

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

propiedades fisicas constantegdN 10", N, = constante). Tomada de Quintero (1981).
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La eleccién de los criterios (Tabla2) depende del tipo de proceso, principalmente del material
bioldgico, el medio de cultivo y el parametro (potencia o consumo de energia, esfuerzos de corte,
oxigeno disuelto, régimen de flujppmogeneidad del fluido, etc.) més importante que favorezca la

economia y productividad del proceso.

Otros métodos usados en el escalado se clasifican en (Ruiz, 2009; Orozco, 2012):
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Resumen.

Un residuo de mineria aurifera proveniente delritbsminero de Marmato (Calda$le sometido a na
caracterizacion mineralégicaon el fin de establecer su potencial como fuente de oro, grado de
refractariedad, y princip@ente anticipar con base en sus caracteristicas mineralo¢ncagposibles
inconvenientes durante su biooxidacion odeidithiobacillus ferrooxidansPara esta caracterizacion se
emplearon diferentes técnicas de analisis como Fluorescencia de rayosX)X [FirRaccion de rayos X

(DRX), Microscopia Optica de Luz Plana Polarizada (MOLPP/LR) y Microscopia Electrénica de Barrido
(SEM/EDX). El analisis granulométrico del residuo indicé que en su mayoria esta compuesto por particulas
de 38 a 75 um, mallas 325200. El ensayo al fuego arrojé concentracione$.d@é g/tde Au y 37.42 g/tde

Ag. Los elementos mas abundantes fueron el S, Fe y Si con porcentajes de 28.7%, 24.5%, y 14.2%,
respectivamente. Las fases minerales predominantes fueron la pirita (34.1&tlayze (25.1%). El oro se
observo diseminadeomo particulas micrométricas (<5um) en los granos de pirita, sugiriendo que el
residuo presenta refractariedad fisiblb se encontraron evidencias de otros tipos de refractariedad. De
acuerdo a lo anterior, el residuo de La Maruja resulta indicado para el uso de un pretratamiento oxidante
como la biooxidacion; no obstante, de acuerdo a sus caracteristicas mineralodiiaasogicentracion de

pirita, se prevé que durante su biooxidacién pueden ocurrir caidas considerables del pH y resistencia del
mineral a ser oxidado, adicionalmente los metales pesados presentes (Pb, Zn, Cu, Fe y Ag) vy la
granulometria del mineral, eventmente podrian afectar la actividad de ferrooxidans por lo que se

recomienda una adaptacion preliminar de la cepa.

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

Mine tailings from Marmato (Caldas) were subjected to a mineralogical characterization in order to establish
their potential as a gold source, refractoriness degree, and anticipate the potential drawbacks during
biooxidation with Acidithiobacillus ferrooxians based on their mineralogical characteristics. In this
characterization, different analysis techniques likea)X fluorescence (XRF), Xay diffraction (XRD),

Optical Microscopy Polarized Light Plana (MOLPP / LR) and Scanning Electron Microscopy (§BX)/

were used. The sieve analysis indicated particles sizes of 38 to 75 microns. Fire assay produced
concentrations of 1.74 g/t of gold and 37.42 g/t of silver. The most abundant elements were S, Fe and Si with
percentages of 28.7%, 24.5% and 14.2% mtspmdy. The predominant mineral phases were pyrite (34.1%)

and quartz (25.1%). Gold was found disseminated in the pyrite grains, its size was <5microns, thus
suggesting tailingbés physical r e f reascfaundr iaviersisj, a 6tshi s wa
tailings becomes then a good candidate for use in a biooxidation process. However, based on its
mineralogical characteristics and higher pyrite concentrations significant pH declines and resistance to be
oxidized are to be expected during the lidation process of this mine tailings. It is also possible Ahat
ferrooxidansactivity will be affected by the presence of heavy metals (Pb, Zn, Cu, Fe and Ag) and mineral

particle size. Therefore, a preliminary adaptation of the strain to the miseeaglommended.

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

Una de las caracteristicas mineraldégicas con mayor influencia en la recuperacion del oro es la
refractariedad, un problema bieanocido y documentado mundialmerista condicién ocurre en
minerales auriferos donde parte del oro estd encapsulado o enlazado quimicamente a diversos
sulfuros dificultando su extracci§hloque y Hobbard, 2011). Como consecuencia en Colombia, y
particuarmente en el distrito minero déarmato, diariamente siepositan en vertederos ugian

cantidad de residuos (aproximadamet2@ ton/dia en una mina tecnificada) con concentraciones
remanentes del valioso met&drdillo et al, 2009;Hoquey Horbbard,2011; Schipperset al,

2013.

La biooxidacién surge como una alternativa viable para la recuperacion de metales preexistentes en
residuos mineros refractariogue se caracteriza por sus bajos costos de operacion y reducida
produccion de residuos contaminantes (Karamagtewl, 2001; Das y Sen, 2001; Hoque y
Horbbard, 2011).Esta tecnologiaimplica la solubilizacién ddos sulfuros asociados al oro

mediante el usoelmicroorganismos; después del pretratamiento el metal queda mas disponible y
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puede recuperarse con mayor eficiencia a través de los métodos hidrometallrgicos convencionales
(Morin, 1995;Climo et al, 2000;Mishra y Rhee, 2024

En todo proceso bioteotdgico, la actividad microbiana esta sujeta a las condiciones ambientales a
las que son sometidas las células. En el caso particular de un proceso de biooxidacion, esta
actividad y el éxito del proceso, dependen entre muchos factores de la concengaicivasd
metalicos que pueden solubilizarse, la densidad de pulpa, el tamafio de particula y los tipos de
sulfuros y/o fases minerales presentes, en otras palabras de las caracteristicas mineraldgicas y
guimicas del concentrado mineral (Rossi, 1990; Dak #9899 Watling, 201).

En linea con lo anterior, segun Walif2006) el impacto de la mineralogia sobre la biooxidacion

no puede ser ignorado, y dependiendo del andlisis mineraldgaial se deberia disefiar el
diagrama de flujo dgbroceso. Como efeplo, Watling(2006) hace referencia a la biolixiviacién

en biopilas, donde el consumo de acido por la ganga puede ser un parametro clave que delimita el
costo del proceso dado los altos requerimientos de acido sulflrico. De no prever la situacion
medianteuna identificacion preliminar de las fases minerales, y garantizar un nivel de pH
adecuado, la oxidacion microbiana del hierro y la oxidacién quimica del sulfuro no podrian ocurrir

o seriaraltamentaneficientes.

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

Acidithiobacillus ferrooxidans.

2.2 Materiales y métodos
2.2.1 Mineral

El mineral caracterizado en este trabajo y posteriormente empleado en un proceso de biooxidacion,
fue proporcionado pola empresa Mineros Nacionales SyAprovino de la mina La Maruja
ubicada en el sector el Llanoofm baja) del distrito minero de Martoadepartamento Caldas
(Colombia) (Figura 2). Una vez llego el mineral adanstalaciones de l&niversidad(12 ton)

se tom6 una muestra representativa (800 ,kge dejo secarse cuarteo y e tomaron
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aproximadamente Xg para los analisis mineralégicos, el mineral restante fue empleado en

ensayos de biooxidacion.
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Figura 2-1: Ubicacién de Marmato en Colombia.

4

2.2.2 Caracterizacion quimica

Para establecer y cuantificar el tipo de metales presentes en el residdoe esimetido a un
analisis quimico por Fluorescencia de Rayos X (FR&yado a cabo por eCentro de
Investigacion y Desarrollo Argos. Para dicho andlisis se tom6 una muestra de 10g, se maceré y
tamiz6 hasta garantizar una distribucion de tamafio deeylarpasante malla Tyler 325. En las
instalaciones de Argos se realizd un analisis con la aplicacion WROXI, perla fundida con 1.00 g de
muestra y 10.80 g de fundente, ademas de un analisis de LOI (pérdidas por ignicién) a 950 °C. La
concentracion de platg oro remanentes, fue determinada mediante ensayos al fuego por el
Instituto de Minerales CIMEX. Adicionalmente se determind la concentracion de azufre total

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

Para la determinacion del tamafio de particula, se realiz6 un andlisis granulométrico pasando una
muestra de 300g a través de un juego de tamices normalizados Tyler N° 16 (1180um), 20
(850um), 50 (300um), 60 (250um), 100 (150um), X¥206um), 200(75um), 325 (45um) y 400
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(38um). Todos los tamices fueron colocados en forma descendente en un rottaplumavoidt
MFG, durante 20 min.

2.2.4 Caracterizacion mineralégica

La caracterizaron mineraldgicse realizémediante Microscopia Opticde Luz Plana Polarizada,
modo luz reflejadaMOLPP-LR), Difracciéon de rayos X (DRX) y Microscopia electronica de
Barrido (SEM:Scanning Electron MicroscopyA través deestas técnicas fue posible determinar

el tipo de fases minerales presentes.

Paralos analisis por DRX las muestras fueron maceradas en mortero de 4gata y pasadas por malla
Tyler 200. Se prepararon probetas de aproximadamente 3g de muestra y se analizaron en un
difractbmetro marca Rigaku Miniflex,]l usando una r adi eawomhadardede Cu
grafito, 30 kV voltaje y una corriente de 15 m4os difractogramas se realizaron bajo las mismas
condiciones, modo paso a paso, con un tamafio de paso de 0.02, tiempo por paso de 2 s y un angulo
de barrido de 2d enteanaliZrdn mediant® & softwarePért Highpect r o
Score Plus, el cual ademas se emple6 para la cuantificacién por refinamiento de Rietveld

La observacién de minerales por MOLPP/LR fue realizada en un microscopio petrografico
Olympus BX41. Para esto se preparal2 secciones pulidas, y se observaron a través del objetivo

en aire de 20X, y de inmersion en aceite de 40X y 100X. De estas mismas secciones se tomaron
micrografias en umicroscopio electrénico de barrido (SERarca JEOL JSM 5910 LMUsando

modo BSE Backscattering electron: electrones retroproyectadms) detector de estado sélido

tipo EDX marca OXFORD para los analisis microquimicos. Previo a este Ultimo analisis las

secciones fueron metalizadas con oro.

2.3 Resultados

2.3.1 Analisis granulomético y caracterizacion quimica

El andlisis granulométrico arrojo ungfdgual a 60um (Figura-2A) y segun la Figura-2B, el

71.59% de los granos tienen diametros eB&g 75 um, mallas 325 y 200. El andlisis quimico
obtenido por FRX entregd un porcegetde 24.99% de Fe, 0.41% de Zn, 0.08% de Cu, 0.06% de
Pby 14.2% de Si (TablaD. El andlisis préximo mostré que el contenido de azufre total en el
residuo fue de 28.7%. Los resultados correspondientes a los ensayos al fuego indicaron una

concentraciéme Au del.74 g/t y una concentracion dg de 37.42 g/t.
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Tabla 2-1: Elementos mas abundantes cuantificados por FRX

Concentracion (%)

Fe Si Al Zn  Na  Ca i K Mg | Ti Ba @ Mn P Cu  Pb i LOI
2499 1420 4.32 0.41 0.65 1.00; 0.41 0.44 0.14 0.09 0.07 0.04: 0.08 0.06 19.36
LOI: Perdidas por ignicién
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Figura 2-2: Andisis granulométrico: (A) Diagrama de porcentajes acumulados de particulas

pasantes vs diametro de graiB) Diagrama de barras con las frenoias absolutas de cada
tamafo de grano
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Counts

2.3.2Caracterizacion mineralégica

Los analisis realizados por DRX, MOLPP/LRS¥EM/EDX (Figuras 23, 24 y 2-5) permitieron
establecerl tipo de sulfuros presentes ehresiduo de la minda Marujg entre ellos pirita

(FeS), galena(PbS) calcopirita CUuFeS;), arsenopirita KeAsS) esfalerita(ZnS)y pirrotita Fey s

19). Por MOLP/LR se observé que la calcopirita, esfalerita y pirrotita pueden encontrarse en granos
independientes o incluidas en granos de pirita (Figu#t&)2 La pirrotita no fue detectada en los
difractogramas pero si se observé claramente en losianpisMOLP/LR (Figura 24 C y D). En

los andlisis por EDX de esfalerita plgna se detectaron contenidies Fe, para la esfalerita de
11.46 Wt% y para la galena de 0.93W1t%, seguramente en solucién sélida (FsgBna @)
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Figura 2-3: Difractograma. La nomenclatura designada para las fases minerales se establecié de
acuerdo corKretz (1983):albita (Ab), anortita (An), arsenopirita (Apy), calcita (Cal), calcopirita
(Ccp), clinocloro (Clc), cuarzo (Qtz), esfalerita (Sp), feldespato (Fgigna (Gn), moscovita

(Ms), pirita (Py).

Tanto en el difractograma (Figura32 como en los analisis microquimicos (Figur®)2se
detectarorsilicatos como cuarzdS{O,), moscovita KAl (Al Si;0,0)(OH),), las plagioclasaalbita
(NaAlISi;Os) y anortita CaAlLSi,Os), clinocloro (Mg,Fe™)sAl((OH)g/AlSis0,)), feldespato

potésico(KAISi;Og) y el carbonato calcita (CaGO De acuerdo a los andlisis microquimicos
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(SEM/EDX) la mayoria de los silicatos pueden estar presentaa mismo grano (Figura@B, C
y D)

De acuerdm la cuantificacion mediante refinamiento de Rietveld, la fase mas abundante en el
mineral de la Maruja fue la pirita con un 34.14% seguida del cuarzo con un 26(TI@bla 22).
Respecto a la pirita y dicuerdo a las imagenes obtenidas por MOLPP, ékl@adirmar que en

este residuo se trata de una pirita cristalina con granos euedrales y subedrales, & \chTir

todas las caras o alguna.

Tabla 2-2: Proporciones relativade fases mineralepresentes en el residuo de La Maruja

determinadas partir de DRX

Concentracion de fases minerales mas importantes (%)

Pirita  Esfalerita Arsenopirita Calcopirita Galena

34.14 1.01 0.29 0.43 0.08

Sulfuros

Cuarzo Clinocloro Albita Moscovita Feldespato Calcita Anortita

Ganga
25.10 10.16 7.50 8.79 5.28 3.98 3.33
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Figura 2-4: Imagenes de microscopia optica de luz plana polarizada, modo luz reflejada
(MOLPP/LR) para granos de diferentes stdk (A) grano de arsenopirita; (B) granos de galena y
pirita; (C) gano de pirita con inclusiones desfderita, calcopirita y pirrotita; (D) no de
pirrotita; (E) grano de esfalerita disease; (Fargp de pirita euedral. Nomenclatura: arsenopirita

(Apy), calcopirita (Ccp), esfalerita (Sp), galena (Gn), moscovita (Ms), pirita (Py), pirrotita (Po).
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Figura 2-5: Andlisis microquimico (SEM/EDX). Sulfuros: (A) piritdB) esfalerita (C) galena;
(D) arsenopirita(E) calcopirita
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Figura 2-6: Analisis microquimico (SEM/EDX). Mierales de la ganga: (A) cuard®) grano
compuesto por feldespato potasi€@) grano compuesto por clinocloi®) grano compuesto por
plagioclasa

2.3.3 Oro micrométrico

En las secciones pulidas observadasliante MOLPP/LR (Figura-2) seobservila presencia de
particulas micrométricas de oro encapsuladas en los sulpamdgularmente en granos de pirita.
La cantidad del metal fue relativamente abundabée.Figura 28 muestra un diagrama del
porcentaje asociada los distintos tamafios de lparticulas, donde cerca de un¥dpresentd
diametros entre 1.0 y 1.9 um y aleetbr del 70% del oro present6 tamafios entre 1y 3 pm.
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Figura 2-7: Particulas micrométricas de oro encapsuladas en pirita. (A) 3.9um. (B) 1.6um. (C)
3.4pm. (D) 1.2umy 0.9um. Pirita (Py), oro (Au).
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Figura 2-8: Porcentajeselativosasociados a lodistintos tamafios de las particulas de oro.
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2.4 Discusion

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

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

El potencial de eléamdo es otro de los parametros con mayor influencia en la disolucién de este
tipo de fasesminerales. Usualmente cuando los sulfuros se encuentran en mezcla, se generan
interacciones galvanicas en las cuales el mineral con mayor potencial de electrods (me
susceptible a la oxidacion) actia como un catodo, contribuyendo con la biooxidacion preferencial
del mineral con menor potencial o &nodo, como ejemplo la lixiviacion acelerada del cobre de la
calcopirita, a partir de la pirita, y la oxidacion de laaksita a partir de la galena, calcopirita y
pirita (Hutchinset al, 1986; Jyothiet al., 1989; Dast al, 1999, Suzuki, 2001; Da Silet al,

2003 Nazariet al, 2013.

La superficie y/o caracteristicas especificas en leuasta cristalina de lagasestambién
interfieren en su reactividad; en general la presateefectos como vacancias, dislocaciones y

los bordes de grano, involucran sitios atomicos de baja coordinacion haciendo que estas areas
adquieran mayor energia y se conviertan en gitieferenciales para las reacciones y procesos de
solubilizacién (Banfield y Hamers, 1997; Zapata, 2006n et d., 2019.

Un cuarto aspecto a tener en cuenta, es el mecanismo o0 via de oxidacion. De acuerdo a la
conformacion de sus bandas de valenios,sulfuros se pueden disolver por dos mecanismos, el
tiosulfato y el polisulfuro. Mediante el mecanismo tiosulfato, minerales como la piritg),(FeS
cuyas bandas de valencia estan formadas por la combinacién de orbitales procedentes de atomos

metélicos, solo pueden ser atacados por un agente oxidante, &l gfeducto principal del
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metabolismo energético da. ferrooxidansLa oxidacién de los minerales a través del mecanismo
tiosulfato conlleva a la generacion dé )HSQ{Z. En el mecanismo polisulfur@ademas del S

los sulfuros también pueden ser atacados por un acido, y como producto final se obtiene en un alto
porcentaje $ Entre los minerales que se solubilizan por esta Gltima via se encuentran la esfalerita
(ZnS), calcopirita (CuFey galena(PbS) o arsenopirita (AsFe§pchippers y Sand, 1999;
Tributsch, 2001; Sanett al, 2001; Rohwerdeet al, 2003; Rawling®t al,, 2003; Ballester, 2005;
Sekhatret al, 200%; Kundu y Kumar, 2014; Tao y Dongwei, 2014

Con base en lo antes expuesto, se esperaria que de los sulfuros presentes en el residuo de La
Maruja, la pirrotita, esfalerita, galena y arsenopirita, cuyas concentraciones fueron relativamente
bajas, serian los primeros en ser biooxidados. Estos adensas dés (Figura -®), resultan
favorecidos por las interacciones galvanicas y/o los potenciales de electrodo estando en contacto
con pirita. Adicionalmente al sésses que se disuelven por el mecanismo polisylfwrgroceso

de solubilizaciorcomenzarianas rapido debido a la disponibilidad de dos agentes oxidaates.
premisa anterior concuerda con lo encontrado por Mason y Rice, (2002), quienes en la
biooxidacion de un concentrado de sulfuros éorferrooxidans encontraron que el orden de
oxidacionfue: pirrotita > esfalerita > calcopirita > violarita > pentlandita > pirita.

Log solubility product

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

108 107 108 10°

Decreasing bacterial count (cm3)
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La pirita, el mineral mas abundante, setienas dificil de solubilizatanto por su estabilidad como
por poseer una de las cinéticas de disolucién mas bajas (Rossi, 1990; Tributsh, 2@@Leroe

al mecanismo tiosulfato, su oxidacién sélo comenzaria hasta que haya disponibiligétietieeF
medio, el cual debe ser pragdo en primer lugar por los microorganism8simado a lo anterior,
segun Booret al. (1999c) la morfologia o estructura cristalina de la pirita influye su grado de
reactividad, donde la pirita euedral (altamente cristalina) que se presenta en el essidunas
dificil de atacar

Por otro lado, debido a las altas concentraciones de pirita, y conociendo que entre los productos de
su degradacién se encuentran el ioh) es de esperarse que el pH del sistema pueda decaer
considerablemente en caso queitzokidacién de esta fase resulte eficiente. Para este sulfuro se
reporta una produccién de 0.408 kg dg56, /kg de mineral (Dewet al, 1997; Acevedo y
Gentina, 2005). Otras propiedades que se documentan para la pirita y que podrian ser tomadas en
consideracion en los proximos capitulos, son: calor de reacciéh2dt8kJ/kg de mineral y
24.17kJ/kg de §y una de manda de oxigeno de 1.88kg gdkgle & (Dewet al, 1997).

Respecto a los componentes principales de la ganga, como silicatbsiyatas, se considera que
eventualmente podrian acarrear efectos adversos en una futura biooxidacion. Se conoce que
algunos de estos minerales, particularmente la calcita, pueden llegar a ser consumidores de &cido
provocando aumentos en el pH, lo que aetiinterfiere en el crecimiento celular y favorece la
produccion de jarosita (KEE0O,)2(OH)s), subproducto poco deseado que comienza a formarse a

pH superiores 2.0 (Ahonen y Touvinen, 1994; Stromberg y Banwart, 1999; Watling, 2006;
Dopsonet al, 2009 Sekharet al.,200%; Nurmi et al, 2010;Carretercet al, 2011;Kaksonenret

al., 2014). Otro aspecto que debe tenerse en cuenta, es que la disoluasiosieninerales, al

igual que la jarosita, conduce a la formacion de peliculas que pueden inhibir el progreso de la
biooxidacion. Adicionalmente, estos precipitados, debido a que se dan en condiciones muy
desventajosas energéticamente, pueden generar micro y nanoparticulas que en suspension podrian

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

De acuerdo a los analisis quimicos y mineraldgicos, es posible afirmar que la mayoria de los
elementos mas abundantes en el residuo, corresponden a los constituyentes basicos de las fases
minerales halladas. El Fe por ejempdstaria asociado a la piritealcopirita y arsenopirita, en

menor proporcion al clinocloro, galena y la esfalerita. En la esfalerita es comun encontrar bajos
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contenidos dd-e debido a la insercion del metal en la estructura cristalingudelro durante su
formacion a determinadasrdiciones de temperatura y presion (Daieal, 1961; Barton y
Bethke, 1987). EI Zn, Cu y Pb, son caracteristicos de la esfalerita, calcopirita y galena
respectivamente. El Si, se asocia al cuarzo, clinocloro, moscovita y plagioElaSasy el Na son
tipicos de las plagioclasas anortita y albita, y del carbonato calcita. El Al por lo general esta
presente en el clinocloro, la moscovita, los feldespatos y/o las plagioclasas. Seguisiel ana
microquimico el Ba esté presente en éésdespato.

Algunos de los iones metdlicos y/o elementos presentes en los minerales podrian resultar téxicos
para las bacterias, causando su inhibicién y por ende retardando el proceso de biooxidacion. Entre
los mas comunes se encuentranZef’, CU/*, As™ PH*, Ag™ e inclusive el F& en altas
concentraciones (Rawlingst al, 1999; Dopson, 2003). En el caso particular del Zn y el Cu,
Acevedo y Gentina (2005), reportan que la toleranciaAdéerrooxidansa estos metales se
encuentrantre 15 72 g/L y 15 g/L respectivament@jentras quéopsonet al. (2003) dicen que

el maximo nivel es de 69.9 g/L y 50.8 gMazueloset al. (2010) por su parte, encontraron un
decrecimiento del 0.8% en las velocidades de biooxidacion por cada g% segin ellos la
presencia del ZA desacelera la transferencia de oxigeno desde el gas a las células a causa de una
disminucion en la solubilidad del,OCon base en lo anteriae estima que las cantidades de Zny

Cu en el residuo son tan bajas6@g/L y 0.12 g/L, considerando 15% de mineral en el medio de
cultivo) que no generarian en principio, un efecto deletereo o inhibitorio sobre la bagtésia

dismuniédn sobre la velocidad de biooxidacién no seria significativa

Respecto al Pb, Astaat al. (2010) reportan que sélo 0,036 mg/L de Pb causa inhibicion celular en
cepa deA. caldus Al emplear porcentajesdel 10% y 15% del residuo de La Marpjtas
concentraciones de Pbn el medio de -cultivoascenderianhasta 60 mg/L y90 mg/L
respectivamete, cantidades considerablemente atfaseventualment@odrianresultar toxicagn

otros tipos de bacterias aciddéfilas. No obstaetetrabajos sobre biooxidacion de galena &Aon
ferrooxidans se ha encontrado que el plomo precipita facilmentiorena de anglesita (PbSQQ

un sulfato poco soluble (Makitt al, 2004; Meja et al, 2007), por lo que es posible geste ion

metalico se termine convirtien@m un residuo inocuo.

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

(Havey y Crundwell, 1996). Este elemento puede existir como arsenitt) (Aarsenato (AS)
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donde el A§ es el méas toxico y mévilespecialmente a pH &cidos (Tanataal, 2014. La
tolerancia hacia el A3depende de cada especie microbiana, las bacterias acidéfilas por ejemplo
suelen ser mas resistentes @iseherichia coli (Dopson, 2003)En el caso de\. ferrooxidans,se
hanreportado diferentes rangos de concentraciones en las cuale$ ebAienza a ser nocivo,

entre 50 y 100mg/L segUhuovinenet al (1971), 97.4 y 200mg/L de acuerdo a Braddethl.

(1984) y 5g/L segun Collinet y Morin (1990), estos ultimos autores iéamieportan una
tolerancia al AS de hasta 40g/L. Es posible que las variaciones entre estos limites, dependan en
gran medida del grado de adaptacion de las cepas empleadas (Attia y Elzeky 1995). Pese a que no
se cuenta con la cuantificacion del arséminel residuo, si se sabe que la cantidad de arsenopirita

no esmuy alta, por ende no se espare concentraciosignificativa de este elemento que pueda

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

Aunque la plata (Ag) no es un constituyente basico de los minerales presentes en el residuo, si es
comun encontrarla atrapada en forma de particulas finas dentro de los sulfuros, y su liberacién es
posible durante los procesos de biooxidacién (Dopson,)2Q@8Ag al igual que much®
elementos resulta altamenteitéa para las bacterias. En el casoAdderrooxidansgl ion Ag™

inhibe la oxidacion del F& al unirse al sitio activo de la enzinemcargada se esta reaccion.
Algunos trabajos reportan quedoncentraciore AgnocivaparaA. ferrooxidansesde 0.1 mg/L

(De et al, 1996 Dopson, 2008 también se dice qud.00 mg/L de Ag puedereducir
significativamentela oxidacion de pirita(Norris y Kelly, 1978;Dopson, 2003)De otro lado,
Acevedo yGentina (2005) hablan de un nivel inhibitorio <50 mg/L y tolerancias de 1rGgh

base en lo anteripen un sistema de biooxidacién con 15% (p/v) del residuo de La Maruja, la
cantidad de Ag podria ascender hasta un maximo de 5.31mg/L, concentracpmidasesulta

critica para la bacteria. Sin embargambién cabe la posibilidad dgie parte de lgplataen este

residuq esté aociada al oro mediante aleacién o electrttatl y Woodcock, 2001Chryssoulis

y McMullen, 2005), de ser asi este met@hg) no estariadisponible en soluciémfectando la

actividad bacteriana.

El Fe en sus dos estados de oxidacioi’(FE€™) es uno de los elementos méas importantes en un
proceso de biooxidaciéréste ademas de ser esencial para el crecimiento de bacteriasAcomo
ferrooxidansy L. ferrooxidanstambién es el principal agente oxidante de los sulfi@dsifpers y

Sand, 1999; Tributsch, 2001; Saadal, 2001) No obstante, se ha encontrado que &f Bn
concentraciones muy elevadas (entre 2g/L y 20g/L) puede tener un efecto inhibitorio en la
oxidacién microbiana del Fee inclusive provocar lisis celular (Shrihari y Gandhi, 1990;
Curutchetet al., 1992;Boon et al, 1999a; Booret al, 1999b; Dopsn, 2003). Con base en las
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altas fracciones de Fe tdeminadas para el residuo (0126 asumiendo altos porcentajes de
biooxidacion, es posible que este metal se acumule en tales cantidades (hasta 37.48g/L) que
inhiban la actividad microbiana. De otro laddb efecto adverso del Beobra importancia cuando

se emplean consorcios, ya que favorece el crecimiento de unas especies bacterianas sobre otras,
particularmente el de. ferrooxidansquienresulta menos inhibida por el B¢Ki: 3.1mM paral.
ferrooxidansy Ki: 42mM paraA. ferrooxidanyy tiene mayor afinidad por el F¢Km: 0.24mM)

queA. ferrooxidangKm: 1.34mM) (Norris y Kelly, 1978; Rawlingst al, 1999).

2.4.3 Efecto del tamafio de particula sobre un proceso de biooxidacion

Una de losresultados méaselevantesde esta caracterizacides la distribucion de particulas
asociadas al residuo de La Maruja, las cuales en su mayoria oscilaron entre 38 y 75 um (mallas 325
y 200). El tamafio de particula es un aspecto que cobra importanciaeetoelhidrometallrgico,

ya que de éste depende la efectividad del proceso y el esquema de beneficio. En el campo
egecifico de la biohidrometaluiies un factor que determina las interacciones entre las bacterias,
agentes oxidantes (Fey H") y el mineal, interviniendo en el desgaste fisico de las cepas, la
lixiviacion del mineral y la transferencia de masa (Newiadil, 2000; Olubambeét al, 2009).

Pese a la relacién entre el tamafio de particula y la biooxidacion microbiana, existe cierta
controvesia sobre su efecto en el comportamiento globgheeso ddiooxidacion. Por un lado

varios autores reportan que con minerales de tamafio grueso, han obtenido altas recuperaciones de
metales de interés (Shrihai al, 1991). En sistemas de lecempacado estos mismos tamafios
incrementan la regeneracion delF@uesto que las particulas finas obstaculizan la formacién de

los biofilms (Nikolovet al, 1988; Mazuelost al, 2001). De forma similar en reactores de tanque
agitado, se aprecié que Véabilidad de las bacterias tiende a decrecer con la disminucién del
tamafo de particula (Deveci, 2004). También se ha encontrado que la disolucién de arsénico desde
concentrados de arsenopirftee mejor con particulas gruesas (Malgtaal, 2004; Olubarni et

al., 2009). Mejig2010, observé que a menores tamafios de particula (38um) la regulacion del pH
durante la oxidacion de esfalerigalena y calcopirita, se vadectada; al parecer el tamafio de los
granos ademas de favorecer la disolucion iniadal carbonatos, tuvo un efecto adverso sobre las

bacterias, impidiéndoles neutralizar rapidamente el aumento inicial del pH.

De otro lado, con particulas finas se han reportéloecuperaciones importantes de zinc desde
concentrados de esfalerita, (Tarat al, 1972; Hossairet al, 2004); (ii) incrementos en las

velocidades de disolucion durante la biolixiviacion de calcopiritaApderrooxidangPincheset
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al., 1976); y (iii) mejoras en la cinética de disolucién de pirita en biorreactores operados e
discontinuo (Nematét al, 2000). Olubambet al. (2009), durante la biolixiviacion de minerales

de baja ley, obtuvieron una recuperacion alta de metales empleando particulas de 75um. De
acuerdo a Gonzalezt al (1999) las particulas finas ofrecen un incremento en el area superficial lo
gue a su vez se refleja en una mayor cantidad de sitios activos por los que se empieza a atacar el

mineral.
2.44 Grado de refractariedad de los residuos d& mina La Maruja.

La presencia de particulas micrométricas de oro en los granos de pirita, evidencia el grado de
refractariedad de los residuos de La Maruja. refractariedad es un problema bien conocido y
documentado mundialmente (Hoque y Hobbard, 2011). Una causadnipaile refractariedad, es

la oclusion o diseminacién de particulas micrométricas d¢ oro 1 @rCsoifuros como la pirita

(FeS) y arsenopirita (FeAsS), y en ocasiones en silicatos como el cuarzg), (®idbs ellos
matrices insolubles dificiles deenetrar con soluciones de cianuro. También existe refractariedad
de tipo quimico que involucra la insolubilidad de minerales auriferos comostehuroestibnitas

y aldonitas,la presencia de minerales que puedan descomponerse y reaccionar con el cianuro
(NaCN), y de minerales consumidores de oxigeBasparini, 1993; Parga y Carrillo, 1995;
Groudevet al, 1996; Maddoet al, 1998;Gentina y Acevedo, 2005). Con base en lo anterior y en

los resultados de la caracterizacion mineraldgica, se puede ajfjumdos residuos de la mina La

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

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

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

Se espera que el proceso de biooxidacion, desarrollado para superar el pdebtefrectariedad
(Iglesias y Carranza, 1994; Groudshal, 1996) conduzca a la recuperacion del oro remanente en

el residuo de La Maruja. Con base en la caracterizacion mineralégica parece que la refractariedad
de tipo quimico no constituira ningun pitema dado que no hay presencia de compuestos

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

El residuo de la mina La Maruja presenta refractariedad fisica, es deklision o diseminacion
de particulasnicrométricas de oro menores a 5urn. dnterior lo convierte en un buen candidato

para emplearse en un proceso de biooxidacién y como fuente secundaria de oro

Mineraldégicamente el residuo analizado se caracteriz6 por su alto contenido de pirita, y
concentraciones relativamente bajas de otros sulfuros como esfalerita, galena, calcopirita,
arsenopirita y pirrotita. Esta mezcla particular de minerales podria conducir a un retardo en la
oxidacion del sulfuro mas abundante debido a sus caracteristicasggliesitas y bandas de
valencia. En general la abundancia de pirita en el residuo puede implick oxidaciondel
residuopara la consecuente liberacion del oro y posterior lixiviacion con cianuro sean mas dificiles
y posiblemente poco eficientes. Solonclos ensayos de biooxidacién se podra corroborar esta

premisa.

Mientras las altas concentraciones de pirita en el mineral pueden conducir a una acidificacién

considerable del medio de cultivo, los minerales de la ganga podrian ocasionar un incremento del
pH. Se recomienda durante las biooxidaciones iniciales del residuo, prestar atencion a los cambios
de pH y con base en ellos tomar decisiones sobre la necesidad y forma de controlarlo. Es posible
gue las caidas de pbor debajo de 1.tavorezcan el procesevitando la formacién de jarosita, sin

embargo también podrian afectar el rendimientdadithiobacillus ferrooxidans.

De acuerdo al tamafio fino de particulg,®60um), y aunque en teoria las concentraciones de los
metales pesadgsesentegn el residuo no resultan toxicas pAdithiobacillus ferrooxidansse
recomienda una adaptacion pretiar de la cepa comercial paagegurar su 6ptimo desempefio

durante la biooxidaciéon de los residuos.



B Adapt acAc-indidehifoebrarca oaxl iudsa
resischuoeadra?2 peodaeni ent es
mina La Maruj a

Resumen.

En este capitulo se presentauna estrategia de adaptaciémplementada parda cepa comercial
Acidithiobacillus ferrooxidan®\TCC 23270 al residuo minero proveniente de la mina La MgM@mato,

Calda3. Paraestaadaptacién se emplearon dos residuos, uno de particulas gruesas procedente de la mina
San Antonio (Marmato, Caldas) y el residuo de La Maruja constituido por particulas finas. La estrategia
consistié en aumentar gradualmente la cantidad de mineral diculzar gruesas en el medio de cultivo y
posteriormente realizar dos series de repiques sucesivos con cada uno de los residuos, empezando por el San
Antonio (particulas gruesas) y terminando con el de La Maruja (particulas finas). El aumento gradual de
mineral ocasiond un incremento en el periodo de latencia del microorganismo reduciendo la eficiencia de
biooxidacién del hierro ferroso (. Por otro lado, los repiques sucesivos gliEminucion en el tamario de

grano mostraron ser una herramienta efacparaoptimizarla actividad oxidante del microorganismo y
suprimir las fases de latencia ocasionadas por las concentraciones crecientes de mineral. De igual manera
parece ser que el tamafio de particula influyé significativamente en el porcentaje didoxida los

sulfuros, donde el porcentaje hierro disuelta@esde el residude La Maruja (particals finas) fue 5.3 veces

mas altoque el obtenido corel residuode particula gruesa provenientede la mina San Antonio. En
términos generales la estrategle adaptacion implementada en este trabajo permitié la obtencién de una

cepa déA. ferrooxidansestable ycapaz de biooxidar de forma eficiente los residuos de la mina La Maruja.

Palabras clave adaptacion, residuos mineros, repigues sucesivos
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Abstract

In this study, an adaptive strategy was implemented on the commercialAgtidithiobacillus ferrooxidans

ATCC 23270 to mine tailings originatirig La Maruja mindocated in Marmato, Caldas. Two mine tailings
were used for the adaptation. Orfecoarse particles coming from the San Antonio mine (Marmato, Caldas),
and the second one fine particles coming from La Maruja.rifinis strategy consisted in gradual increase of

the amount of coarse particles mineral in the culture medium, and the gusintwwo sets of successive
cultures with coarse particles (San Antonio) and fine mineral particles (La Maruja). The gradual increase in
mineral caused an increase in the latency period of the process reducing the efficiency of ferrous iron
biooxidation. Moreover, the successive cultures and the decrease in grain size proved to be an effective tool
to achieve some stability in the oxidizing activity. In this way, it is possible to delete latency phases caused
by the increase of mineral concentrations. &mss that particle size had a significantly influence on the rate

of sulphides oxidation. Dissolution rates with fine particle residues were 5.3 times higher than dissolution
rates with coarse particles. In general, the adaptive strategy used increastisiémey of mine tailings
biooxidation byA. ferrooxidans

Keywords: adaptation, mingailings serial subculturing
3.1 Introduccion

En las Ultimas décadas la oxidacion de sulfureslieda por bacterias acidofildsa jugado un

papel importante en el sector de la hidrometalurgia por sus bajos costos de operacion y por ser una
tecnologia mas amigable con el ambiente. Este pretratamiento se muestra ademas como un proceso
promisorio para la extraccion efectiva de negalaliosos desde residuos de mineria o minerales

de baja ley Elzety y Attia, 1995Hoque yHobbard, 2011Schipperset al, 2013 Mishra y Rhee,

2014).

Acidithiobacillus ferrooxidan$ia sido hasta hoy el microorganismo mas estudiado y utilizado en

los procesos de biooxidacion. Esta bacteria se encuentra principalmente en ambientes conformados
por minerales inorganicos y se caracteriza por ser mesofila y acidofila, es decir, crecer a
temperaturas entre los 2535 °C y a pH por debajo de 2.0. Para la sintesis de sus componentes
celularedfija el carbono desde el di6xido de carbono atmosférico y su fuente de energia proviene
de las reacciones de dxigeduccion, donde el Fey el S sirven como donadores de electrones y

el oxigeno como aceptor. Durante los procesos de biooxidacion de minerales, la bacteria utiliza el

Fey el S lixiviados a partir de los sulfuros. A continuacion se describen las reacciones globales
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relacionadas con laidbxidacion de pirita (Rawlings, 2002; Mason y Rice, 2002; Ballester, 2005;
Gdmez y Cantero, 2005; HoqueHobbard, 2011Simate y Ndlovu, 2014

E'H E (. wuw £TH o( 1 (31)
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Es posible que la exposicion Aeidithiobacillus ferrooxidana concentrados de sulfuros, inhiba o
retarde la actividad de la bacteria, especialmente cuando se trabaja con altas concentraciones de
pulpa y seemplean cepas comerciales. Entre los factores reportados como principales responsables
de este comportamiento estan la reduccion en las velocidades de transferencia de oxigeno y
diéxido de carbono, el dafio a nivel celular provocado por las colsslaeteia-mineral, el efecto

toxico de los iones metdlicos que se lixivian, los cambios de pH que puedan generarse por las
caracteristicas minerajicas de los concentrados y la idoneidatimineral como fuente exégena

de energia (Dopson, 2003, Deveci, 20@éusaviet al, 2007 Gerickeet al, 2009; Haghshenas

al., 2009; Mejiaet al, 2011). Una forma de contrarrestar estos efectos adversos es mediante una
adaptacion prelinmar de las bacterias al minergl,con este al nhuevo ambiente que se pueda

generar B el medio de reaccién (Mason y Rice, 2002; etial, 2008).

La adaptacién a un ambiente particular, es un fenébmeno natural de los sereSmwasither,

1998; Xia et al, 2008).Los organismos adaptados son mas fuertes y logran sobrevivir bajo
condiciones que los organismos no adaptados no toleran. En la industria biohidrometallrgica, la
adaptacion de los microorganismos al mineral y/o al ambiente especifico de biooxidacién se
considera un paso fundamental, a través de ésta se puede mejorar dadeedlisolucion de los
minerales, y por ende la eficiencia global del proceso de biooxidacion. La forma mas extendida y
documentada para la adaptacién de bacterias aciddfilas es el montaje de cultivos seriales en los
cuales se va aumentando de forma gahth concentracion de pulpa en el medio; sin embargo no
existen protocolos especificos que delimiten las estrategias de adaptacion, cada investigador es
libre de elegir o disefiar su propio mecanismo, asi mismo de seleccionar el criterio mas idéneo con
base en su proceso, bajo el cual considerara que la cepa esta adaptada (Mason y Rice,&002; Xia
al., 2008, Haghshenas al, 2009).

Una estrategia de cultivos sucesivos con minerales de diferentes tamafios podria eventualmente
resultar eficiente para la adaptacionAleferrooxidansgspecialmente a concentrados de granos
finos. La idea de los subcultivos con minerales de granuloméistanta, radica en los efectos

implicitos a cada tamafio de particula. Se ha encontrado, que las particulas finas dejan mas
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disponibles fases como carbonatos, aluminosilicatos o sulfuros, que contribuyen con el incremento
del pH hasta valores nocivos p#aferrooxidangGarciaet al, 1995; Da Silva, 2004; Sampsen

al., 2005; Mejieet al, 201). Esta granulometria fina, también aumenta el area superficial de cada
grano facilitando la disolucién de elementos téxicos e incrementando la cantidad ationes
especificas con otros minerales (Malgtaal, 2004; Olubambet al, 2009). Todo lo anterior hace

del medio de cultivo un ambiente mas complejo para las células, y su adaptacion al mineral podria
resultar mas lenta. Se considera que comenzatdptacion con un mineral grueso, contrarrestaria

en cierto grado los efectos adversos asociados al mineral, al tiempo que se someteria el
microorganismo a la presencia de particulas que ademas contribuirian en la adaptacion de la

bacteria a los esfuerzosrtantes ocasionados por los solidos en suspension (Deveci, 2002 y 2004).

Con base en lo anterior, en el presente trabajo se implement6 una estrategia de adaptacién de tres
etapas, cada una de ellas constituida por cultivos seriales, para la cepaat@wigiithiobacillus
ferrooxidansATCC 23270 al residuo de la mina La Maruja (Marmato, Caldas). Dicha estrategia
requirié el uso de dos tipos de residuos, el de interés, residuo de La Maruja, y un residuo con
granulometria mayor, también procedente denMao. El fin Gltimo de esta adaptacion fue
obtener una cepa estable, con la capacidad de oxidar eficientemente los pulfseose®n el

mineral de La Maruja.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1Mineral

Para la adaptacion decidithiobacillus ferrooxidanse seleccionaron los residuos de dos minas de

oro ubicadas en el distrito minero de Marmato (Caldas). El primer residuo fue tomado de la mina
San Antonio, con capacidad de produccién tipica de la pequefia mineria de la zona, generando un
residuo caractefisamente de una granulometria mayogo® 150um).El segundo residuo fue
proporcionado por la mina La Maruja, propiedad de la empresa Mineros Nacionales S.A. Este
proviene de una operacion camgenieria bien llevadagapacidad en planta considerableraent

mayor y una particula mas finagf> 60um) Capitulo 2).

Ambos residuos fueron caracterizados mineralégica y quimicamente, a través de Difraccion de
rayos X (DRX), Microscopia Optica de Luz Plana Polarizada (MOLPP/LR), Fluorescencia de
rayos X (FRX) yensayos al fuegdn la Tabla 3L se presentanuresumen deal caracterizacion

inicial de los dos residuos, esta incluyedsmposicion de elementos mas abundantes y minerales.
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Los detalles de los métodos analiticos empleados en las caracterizacionakgiir@ey quimica

se muestran en el capitulo 2.

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

Contenido (%) Contenido aproximado (%)

Elemento

Mineral

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

3.2.2Material biologico y medio de cultivo

Para este estudio se seleccioné la cepa comeékcidithiobacillus ferrooxidansATCC 23270,
suministrada porel Laboratorio de Biomineralogia y Biohidrometalurgia de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Medellide decidié trabajar corst& cepacomercial debido a su
disponibilidad yparticularmentea las dficultades legales que supone el uso de microorganismos
nativos en Colombia Esta bacteria fue activada y adaptada en el medio de cultivo T&K
modificado, constituido por 0.4 g/L d&O)NH,, K:HPO, y MgSQ,.7H,O (Tuovinen y Kelly,
1972). Como fuentesle energia se emplearon solucionessdiato ferroso FeSQ.7H,0) vy
mineral(Tabla 32).

3.2.3 Adaptacion del microorganismo al mineral

Con el fin obtener una 6ptima actividad de la cepa comera@tihs velocidades de biooxidacion

del residuo de La Maruja, se implementd una estrategia de adaptacion consistente en tres etapas.
Para la primera etapa se selecciond el mineral de granulometria gruesa (residuo de San Antonio)
cuya concentracigra través de diferentes subcultivose fue aumentado de forma gradual en el
medio de cultivo, al tiempo que se disminuy0 la fuente de energia facil de asimilar por la bacteria

(Tabla 32) (Chandraprabha&t al, 2002) Posteriormenteen una segunda etapa, se realizaron
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ocho repiques sucesivos con 15% (p/v) de pulpa y 0.333gduléEo ferroso Finalmente, en la
tercera y Ultima etapa se cambio6 el mineral por el de tamafio de grano fino (residuo de La Maruja)
y se efectuaron diez rigpues sucesivos igualmente con 15% (p/v) de pulpe8833g/L de sulfato

ferroso.Cada ensayo se realiz6 por duplicado.

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

los subcultivos déa primera etapa de adapitat

Concentraciones

Componente —— —
Activacion Adaptacion
% Mineral (p/v) 0 1 4 6 8 10
FeSQ,.7H,0 (g/L) 33.33 299 199 133 6.7 3.3

Fe proveniente del

6666.7 5999.9 3999.9 2666.7 1333.3 666.7
FeSQ,.7H,O (mg/L)

El pH del medio base y de lasluciones deulfato ferrospfue ajustado con 130, (98%) hasta

1.6 £ 0.1. Tanto el medio como el mineral fueron esterilizados a 120°C y 15 PSI por 20 min. Las
soluciones de FeSOH,O se esterilizaron por filtracibn con memiaade nitrocelulosa de

0.4% mTodos los ensayos de adaptacion fueron realizados en erlenmeyers de 500ml con un
volumen efectivo de 150 ml. Se empled 10% (v/v) de indanaconcentracioneselulaesde 106°
células/ml. La concentracion de mineral al igual que la de sulfato ferroso, se varié de acuerdo a la
etapa de adaptacion. Todos los cultivos fueron incubddamte 12 diasa 30°C y 180r.p.m
También se corrieron controles abidticos para determinaridaexidacion quimica por los
componentes del medio de cultivo. Peribdicamente se adiai@ada cultivaagua destilada para

compensar la pérdida por evaporacion.

3.2.4 Analisis quimicos

Todos los ermyos fueron monitoreada@®n mediciones periddicdsada 72 hfe pH y potencial

de 6xidereduccién (Eh), usando un potenciometro de pH/ORP Hach HQ 40dyreldtitrodos de

pH y Eh con electrolito de Ag/AgCEnN la primera etapa que consistié en el aumento gradual de
mineral, se cuantificd la concentréaide hierro ferroso (F8. En los repiques sucesivos se midi6
ademada concentracion de hierro férrico (Bey hierro total (Fe total), este ultimo principal
indicador del proceso global de biooxidacion. Las mediciones‘dg Fe total se realizarcen un

espectrofotémetro GENESYS UV 10 usando el método colorimétrico de leosntrolina, de



Capitulo 3 47

acuerdo a la norma ASTM 35@@ B. La concentracién de Bee estimé como la diferencia entre

el Fe total y F&. Se calcul6 el porcentaje de hierro solubitia presenteemo | uci - n (d) a
de laecuacion 3.3, donde V es el volumen de trabajo,c@hcentracion final de Fe total en
solucién, Gconcentracion inicial de Fe total en solucién, F fraccion de Fe total en el mineral, W

masa de mineral en el medle cultivo.

—p prtmt (3.3)

Segun Haghshenas al (2009) se han reportado diversos criterios bajos los cuales una okpa de
ferrooxidansse ha considerado adaptada a un mineral, entre ellos: (i) cuandddeislades de
oxidacion de F& son similares a las velocidades de oxidacion del mismo ion en un medio libre de
mineral; (i) cuando la concentracion celular al final del proceso a una concentracion determinada
de pulpa alcanza 16élulas/mj (iii) cuand se aprecian cantidades significativas de iones disueltos
(Fe, Cu, Zn, segun el mineral biooxidado) y la relaciéff/Fe es menor a un (iv) cuando la
velocidad de disolucion de un metal en dos repiques consecutivos es simiEsteEaso se
consided que la cepa. ferrooxidansATCC 23270 estuvo adaptada a cada residuo, cuando
desaparecieron las fases de latencia y los porcentajes de hierro total en dolegade 12 ids

de cultivg ertre al menos tres repiques consecutivos no presentaron variaciones significativa

(Mason y Rice, 2002). Para evaluar las diferencias entre reiguealiz6 un analisis estadistico.
3.2.5 Analisis estadistico

Se realizaron analisis estadisticos de manera independiente para la segunda y tercera etapa de
adaptacion con el propésito de identificar las diferencias entre repiques. Se seleccioné un disefio
experimental completamente al azar, donde cada repique egastih tratamiento diferente.

Como variable respuesta se empled el porcentajeedetal disuelto en soluciérya que de los
parametros medidos, es el que entrega informacion mas concisa sobre el proceso global de
biooxidacion.Todos los datos fueron sotits a pruebas de distribucion y homogeneidad de
varianzas (ShapiriVilk y Barlett test), con el fin de probar los supuestos del andlisis de varianza
(ANAVA), posteriormente se aplico el ANAVA. Las diferencias significativas encontradas, se
analizaron araivés de la prueba de comparacion de medias Tukey. En todas las pruebas se asumio
un nivel de significancia de 0.05. Todos los andlisis estadisticos fueron realizados en el software de

libre distribucion R Project version 2.15.2.
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3.3Resultados

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

En la Figura 3L se presentan tres cinéticas de biooxidadjiid, potencial redox y F8&
inherentes a la primera etapa de adaptackera el pH (Figura -2A), se encontré6 un
conportamiento directamente proporcional entre la cantidad de mineral adicionada al medio y la
aparicion de picos maximos. En los giusacon 1%, 4% y 6% de pulpa, IpEos maximas son
alcanzadelos dias tres, seis y nueve respectivamente, en los cultivos con 8% y 10% los valores
maximos de pH fueron logrados alrededor del dia nueve. Otro aspecto caracteristico es la
magnitud del valor maximo de pH con el aumento del porcentaje de pulpa, laiciaéhente

parece disminuir y después aumenta h&:(1%), 1,76 (4%), 1,77 (6%), 1,85 (8%), 1,98 (10%).

En cuanto al pH final, en todos los ensayos cay6 significativamente por debajo del pH maximo, en
los montajes con 6%, 8% y 10% se apreciaron ptedn@5 y 1.75, mientras que con 1% y 4% de

mineral, estos bajaron hasta 1.54 y 1.57 respectivamente.

En las gréaficas de potencial redox y concentracion desEeobservaron tres fases, una fase de
latencia, una exponencial y otra estacionaria (FigutaB3 y C). Particularmente la fase de
latencia fue mas larga a medida que aumento la concentracion de mineral y disminuyd la de sulfato
ferroso, como ejemplo, en el ensayo con 1% de pulpa el proceso de oxidacién inicia el primer dia,
en el que contiene 4%icia a los tres dias y con 6% y 8% al microorganismo le toma
aproximadamente seis dias comenzar a oxidar el hierro ferroso de la solucion. En general los
valores maximos de potencial de dxidmuccion coinciden en el tiempo con los vatomaximos

de pHen cada ensay&n todos loensayospese a la presencia fase,lag alcanzaron valores de
potenciales redox altos y caidemnsiderablegn las concentraciones de"Fmdicando actividad
microbiana. La fase estacionaria inicia alrededor del tercer dia en el subcultivo con 1% de mineral,
en el sgto dia con 4%, y en el dia nueve para los demas subcultito$os repiques con 10% de

pulpa el tiempdatencia comienza disminuir, e la grafica de potencial redox (FigurdB) se

aprecia que su duracion solo fue de tres dias. Con esta cantidad de pulpa también se observo el
aumento mas significativo del pH y un incremento leve en la concentracioi e teecer dia el

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

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

600

(B)

Potencial de éxido-reduccién (mV)

300 | . . .
0 3 6 9 12
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
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Figura 3-1: Cinéticas de los parametros fisicos y quimicos determinados en la etapa inicial de
adaptacion: concentraciones crecientes de mineral y decrecierseffate ferroso (A) pH vs

tiempo (%). (B) Potencial redox vs tiempo (mV). (C) Concentracion tfevEdempo.

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

Para la etapa 2 de adaptacion, las cinéticas de pH (FigR#d Bresentaron comportamientos
similares a los de la primera etapa, el pH subié hasta su punto maximo para luego decaer de forma

continua hasta el final del proceso. En el siéés alcanzaron s valores maximos de pH los
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repiques 1 (2.14), 2 (2.13), 3 (1.99), 6 (2.05) y 7 (1.97); Los maximos pH para los repiques 4
(1.92), 5 (1.99) y 8 (1.95) fueron apreciados en etréa Consistentemente, en los Ultimos cinco
repiques, el pH alcanzado etiflo dia del proceso oscilé entre 1.50 y 1.46, inferior al pH inicial
cuyo valor se mantuvo alrededor de 1.6. En los repiques 1,2 y 3 pH final permaneci6 entre 1.55 y

1.60sugiriendo una menor solubilizacion del residuo respecto a los ultimos repiques
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Figura 3-2. Cinéticas asociadas a la segunda etapa de adaptacion: Repigues sucesivos con residuos
de particulas gruesas. (A) pH vs tiempo. (B) Potencial redox vs tiempo. (C) RelaCite'Fes

tiempo. (D) Concentraciéon de Ben solucién vs tiempo.
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En las cinéticas de potencial de éxigduccion y relacién F&Fe™ (Figuras 32 B y C) se
observaron fases de latencia de 72 h en los tres primeros repiques y el repique 7. Estas fases
indican que lagelacionesentre el F& y el Fe™ no cambiarordurante los primeros tres dias, es

decir, que aparentemente no hubo actividad oxidativa. Después de este periodo, las razones
comienzan a aumentar hasta el noveno dia con una velocidad de conversion menor iguéas rep

1 y 3. Finalmente se entem unatercera fase caracterizada por comportamientos distintos en los
primeros tres repiques, cayendo en el 1, estabilizdndose en el 2 y aumentando en el 3. En los
demaés repiques se aprecié un aumento gradual desde el inicio del proceso hasta el dia mueve. Entr
el noveno y doceavo dia se presenté una inflexion acompafiada de ligeros disminuciones en la

conversion F& a Fé€, con algunas diferencias menores.

Tal como se apreci6 en las graficas de potencial redox y relaciBRd e las cinéticas del Féen

solucion (Figura 2D) también presentaron una fade latencigpara los repiques, 1, 2, 3y 7,
seguidas de fases exponenciales hasta el final del proceso. Los repiques 1 y 2 presentaron las
velocidades de generacion del ion férrico mas bajas y conseceetgertas menores
concentraciones finales de*Fen solucién1917.5 mg/L y 1880.0 mg/L respectivamente. Por

otro lado, en los repiques 4, 5, 6y 8, e’@menz6 a aumentar desde el primer dia de proceso,
donde los repiques 5 y 6 alcanzaron las coinaeiones finales méas altas dé¥€853.3 mg/L y

2876.3 mg/L respectivamente.

Las cinéticas asociadas a los controles fueron consistentes en todos los repiques {Bigura 3
presentando incrementos en el pH a través del tiempo, caidas leves en lomlpsteedox y

cambios poco significativos en las relacione$/Fe'?y concentraciones dee" en solucion.

La Figura 33 presenta un diagrama correspondiente a los porcemajazedio de Fe total

disuelto alcanzadoson cada repique. En esta grafica se apreapiatas diferencias entre los ocho
repiquesson consecuentes con lo antes descrito en las cinéticas. Los repiques 1 y 2, cuyas
cinéticas fueron las mas lentas, particularmente las d&lgfesentaron los peentajes mas bajos

de Fe total solubilizado, 3.24 % y 3.17% respectivamente. En el repique 3, aunque hubo un
crecimiento en el porcentaje de solubilizacion, 3.87%, fue el tercero mas bajo, en este montaje se
apreciaron las caidas iniciales mas pronursiade potencial redox y Bée™. En el repique 4
desaparecio por primera vez la fase de latencia y el porcentaje de hierro continuo en aumento hasta
4.12%. Luego estan los repiques 5y 6 con los mas altos porcentajes de hierro disuelto, 4.71% y

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

de oxidacion, eborcentaje de hierro total macrementogste fuede4.18%.

Fe total disuelto (%)

1 2 3 4 5 6 7 8
Repiques
Figura 3-3: Repiques etapa. Medias por Minimos Cuadrados patgorcenajede hierro total en
solucioncon intervalos de confianza del 95%as letras minUsculas indican las diferencias entre

los repiques segun la prueba de Tukey

Para establecer si las diferencias entre los porcentajbsente totaldisuelto asociados a los

repiques fueron o no significativas, se realiz6 un analisis estadistico. En primer lugar, el analisis de

los supuestos mostr6 que los porcentajedideo tienen una distribucién normal y varianzas

homogéneas, obteniéndose valores p de 0.3980 y 0.3566 respectivamente. El analisis de varianzas

arrojo un valor p de 7.53 indicando diferencias significativas en el porcentaje de hierro total

solubilizado entrel menos dos de los ocho repiques. Un analisis de diferencia de medias de Tukey

permitié determinar puntualmente las similitudes y diferencias entre los repiques. Los repiques 1y

2 se dividier an, eyn aanr rseod po myd eupbaps pdroestajesdep i ques cC
solubilizaciéon. El porcentaje de hierro del repique 3 fue estadisticamente similar al de los repiques

1, 4, 7 vy 8, por aboo qSuee fsoer nt-| aushi, f¥d¢a-m ndommgor P @i, g e s

6,7 y 8, en este conjunto peesentaron las madtas disoluciones de hierro.

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

cercanos de oxidacion. Por lo anterior y de acuerdo al criterio de adaptacion establecido, la cepa



Capitulo 3 53

logré adaptarse al residuo de la mina San Antonio, a partir de este resultado se determiné pasar a

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

3.3.3 Adaptacion tercera etapa: Repiques sucesivos con mineral de

particula fina

Igual que en la etapa 2, para esta etapa con el residuo de La Maruja, se determinaron las cinéticas
de parametros como el pH, potencial redox, relaEiiFe™ y Fe™ en solucién (Figura-8). En

el caso del pH (Figura-8A) solo se presentaron puntos maximos alrededor del tercer dia en los
repiques 1 (2.65) y 2 (2.27). A partir del repique 3 los incrementos de este parametro fueron casi
nulos y el pHcomenzé a decaer, en la mayoria de los repiques, desddrekdim el repique 7 se

observo una caida significativa del pH desde el primer dia de procegen&rrala medida que
aumenté en el namero de repiques, el incremento del pH durante losopritres dias fue
desapareciendo.

Comparando los resultados del pH de la segunda y tercera etapa de adaptacion {Eiyyras 3

4A) se observa que las cinéticas del pH variaron significativamente, estas diferencias se evidencian
en los controles los cualen la tercera etapa (Figurd &) alcanzan valores maximos alrededor de

3.5. Adicionalmente al final de esta misma etapa, pero en los ensayos con microorganismo, se

alcanzaron valores minimos cercanos a 1.3.

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

potencial redox, relacion E&Fe™, y concentracion de Een solucion (Figura-d B, C y D).

Entodos los repiques, excepto el 1, el potencial de 6xido reduccion (Figiaadcanzo valores
maximos entre 528 y 54@V durante el dia seig luego comenz6 a decaer hasta finalizar cada
ensayo. En el ensayo 1, el aumengd Bh se prolonga hasta el diaeve alcanzando un valor
maximo de 546.15 mV. Estos comportamientos son consistentes con lo hallado para la relacion
Fe"¥/Fe™ (Figura 34C), la cual en la mayoria de los repiques también aumenta significativamente
hasta dia 6 juego cae paulatinamentgen los repiques 1y 10 el aumento de la razdtiFeE se
prolonga hasta el dia 9. En la raz6i*fe" el cambio en el comportamiento es mas evidente, por

la caida abrupta.
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Figura 3-4: Cinéticas asociadas a la tercera etapa de adaptacion: Reqpigasivos con residuos
de particulas finas. (A) pH vs tiempo. (B) Potencial redox vs tiempo. (C) RelacidReFe vs
tiempo. (D) Concentracion de Ben solucion (mg/L).

De acuerdo a las cinéticas del"¥en solucién (Figura-8D) de los Gltimas ochorepiques, la
mayor oxidacion se presengditre los dias cero y nueve, haciéndose maxima entre los dias tres y

seis. A partir del dia nueve aparece una nueva fase en la que decae la velocidad de oxidacion,



Capitulo 3 55

particularmente y de forma mas pronunciada endpgues 3, 4 6 y 7. En los repiques 1 a2
oxidacion inicio desde el dia trgse extendié hasta el dia 12. Pese a la fase de latencia inicial, los
repiques 1 y 2 fueron quienes alcanzaron la mayor concentracién de hierro férrico al final del
proceso, 8495.83 mg/L y 7998.13 mg/L respectivamente. En el dia nueve donde se presento el
pico maximo para los demas repiques, el repique 3 sobresalié con 8224.79 mg/L, seguido del
repique 8 con 8168.96 mg/L. El repique 4 presentd la concentracion tmdge bag 701271

mg/L, lo anterior estimado ezl dianueve.

La Figura 35 presenta los porcentajesomediode hierro total disuelto en los repiques de la etapa

3. En esta grafica se observa una diferencia notoria del porcentaje de hierro total disuelto asociado
al repique 1, el cual fue relativamente alto (23.67%), una diferencia similar se aprecié con
anterbridad en las cinéticas de ‘Eelonde el mismo repique alcanzé la mas alta concentracién de
Fe'®. Otros de los repiques que resalta en la FigeBae8 el 3, con un porcentaje total de hierro
solubilizado de 22.17%. Por otro lado los repiques con las rgas Hisoluciones fueron los
repiques 4 y 6, con un 19.84% y 19.70%. En general se observaron ciertas oscilaciones en los
porcentajes de hierro total disuelto a lo largo de los repiques de esta etapa, particularmente en los

primeros seis.
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Figura 3-5: Repiquesetapa 3Medias por Minimos Cuadrados pa&igorcenajede hierro total en
soluciéncon intervalos de confianza del 95%as letras minuUsculas indican las diferencias entre

los repiques segun la prueba de Tukey

Para determinar las diferencias eal es 0 entre | os repiques de est

estadistico. Los porcentajes de hierro total disuelto presentaron normalidad (valor p: 0.5955) y
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varianzas homogéneas (valor p: 0.0815). EI ANAVA sugirié diferencias significativas antr
menos dos de los repiques (valor p: 0.0271). A través de la prueba de Tukey se determind que
estadisticamente las diferencias en porcentajes de hierro disuelto solo se dieron entre los repiques 1
y 4,y 1y 6, los demas repiques presentaron porantdg disolucion similares entre si. Lo
anterior permite concluir que en los Ultimos nueve repiques, el porcentaje de oxidacion fue cercano
y la cepa logr6é adaptase y estabilizar su actividad en un medio de cultivo cuya fuente de energia
fue el residuo dé&a mina La Maruja.

Finalmente se tiene la Figura63 en la que se compara el porcent@jemediode hierro total
disuelto desde los conjuntos deitpies de las etapas 2 y 3. Btaégrdica se aprecia la diferencia

en disolucién de hierro lograda cambos tipos de residuos. Con el mineral de particula gruesa
(San Antonio) se lograron solubilizaciones hasta de 4.03%, mientras que con el mineral de
particula fina (La Maruja) se logré una lixiviacién de hierro del 21.49%, es decir 5.3 veces mas
alta. Enlos controles abiéticos o blancos, las diferencias no fueron grandes, sin embargo la
solubilizacién fue un poco més alta cdnesiduo de La Maruja. Esta dica también muestra el
efecto de las bacterias sobre el mineEal los ensayos no inoculadoksmeedio de cultivo solo

logré oxidaciones incipientes del mineral (0.47% con el residuo San Antonio y 0.70% con el
residuos La Maruja), mientras que en aquellos inoculaoferrooxidansla oxidacion fue

significativamente alta.
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Figura 3-6: Comparacion porcentajes de hierro total disuelto, repiques con residuos de San

Antonio y La Maruja



Capitulo 3 57

3.4 Discusion

3.4.1 Efecto del aumento gradual de mineral

El consumo de hierro ferroso, pH y potencial de Oxiftuccion son consideraddmienos
indicadores en un proceso de biooxidacion, estos ademas de entregar informacién relevante sobre
el proceso global de disolucion de minerales, dan cuenta de la actividad microbiana, aspecto de
gran importancia durante la adaptacion de un microorganismonsambiente particular, en este

caso deAcidithiobacillus ferrooxidans concentraciones crecientesuteresiduominero (Xiaet

al., 2008; Zapata, 2006; Haghsheraal, 2009; Mejieet al, 201).

Durante la adaptacién d&. ferrooxidans un mineralcon frecuencia se dan incrementos iniciales

del pH debido a tres factored:cmnsumo de acido por las fases carbonatadas y ganga presente en
los concentrados (Ahonen y Tuovinen, 1994; Sampgsai, 2005;Stromberg y Banwart, 1999
Carreteroet al, 2013, d consumo H por monosulfuros como la galena, esfalerita, pirrotita y
calcopirita (Garciat al, 1995; Da Silva, 2004; Ballester, 2005) y a la oxidacion biologica del Fe
(Sandet al, 2001). En este trabajg particularmente en la primera etapa de adaptacion, se
observaron aumentos del pifigura 31A), sin embargo no siempre ocurrieron al inicio del
proceso tal como lo reporta la literatura, estos aumentos estuvieron directamente relacionados con
el incremato del potencial redox y el consumo del*F&e considera, que este fendmeno fue
debidoprincipalmente a las reacciones bioquimicas del proceso, donde el microorganismo oxido el
F"? disponible, al tiempo que consumid kicrementand@l pH; a su vez laxidacion del F&

gener6 mayores concentracione$’Reconsecuentemente potenciales redox mas altos. Por otro
lado, la baja influencia de los minerales de ganga o los monosuylfla@sal tambiénse ve
reflejada en lowvalores de pH alcanzados en lomtroles abibticospodria estar asociada a la
mineralogia de los residuos de la mina San Antonio. M¢j&, (201 encontraron que tamafios

finos de particula, favorecen la exposicion y disolucion de carbonatos y/o fases silicatadas debido
al incremento del &rea superficial. Esta partele la adaptacigrel mineral empleado ademés de
estar compuesto por particulaativamente gruesas, contiene concentraciones bajas de ganga y

monosulfuros.

De otro lado, el comportamiento consistente de las cinéticas de pH, Ei ¢Figara 31),
evidencia la influencia del incremento gradual de mineral sobre la actividad fdeooxidans
reflejada en un aumento cada vez més prolongado de la fase de latencia, principalmente en los

primeros tres repiques (1%, 4% y 6% de pulpa). Estos comportamientos son comprables con lo
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encontrado porChandraprabhat al (2002) y Haghshenast al. (2009) en sus trabajos de
biooxidacion de sulfuros col. ferrooxidansSe presume que la apariciéon de la fase de latencia en
un proeso de biooxidacién de minerales consecuencia de mdltiples factores, entre ellos la
lixiviacion de metales téxicodMason y Rice, 2002; Haghshenetsal, 2009; Xiaet al, 2008;

Mejia et al, 2011). De manera particular, aumentos graduales del residuo proveniente de la mina
San Antonio, implican mayores concentraciones de mepalesdosomo el Pb y la Ag, qude

entrar en la solucion durante las primeras horas del proceso podrian provocar retardos en el
crecimiento de\. ferrooxidanglebido a su interferenc&brelas rutas bioquimicas inherentes a la
oxidacion del F& (Dopson, 2003; Cabrert al, 2004; Akcilet al, 2007; Gerickeet al, 2009;
Mejiaet al, 2011). Otro de los factores que influye en la aparicion de la fase lag, es el esfuerzo
cortante ocasionado por la agitacion y principalmente por el mineral en suspension (Hagitshenas
al., 2009). Deveci(2002) y Xiaet al, (2008) observaron, que el aumento de la concentracion de
solidos conduce al decrecimiento en la viabilidaderrooxidansy su capacidad de oxidar el ion
ferroso, debido a que el roce de las particulas sélidas con la bacteria Hapde dafios en las
membranas celularesambiénestala reduccion en las velocidades de transferenci@,deCO,,
asociada al incremento da concentracién de pulp&éricke et al., 2009; Haghsheneisal,

2009)

Con base en lo anterie puedéecirquea medida que incrementa la concentraciéon de sélidos en

el medio, a la bacteria le toma mas tiempo adaptar su metabolismo al nuevo ambiente cada vez
mas adverso Sonnleitner, 1998 Madigan, 2010).Seguin Sonnleitner (1998), la adaptacion
significa que las células varian su composicion intracelular con el fin de hacer frente de manera
eficaz, a las condiciones que se presentan en el ambiente circundante. Estos cambios pueden estar
reflejados en la expresién de enzimas o el uso de rutas metabliioaati@as para la metabolizar

los nuevos sustratos, en este caso concentraciones crecientes de mineral. Adicionalmente si las
bacterias estdn expuestas a compuestos inhibitorios o toxicos, ellas deben expresar otras enzimas
qgue les permitan sobrevivir @stos. De no encontrar una via para mejorar las condiciones del

microambiente comienzan a sufrir e incluso mueBam(leitner, 1998

Mejiaet al (2011) argumentan que el retardo en cinéticas como la del potencial redox, puede ser
consecuencia de ldeficiencia en fuentes de Fdaciles de asimilar. Cabe recordar que en la
primera etapa de adaptacion, el incremento en la concentracion de pulpa conlleva a la disminucion
del sulfato ferrosopor tanto las bacterias se ven obligadas a utilizar comdefuknenergia los

iones provenientes del mineral, proceso que implica cinéticas mas lentas (Roelriglye2003;
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Xia et al, 2008); una vez comienza la liberacion de esteg larbiooxidacion se acelera y es ahi
donde comienza la fase exponencial (Ragd, 2002; Sand; 2001; X& al, 2008).

Al observar las fases de latencia en las cinéticas del potencial derédidion y oxidacion de

Fe'?, se podria pensar que esta primera etapa de adaptacion no fue exitosa, sin embargo se debe
considerar guesta fase es un paso crucial de la adaptacién, donde la bacteria adquiere resistencia

a los distintos factores que pueden causar su inhibicién (Tuoeiredn 1971; Haghshenast al,

2009). Independiente de la concentracién de mineral en el mediouyaleidh de la fase lag, en

todos los ensayos se presentaron fases exponenciales a través de las cuales se alcanzaron valores de
potenciales redox altos y bajas concentraciones d& Es decir, el microorganismo logré
adaptarse a las condiciones ambierstah las que fue expuesto en cada ensayo. El grado de
adaptacion también se pudo apreciar en el repique con 10% de pulpa, donde el tiempo de latencia

en las cinéticas de Eh yEsolo durdtresdias.
3.4.2 Efecto de los repiques sucesivos

Pese al importante papel que desempefia la fase de latenciea@sptacion de una bacteria
aciddila a concentraciones crecientes de pulpa (Tuoveteal., 1971), no se puede desconocer
gue la presencide dicha fase retarda la oxidacion de los mineratesiendo de la biooxidacién

un proceso ineficiente en el tiempo. Con el fin de minimizar y/o eliminar la fase lag e incrementar
las velocidades de disolucion de losenalesasociados a los residuos de la mina La Maruja, se
realizaron dos series de ¢ults sucesivos empleando una concentracion fija de mineral y dos

granulometrias diferentes.

De acuerdo a las cinéticas de pH, potencial redeg 3en solucion obtenidas en las dos series de
repiques sucesivdgiguras 32 y 34), es posible afirmar questa fue una estrategia de adaptacion
idonea que permiti6 mejorar la eficiencia del proceso de biooxidacion de los residuos mineros
provenientes de Marmato. El éxito de estas etapagsefigjado en la reduccion significativa o
eliminacién de las fasate latencia observadasirantela primera etapa (Mason y Rice, 2002)

en la obtencidon de porcentajes de hierro solubilizado estadisticamente similares entre repiques
(Figuras 33 y 35) (Haghshenast al, 2009; Molaeiet al, 2011) Se considerague esbs
resultadosson consecuencia de laldrancia adquirida por la cephefecto téxico de algunos de

los elementos solubilizados (Haghsheeasal, 2009; Mason y Rice, 2002; Xiat al, 2008).
Algunos autores reportan que a través de los subcultivogpsisle la seleccion de mutantes

resistentes al dafio celular provocado por el roce de las particulas y a altas concentraciones de
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metales pesados (Shehata y Whitton, 1982; etial, 2008). La tolerancia adquirida por las
células,como se sugirié antese atribuye a la activacion de rutas bioquimicas alternativas que le
permiten a la bacteria seguir creciendo bajo condiciones adversas (NiesSd88i2jtner, 1998;
Molaeiet al, 2011).

Aunque no fue determinadags posibleque con los repigques suocass también se haya
incrementado la capacidad de la cepa para adherirse al miBegidlnSandet al. (2000 y
Rawlings, (2002 de este factopuede dependeia extracciéninicial rapida de Fé? fuente
principal de energia pafa ferrooxidansy precursor del F& Una mayor capacidad de adherencia
de las células aulfuro, podria explicar hasta cierto punpmr qué a pesar de la baja concentracion
de sulfato ferros@100 veces menor a la concentracion de sulfato ferroso propuesta paraoel med
T&K (Tuovinen y Kelly, 197)), la oxidacién de mineral y generacion deHaego de varios
repiques comenzdesde el primer dia de cultivel incremento en capacidad de adherencia de las
células fue demostrado por Xiet al (2008) quienes observargue el porcentaje de absorcion de
una bacteria adaptada fue, en la mitad del tiempo, 15% mas alto que el de una bacteria no
adaptada, indicando una fuerte afinidad de la primera bacteria por el mineral. En, gesteral
adherencigpuedegenerar microambiges con altos potenciales redox debido a la formacion de
SPEFe™ (SPE: Sustancias poliméricas extracelulares), lo cual mejora la lixiviacion quimica e
incrementa las velocidades de reacaiéna pirita y otrosulfuros(Kinzler et al., 2003;0lsonet

al., 2003; Xiaet al, 2008).

3.4.3 Efecto del tipo de residuo

De otro lado, entre los resultados mas relevantes obtenidos desde los cultivos sucesivos, se
encuentran las marcadas diferencias entre los repiques con los dos tipos de (feisidieo86).

En principio se podria pensar que por tratarse de minerales provenientes de la misma zona
geografica, compuestos por el mismo tipo de sulfuros, pirita principalmente, las cinéticas de
oxidacion en ambos deberian ser similas#s embargo el residuo provenie de la mina La

Maruja se solubiliz6 ddorma mas réapida y eficiente.sté resultado es comparable con lo
reportado por Baldet al (1992) quienes encontraron variaciones significativas en las velocidades
de lixiviacion de hierro desde diferentes fuentie pirita, dos de ellas procedentes de la misma
region. De igual manera Criet al (200§, demostraron a través de un andlisis electroquimico
(voltametria ciclica) las diferencias en reactividad y los potenciales requeridos por piritas

provenientes deess sitios mineros.
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Segun la literatura, las diferencias en reactividad de las piritas se deben, entre otros aspectos, a la
morfologia, area superficial, a las imperfecciones que aparecen en los cristales y a las otras fases
minerales que las acompafam §ea en inclusiones o sueltas (Caruccio, 1970; Smith, 1942;
Wiersma y Rimstidt, 1984Pollacket al, 1991; Baldiet al, 1992; Cruzt al, 2006). En el caso
especifico de los residuos usados, ambas piritas presentaban uc@restristalina con graso
ewedralesy la mezcla de mineralesompafantes fueranuy similares, por lo cual se cree que la

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

El efecto del tamafio de particula en los procesos de biooxidacion ha suscitado cierta controversia
respecto a cual es el 6ptimo. Analizando los resultadobleimatiet al. (2000) Olubambiet al.

(2009) y Mejia et al (2011) quienes evaluaron simultanearte el efecto particulas finas y
gruesas, se podria concluir el tamafio mas adecuado oscila alrededor de 75um, particulas lo
suficientemente pequefias para lograr un incremento en el area superficial del mineral y un
aumento en el numero de sitios activosdéelos cuales se inicia la discion de los sulfuros
(Gonzélezet al., 1999), y lo suficientemente grandes para evitar la influencia adversa del mineral
muy fino sobre las estructuras celularBeratiet al, 200Q Deveci, 2004 En este sentido se

pueck decir que el tamafio de particula del residuo de La Maruja es (D60 = 60um) se acerca

bastante al tamario idéneo.

Otradiferenciamarcadaentre los residucse aprecié@n las cinéticas de pH ttes blancos, quienes
aumentaronde forma considerable en el residuo de La Maruja. Este aumento puede estar
igualmente relacionado al tamafio de particula, el cual deja mas disponible las fases silicatadas,
carbonatos y monosulfuros, todos ammglores de acido (Mejia, 201@ la concemtcion dela

ganga en el mismo residuoonsiderablemente mayor a lal desiduoSan Antonio, ya la alta
cantidad de calcita en el mineral de La Maruja. El leve incremento en porcentaje de hierro
solubilizado en los controles abiéticos con el mineral @élaruja también se atribuye al tamafio

de particula y disolucion de los monosulfuros por el acido del medio.

Pese a la alta solubilizacion de hierro obtenida en los repmpre®l residuode La Maruja,
también se observaron ciertos efectos que eventowmeueden afectar la actividad de
ferrooxidans entre ellos un decrecimiento mas pronunciado del pH previsto desde la
caracterizacion inial del residuo. Este fendmers comun en minerales con altas proporciones de
sulfuros produmres de acido comla pirita (Ecuacion 3.2)Schippers y Sand, 1999; Rohwerdér

al., 2003;Cruz y Monroy 2006;Sekharet al, 200%; Simate y Ndlovu, 2014 Con base en lo

anterior, se considera que el giddo ser uno de los tantos causantes de la caida en la relacion
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Fe'¥/Fe™ en los repiques con el mineral de La Maruja. Se cree que al alrededor del dia seis, donde
el pH bajo hasta 1.4, las condiciones del medio se comenzaron a tornar adversas, y a la bacteria le
fue dificil oxidar eficientemente el Eedisuelto, el cubse comenzé a acumulakcidithiobacillus
ferrooxidansy otras bacterias acidéfilapuedenserafectadas por cambios considerables de pH
debido a que a nivel biologiceste intervienen la velocidad de crecimieniaterfiriendo en los

grupos ionizablepresentes en las enzimas del citoplasma y periplasma (Gomez y Cantero, 2005;
Rivadeneira, 2011). Otras causas de la acumulacion‘d@ueden estar asociadas a: (i) el efecto
inhibitorio del Fé&® descrito previamente en el capitulo 2; (i) a las vetmbis de solubilizacion

del residuo, donde la cantidad dé’fgenerado por lixiviacion llega a ser tan alta que las bacterias

no lo alcanzaron a oxidar eficientemente; (iii) la disponibilidad de oxigeno disuelto en el sistema,
el cual puede verse limitadm cuando se trabagm erlenmeyers (Dast al, 1999; Maieret al,

2004).

Finalmente, hciendo un analisis global de la disolucion del residuo de La Maruja, y dejando de
lado los problemas que pudieron presentaseonsidera los porcentajeshilerro disueltdueron
favorablesZhanget al (2008) presentamporcentajes daierrolixiviado inferiores a 20%urante

la biooxidacién de pirita coA. ferrooxidanduego de 18 dias de proceso. Letial. (2011) por su
parte, obtuvieron porcentajes bielixiviacion de pirita (tamafide parttula 74 um) inferiores al
15%, en un proceso de biooxidacion de 12 diasAcdarrooxidansEn el presente trabajo en solo

nueve dias se obtuvierporcentajesle hierro disuelt@guales o superiores a 20%.
3.5Conclusiones y recomendaciones

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

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

Los repiques sucesivos con una concentracion definida de mineral y diferentes tamafios de grano,
demostraron ser unasteategia efeota a través de la cual se pudaeejorar el proceso de
biooxidacion ylograr cierta estabilidad en la ceplisminuyendo las fases de latencia y mejorando

los porcentajes de hierro disuelto en solucion.

El residuode lamina La Marujaresultd mas reactivque el de la mina San Antonéebido al

incrementoen el &rea superficiade susparticulas No obstante las altas disoluciones de este
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mineral, provocaron caidas considerables del pH que parecieron intarfeldr actividad celular
consecuentement®n la oxidacién del F&€. Se recomienda evaluar si el control del pH durante la
biooxidacion de estos residuos, eventualmente puede evitar la pérdida de actividad microbiana y en

particularincrementar lalisolucionde los sulfuros.

Con base en las cinéticas de generacion &eyra tiempo de aparicion de la fase estacionaria, es
posible que solo 10 dias de cultivo sean suficientes para obtener datos representativos sobre la
biooxidacion de los residuos de La Matujmie den expliozion sobre el efecto de factores o

pardmetros fijos qua futurose deseeavaluar.
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Resumen

Con el fin de encontrar una velocidad de agitacion idonea y determinar la importancia de controlar el pH
durante la biooxidacion del residuo de la mina La Maruja (Marmato, Cadas), se plantedé un disefio
experimental 2x3 en el cual se analizaron dos condisiate control de pH (con y sin control) y tres
velocidades de agitacion (300 r.p.m, 500 r.p.my 700 r.p.m). Todos los tratamientos fueron evaluados a nivel
de laboratorio en reactores de tanque agitado de 5L (volumen efectivo), empleando como ageitte biol6g
una cepa comercial decidithiobacillus ferrooxidangpreviamente adaptada al mingrg como medio base

el medio T& modificado. Estadisticamente no se encontraron interacciones significativas entre los dos
factores, tampoco se apreciaron diferencias entre el control o no de pH, sin embargo la agitacion fue un
factor determinante en la eficiencia del proceso. Con 30 rse obtuvieron los mas bajos porcentajes de
hierro y sulfatos solubilizados, en promedio 8.60% y 9.61% respectivamente. Entre 500 r.p.my 700 r.p.m no
se encontraron diferencias significativelgrandouna solubilizacion promedio de 21.05% de Fe y12%

de SQ? con500 r.p.m y 22.97% de Fe y 23.97% de,$@0n 700 r.p.m.Los anélisis por difraccién de

rayos X (DRX), corroborarofta disolucion de pirita, cuya concentracion disminuyé notablemente en los
ensayos con las mayores disoluciones de hiesulfgtos,entre 24.13 % y 26.77% con 500 r.p.m, y 28.82%

y 30.87% con 700 r.p.nLos difractogramas obtenidos p@RX en conjunto con logspectros d€TIR,
evidenciaron la formacién de una nueva fase catalogada como jarosita. Debido a lognbestoses al
consumo de potencig a la posible reduccionen el estrés hidrodindmigose recomienda emplear una
velocidad de agitacion de 500 r.p.m, y dependiendo de la duracién del proceso y las cinéticas del pH, no
controlarlo, de esta manera se mantimd las eficiencias del proceso y se disminuirian los costos de

operacion en un futuro escalado.

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

In this studywas evaluatedthe importance opH control and thébeststirring speed irthe mine tailings
biooxidation. A factorial design was adopted to study pH (with and without pH control) and stirring speed
(300 r.p.m, 500 r.p.m and 700 r.p.m). The batch experiments were carried out intatikedactors with a
working volume of 5L.The mine tailings were provided by La Maruja miAeidithiobacillus ferrooxidans
ATCC 23270was selectedsbiological agentNo significant statistical differences were found between the
two factors No differences were found betwe@h control or not controlOn the other hand, the stirring
speed was a determining factor in the process efficieBtiyring speed of 300 r.p.m had the lowest
solubilization of iron and sulfate (8.60% and 9.61%, respec)ivdiirring speeds of 500 r.p.m and 700
r.p.m did not show significant differences with values of 21.05% Fe and 24.42%a8G00 r.p.m, and
22.97% Fe and 23.97% $®at 700 r.p.m. Xray diffraction analysis (XRD) corroborated pyrite dissolution,
with levels of concentration significantly reduced, in addition to displaying the formation of jarosite. Due to
the costs involved in power consumption and hydrodymanic stress, it was recommended to use a 500 r.p.m
stirring speed, and, depending on processinge tand pH kinetics, not to control it. Thus maintaining

process efficiency of the process and reducing operating costs of a prospectivpscale

Keywords: hiooxidation, minetailings, pH control, speed stirred, stirred tank reactor.
4.1 Introduccioén

Los reactores de tanque agitado (STR: Stirred Tank Reactor) son una defigaraoimnes de

reactor mas empleadas a nivel biotecnoldgico debido a las ventajas técnicas y econémicas que
ofrece (Doran, 1998). En el campo ebiohidrometalurgia, esta cagfiracion disminuye de

forma considerable los tiempos de operacién, ya que facilita el contacto de los agentes oxidantes
con el mineral, y permite monitorear y/o controlar de cercarestwomo el pH, la temperatwa

la aireacion Rawlings, 2005Sekharet al., 2012). Son muchos los procesos que actualmente se
llevan a cabo en reactores de tanque agitado, entre ellos la biooxidacién de minerales refractarios
para la recuperacion de oro (Rossi, 1990; Watling, 28&kharet al, 2012;Brierley y Brierley,

2013.

La agitacion podria considerarse uno de los pardmetros clave cuando se trabaja en reactores de
tanque agitado, particularmente en procesos biooxidativos que precisan de la interaccion de tres
fases, solida, liquida y gaseosa (Rossi, 2001; Gual, 2013. Una buena mezcla mejora la
transferencia de masa desde la fase gaseosa a la liquida, mantiene la transferencia de calor en un

nivel adecuado y necesario para que se den las reacciones bioldgicas, y determina el contacto entre
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la fase liquida y efineral, acelerando o desacelerando la disdfude los sulfuros (Rossi, 1991
Wanget al, 2010;Sunet al, 2013.

Si bien mantener una mezcla adecuada es ideal, un nivel alto de agaadi@mpodria limitar el
crecimiento microbiano (Deveci, 2008un,et al, 2012). Diversos autores han sugerido que la
exposicion de los microorganismos a altos esfuerzos de icthiteg el crecimiento de la biomasa,

la sintesis de productos, desnaturalizes poteinas extracelulares, redueeexpreg®n de genes
esenciales, cambia morfologia de la célula, entre ogdDoran, 1998; Trujillo y Valdez, 2006;
Garciaet al, 20121 Sun,et al, 2013. d"Hugue<t al (1997) sugirieron que la turbulencia excesiva
durante la biooxidacion de pirite@a 450 r.p.m) afecta la eficiencia de proceso debido a una
limitacion en la interaccion bacteriaslfuro. Por otro lado Deveci, (2002 y 2004) mostré que la
viabilidad deA. ferrooxidansse ve disminuida por la fricciébn o roce con las particulas minerales.
Todo lo anteor manifiesta la necesidad de encontrar un nivel adecuado de agitacion a través del
cual la solubilizacion del mineral se puedaimalde manera eficientelas bacterias no sufran de

forma excesiva el rigor de la agitacion.

Como se mencion6 anteriornte, una de las ventajas que ofrecen los reactores de tanque agitado
es un mejor control y monitoreo de diversos parametros, entre ellos El pH.es un factor de
granrelevanca en un proceso de biooxidacitanto por sus implicaciones mineraldégicas como
bioldgicas. Desde el punto de vistaneraldgico,pH por encima de.@ dan lugar auna mayor
precipitaciéon de fases minerales como la jarositactando negativamente la oxidacién de los
sulfuros(Gémez y catero, 2005Nurmi et al, 2010;Rivadeneira, 20%1Kaksoneret al, 2014).

A nivel biolégico el pH interviene en la velocidad de crecimientoladebacterias acidofilas
interfiriendo en los grupos ionizables presentes en las enzimas del citoplasmalgsiperi
(Gémez y Cantero, 2005; Rivadeneira, 2011). Los ioneguéfan un papel importante en el
metabolismo energético d& ferrooxidans participando como reactiven la oxidacion del ion
ferroso, potanto esténidrogenion se considera un nutriente esencial para el microorganismo (Apel
y Dugal, 1978; Dast al, 1999; Mason y Rice, 2002; Gémez y Cantero, 2005; Matail,

2011). Segun Amaret al. (1991) dependiendo de la concentracién desél activan ciertos
mecanismos de regulacion que dan lugar a la sintesis de diversos componentes celulares como
proteinas. Se estima que el rango de pH en que goédeivir A. ferrooxidanoscila entre 1.2 y

2.5 y a nivel comercial usualmente es controlado entre 1.8Bymediante la adicién de cal
(Battagliaet al, 1994; Dewet al, 1997; Valdést al, 2008; Rivadeneira, 2011finalmente, a

nivel global el control pHpodriaconvertirse en un factor determinante@economia del proceso
(Watling, 2006).
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En el presente trabajse evaluaron distintas velocidades agitacion yel control o no del pH
durante la biooxidacion de un residuo minero proced#mta mina La Maruja (Marmato, Caldas).

Lo anterior serealiz6 con el fin de encontrar un nivel adecuado diégaa®n y determinar si es
completamente necesario controlar el pH para lograr altas eficiencias de biooxaaésiduo

minera La realizacién de este trabajo constituye el punto de partida para el posterior escalado de
estebioproceso

4.2 Materialesy métodos

4.2.1 Mineral

Para la realizacion de este estudio se selecaian@siduo de mineria aurifera proveniente de la
mina La Maruja, localizada en el municipio de Marmato (Caldas). La caracterizacion quimica
inicial arroj6 concentraciongmportantes de Fe (24.99%), S (28.70%), Si (14.25%), Al (4.32%) y
Ca (1.00%). Los andlisis mineraldgicos indicaron altas concentraciones dexpdédtd4%) y

cuarzo (~25.10%), baja presencia de esfalerita, pirrotita, calcopirita, galena y arsenopirita,
concentraciones considerables de algunos aluminosilicatos como clinocloro y modeavita,
plagioclasas albita y anortjtyy el carbonato calcitaMediante un analisis granulométrico se
determiné un [ igual a 6Qum (pasante malla 200). Todos los detallesla caracterizaciéon
mineralégica del residuo (metodologia y resultados) se presentan en el capitulo 2. Adicionalmente
cabe resaltar que este tipo de material se caracteriza por sus altas densidades, generalmente entre 2
y 4 glcm.

4.2.2 Material biologico

Como agente biologico fue empleada la cepa comefdgalithiobacillus ferrooxidansATCC
23270suministrada poel Laboratorio de Biomineralogia y Biohidrometalurgia de la Universidad

Nacional de Colombia Sede Medeljipreviamente adaptada al mineral (capitulo 3).
4.2.3 Disefio experimental

El disefio experimental se plante6 teniendo en cuprdaal empleareactores de tanque agitado
uno de los factores maslevantes es la velocidad de agitacion, de ésta depemdezida del
sistema trifasico y el estrés hidrodinamico que pueda generarse sobre el microorganiseto (Sun

al., 2012; Deveci, 2004). Adicionalmente la determinacion de un nivel de agitacién adecuado es un
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aspecto que toma importancia para un futuro escaguhrtir de criterios tradicionales (Quintero,
1981; Garciay Gomez, 2009).

Por otro lado, es conocido que el pH juega un papel fundamental tanto en las reacciones
bioguimicas como en la mineralogia del proceso de biooxidac&émé¢z y Cantero, 2005;
Ballester, 2005). Segun lo observado durante la adaptacion de laAcdpaooxidansATCC

23270 a los residuos de La Maruja, el bajo pH que se alcanza tras la disolucion de la pirita, podria
estar provocando un decrecimiento en la actividad Badgeriay consecuentenme interfiriendo

en la eficiencia del proceso global de biooxidacion, por lo que se recomendé evaluar el efecto del

control de pH.

Con base en lo anterior se disefié un experimento a través del cual se evalué el efecto conjunto de
la velocdad de agitacion y el control del pH empleando un reactor de tanque agitado de 5L (Figura
4-1). El disefio consistié en un factorial 3x2, en el que se analizaron tres niveles de agitacion 300
r.p.m, 500 r.p.my 700 r.p.m, seleccionados con base en |It&desude otros trabajos (Arroyave,

2008 Sunet al, 2012, y el control o no de pH durante el transcurso del proceso. Se fij6 como pH
inicial y/o a controlar 1.8 + 0.05, para lo que se usaron soluciones de NaOH (98QDy(E6N).

Se evaluaron seis tratéentos cada uno con dos réplicas. También se incluyeron blancos o
controles abidticos, con el fin de evaluar la oxidacién del mineral por los componentes del medio

de cultivo. En total se realizaron 18 bioensayosilidok los controles abiéticos.

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

jooxi ion resi 0 [
Biooxidacion de residuos % Fe total disuelto

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

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

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

fue necesario el montaje de 18 ensayos (incluidos los blancos) distribuidos aleatoriamente en el
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tiempo. Para cada ensayo se prepararon 4.5L del medio base T&K modificado comppuésto

g/L de (SO)NH,4, K:HPO, y MgSQO,.7H,0 (Tuovinen y Kelly, 1972). Comfuente de energia se
usaron 0.3¢g/L dsulfato ferrosoFeSQ.7H,0) y 10% (p/v) de mineralSe inocul6é con 500 nde
suspensiones celulares con una concentrapéoximada de faélulas/ml.El pH del medio y de

las soluciones dsulfato ferrosdue ajustado con 50, (98%) hasta £+0.1. Tanto el medio como

el mineral fueron esterilizados a 120°C y 15 PSI, por 20 min, la soluciéunlf#o ferrosose
esteriliz: por filtraci-n c oSesummisrhronsl0bavmdle ni t r ocC e
aire a través de un difusor ubicado debajo del impulsor. La temperatura fue ajustada en 30°C a
través de un sistema de calentamiento compuesto por una chaqueta y un controléidordeEl
impulsor consistié en una turbina de seis palas planas inclinadaslL4° condiciones de pH y
agitacion fueron variadas de acuerdo al disefio experimental previamente dekagtm perdida

por evaporacién en cada uno dedasayogue compensada de forma periédiCadamontaje fue

incuabadalurantediezdias.
4.2.5Monitoreo de bioensayos

Todos los ensayos fueron monitoreados mediciones periddicas (cada 48 h) de parametros
guimicos de gran importancia para este tipo de proc&sqed y potencial de dxidoeduccion

fueron medidos a través de un potenciémetro H#h40d multi y electrodos de pH y Eh con
electrolito Ag/AgCl.La concentracion de células en suspensién fue determinada mediante conteo
en camara de Neubaude acuerdo &apata (2004)Se cuantificd la concentracion de hierro
ferroso (F&) y férrico (F&°) a través del tiempo y consecuentemente el consumo de sustrato y
generacion de producto por el microorganismo. También se midi6 la concentracién de hierro total
(Fe total) y sulfatos (SO) en solucién como principales indicadores del proceso global de
biooxidacion. Las mediciones anteriores se realizaron en un espectrofotometro GENESYS UV 10
usando el método colorimétrico de la efié@antrolina de acuerdo a la norma ASTM 35@0B

para el hierro y el método turbidimétrico segun la noABIM D516-:02 para los sulfatasLos
porcentajes de hierro y sulfatos precipitados fueron determinados al final de cada bioensayo. Para
ello se emplearon digestiones acidas usando soluciones 50 ml de HCI 4.8M y de 500 mg de
mineral, calentadas durante 30 minutos a 60 + 0.5°C (Castsbn 1992).

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

calcularon los porcentajes de hierro y sulfatial disuelto desde el mineral. El calculo de estos
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porcentajes se realizd a través de la ecuacion 4.1, donde V es el volumen de tsdbajo, C
concentracion final de hierro o sulfato en solucidna@oncentracién inicial de hierro o sulfatos
en soluodn, F es la fraccion de hierro o azufre total en el mineral, W la masa de mineral en el

medio de cultivo, P el porcentaje de hierro o sulfatos precipitados.
—p —— pmm O (4.1)

4.2.6 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico digieron como variables respuesta el porcentaje de hierro total
disuelto y el porcentaje de sulfato total disuelto, ya que dan cuenta del proceso global de
biooxidacion.Todos los datos fueron sometidos a pruebas de distribucién y homogeneidad de
varianzaqShapireWilk y Barlett test), con el fin de probar los supuestos del andlisis de varianza
(ANAVA), posteriormente se aplico el ANAVA. ds diferencias significativas se analizaron a
través de las prueba de comparacion de medias Tukey. En el analidstiestad se incluyeron

los blancos o controles abiéticd&n todas las pruebas se asumid un nivel de significancia de 0.05.
Todo el analisis fue realizado en el software de libre distribucion R Project V2rst8.

4.2.7 Determinacion de parametros hidrodinamicoy potencia

Se calcularon parametros hidrodinamicos como el Numero de Reynolds, encargado de definir el

r ®gi men de flujo dentro del reactor (Ecuaci -n
viscosidad dl medio, Nla velocidad rotacional del impulsor en revoluciones por segundo (r.p.s) y

D; el diametro del impulsor (Doran, 1998; Mc Calval, 2007).

YQ — (4.2)

La escala de turbulencia o tamafio de los remolinos Eddy, relacicnada intensidad de las

fuerzas cortantes que se dan en el régimen turbulento sobre los microorganismos (Ecuacion 4.3).
D-nde: 3 es l|la viscosidad cinem§8tica y U la ve
(Deveci, 2002).

— 4.3)



72 Escalalo de un proceso de biooxidacion de residuos de mineria ricos en si
usando reactores de tanque agiti

El esfuerzo de corte, definido por Trujillo y Valdéz (2006) como la fuerza por unidad de area
aplicada en forma paralela sobre cada célula o particula biol6gica. Este pardmetro se define
matematicamente mediante la ecuacion(Mldrangaet. al, 2004, Arroyave, 2008

t - 8 (4.4)

Enelcalculodd a velocidad de disipaci-n de energza pol
ecuacion 4.5, donde Np corresponde al nimero de potencia que a su vez depende del tipo de

impulsor y el nimero de Reynolds (Mc.Cateal., 2007).
- 000 (4.5)

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

Finalmente se determin6 el consumo de potencia para cada velocidad de agitaciorie feedian
ecuacion 4.6 (Mc Cabet al, 2007; Gericket al, 2009).

0 600 (4.6)

4.2.8 Determinacion de coeficientes de transferencia de masadky
consumo de oxigeno

Para las mediciones de oxigeno disuelto (OD) se emplp6tanciémetro Hach HQ 40d multi con

una sonda luminiscente. Estas mediciones fueron realizadas de manera periédica (cada 48 h) en
todos ensayos de biooxidacién. EI método seleccionado para la determinacion ge yosik

velocidades de consumo de oxigéne el método dinamico del cual se derivan las ecuaciones 4.7
y 4.8 (Doran, 1998; Garcia y Gomez, 2009).

— Qwoé* 6 new (47

oy — (4.8)
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Donde C,._ corresponde a la ncentracion de oxigeno disuelto en el medio liquidg, @ la
concentracion de equilibrio o solubilidad del oxigeno en el medio de ¢Ulitas el coeficiente

de transferencia de oxigeno gXda velocidad de consumo de oxigeno
4.2.9Caracterizacion mineralégica del residuo biooxidado

Al final de cada ensayo se realizd una caracterizacion mineraldgica para determindo elegra
oxidacion de las muestras través de la aparicion y posible desaparicion de fases minerales,
particularmente fases como jarosita. En esta caracterizacion se utilizadws técnicas de
analisis,Difraccion de Rayos X (DRX) y Espectroscopia Infrarroja coansformada de Fourier

(FTIR). Para los analisis por DRX las muestras fueron maceradas en mortero de agata y pasadas
por malla Tyler 200. Se prepararon probetas de aproximadamente 3g de muestra y se analizaron en

un difractdmetro marca Rigaku Miniflex,]l usando una radiaci-n de Cu
grafito, 30 kV voltaje y una corriente de 15 mPodos los difractogramas se realizaron bajo las

mismas condiciones, modo paso a paso, con un tamafio de paso de 0.02°, tiempo por pasode 2 sy
un 8ngulo de barrido de 2d entre 3A-PertHighA. Los
Score PlusLos analisis por FTIR requirieron la elaboraciéon de pastillas con 1 mg de muestra y

100 mg de KBr. Las mediciones fueron realizadas en un espectroscopio Shimadzu 8400S,
utilizando el modo Transmitancia(%), con apodizacion Happzel, 24 escaneos, una res@n

de 4 cnt, en un intervalo de longitudes de onda de 400 a 4000 tos resultados fueron

analizados en el software IRSolution version 1.3.0.

4.3 Resultados

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

sobre las méticasdel proceso de biooxidacion

En la Figura & se aprecia el comportamiento del pH en los ensayos en los que no se controld.
Inicialmente todas las curvas presentaron un incremento hasta valores cercanos a 2.0.
Posteriormente y de acuerdo a la velocidadagigéacion, se apreciaron caidas en el pH hasta
valores de 1.68 con 300 r.p.m, 1.45 con 500 r.p.m y 1.35 con 700r.p.m. En los blancos el pH se
torné més alcalino dependiendo de la agitacion, alcanzando valores por encima de 2.8 para 500 y
700 r.p.m y alededor de 2.4 para 300 r.p.m.



74 Escalao de un proceso de biooxidacion de residuos de mineria ricos en si
usando reactores de tanque agit:

3 B -
- - —7AV<
AT - .-
® ®
2,6
- - Blanco 300 rpm
»
- --& - Blanco 500 rpm
2.2 R
- - -® - Blanco 700 rpm
s /
’;,"‘ —=—300rpm
1,8 o°
—4—500rpm
h — +—700 rpm
1,4 -
1 T T T 1
0 2 4 6 8 10
Tiempo (dias)

Figura 4-2: pH vs tiempo para diferentes velocidades de agitacion sin control de pH.

Respecto al potencial de éxido reduccién (Figud),4no se observan diferencias significativas
entre los ensayos con o sin control pté, sin embargosi se presentan ligeros incrementos al
disminuir agitacibncomo ejemplo se citan los maximos potenciales promedio alcanzados en los
ensayos sin control de pH, 580 mV con 300 r.p.m, 570mV con 500 r.p.m y de 557mV con 700
r.p.m. Los blancoro presentaron tendencias marcadas de azadak tratamientos aplicados

Potencial de 6xido-reduccion (mV)

0 2 4 6 8 10

Tiempo (dias) Tiempo (dias)
--M-- Blanco 300 rpm —@— 300 rpm A-- Blanco 500 rpm A— 500 rpm @ Blanco 700 rpm @& 700 rpm

Figura 4-3: Potencial de 6xidoeduccion vs tiempo para diferentes velocidades de agitacion. (A)
Sin control de pH. (B) Con control de pH.
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La Figura 44 presenta los logaritmos de las concentraciones celulares asociados a cada uno de los
tratamientos. Entodos los ensayos se observa una fase de aceledagcimte las primesa48 h,

después de la cual comienadase exponencial. Al sextdal aunque disminuye la velocidad de
crecimiento, la concentracion celular sigue aumentando levemente hasta el final, especialmente en
los ensayos con control de pH. Respecto al efecto de la velocidad de agitacion, se observo que la
cantidad de bacterias #geramente menor en los ensayos agitados a 300 r.p.m, y dependiendo del
factor control de pH fue mayor con 500 r.p.m o 700 r.p.m. La concentrealidlar alcanzadan

todos los ensayos de biooxidacién estuvo por el orden’@éllias/ml.

Log de la concentracién celular (células/ml)

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

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

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

En la Figura 4 se presenta las cinéticas relacionadas con el consumo de sustfjto (Fe
generacion de produc(Be™) en los 12 tratamientos evaluados. En todas las cinéticas asociadas al
consumo de sustrato, se observé una disminucién inicial del ion ferroso, sin embargo a partir del
cuarto dia, la concentracion aumento levemente en los ensayos sin contropdeiptiarmente

en los agitados a 700 r.p.m (Figuré®bA), y se tornG constée en aquellos donde el pH fue
controlado (Figura %B). En estos Ultimos las cantidades dé’Be mantuvieron entre 41.25

mg/L y 66.40 mg/L para los agitados a 300 r.p.m y 500, y alrededor de 115.62 mg/L en los

que se usaron 700 r.p.m. Las concentraciones inicfdlascero)estimadas de Fefueron en
promedio 166.40 mg/L para los ensayos con 300 r.p.m, 228.25 mg/L con 500 r.p.m y 342.34 mg/L
en 700 r.p.m.
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Figura 4-5: Concentracion de Fey Fe™ en solucion vs tiempo para diferentes velocidades de
agitacion. (A) Sin control de pH. (B) Con control de pH.

Las cinéticas de generacion dé /Eigura 45) mostraron comportamientos ligeramente distintos

en los ensayos consin control de pH, con incrementos no muy evidentes y/o notorios en los
ensayos donde se control6. Estas diferencias también se apreciaron en las velocidades de
generacionde Fé* (Tabla 41), las cuales fueron mas altas en los montajes con pH ajustado y

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

Tabla 4-1: Velocidades deroduccién y concentracionesotales generadasle cadaproducb en

los tratamientogvaluados

- Velocidad de generacion Concentracion totalen solucion
Condiciones
(mg/L.h) (mg/L)
Agitacién Control

gitacl Fe™ Fe total SO, Fe™ Fe total S0O,?

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

Nota: - sin control de piH+ con control de pHLas velocidade seestimaroncomo el promedio del cambio
en concentracién de cada uno de los productos cadaS8emple6 este método ya que no todos los datos

exhibieron tendencias lineales (Arroyave, 2008).
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En la Tabla 41 se obses, que se a las variaciones que generéogitrol de pH, las diferencias

mas importantes para el ‘Beestuvierondeterminads por la velocidad de agitacién, donde los
ensayos agitados a 300 r.p.m generaron las mas bajas cantid&e&s Bajo las velocidades de

500 r.p.m y 700 r.p.m las conceationes de F&fueron claramente mas altas y no se observaron
grandes diferenciasn las tendencias de las curvas,embargda cantidad dée™ producido es
ligeramente mayor en los ensayos agitados a 700. Gunsecuente con los resultados anteriores,

los ensayos realizados a 500 r.p.m y 700 r.p.m presentaron las velocidades de prodiion de

mas altas, aproximadamente tres veces superiores a las velocidades de produccién alcanzadas a
300 r.p.m.

En las Figiras 46 y 4-7 se presentan las cinéticas asociadas a la generacion de Er sutialcion
(queincluye el F&y el Fe?) y la generacion de S®en soluciénambos productos globales del
proceso de biooxidacién de sulfurokas cinéticas de Fe total (Figurd-5) presentaron
comportamientos muy similares a las cinéticas def, Fepreciandose nuevamente grandes
variacionesen la cantidad y velocidad de generacién Fe totalet@ambio de lagitacion desde
300 r.p.m hasta 500 tm y 700 r.p.m(Tabla 41).

6000 + 6000 +

5000

5000

4000 -

4000 -

3000 +

3000 4

2000 4 2000 4

Fe total en solucion (mg/L)

1000 &~ 1000

Tiempo (dias) Tiempo (dias)

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

Figura 4-6: Concentraciéon de hierro total en solucién vs tiempo para diferentes velocidades de

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

Las cinéticas de los sulfatos también mostraron diferencias marcadasggitacion. Para este

producto al igual que para el Fe total, las concentraciones fueron considerablemente bajas al
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trabajar con 300 r.p.nfTabla 41). Contrario a los resultados del Retal, la concentracién
promedio de sulfatos fue ligeramentayaren los sistemsi agitados a 500 r.p.m (18920128/L)
comparad con los de 700 r.p.m (18264.7dg/L). Nuevamentesolo se aprecia un efectil
control depH en los ensayos a 700 r.p.donde la velocidad de generacion de este producto fue
mas alta en los sayos con control. Las velocidades de disolucion para los sulfatos (Fapla 4

tuvieron comportamientos comparables con las obtenidas para el hierro.

De manera general, la mayoria de las curvas asociadas a la generacion de productos en los ensayos
agitados a 500 r.p.m y 700 r.p.m (Figuras, 4+6 y 4-7), presentaron crecimientos exponenciales

desde el primer dia hasta el final del proceso. En los ensayos agitados a 300 r.p.m se present6 una
tendencia exponencial durante las primeras 96 h, segeidaalfase estacionaria hasta el ultimo

dia de biooxidacién.
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Figura 4-7: Concentracion de sulfatos en soluciéon vs tiempo para diferentes velocidades de

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

Respecto a las graficas de los blancospservé que el control de pH es quien tiene un efecto mas
influyente sobre su comportamiento (Figur&)4Como ejemplo, al controlar el pH y manteniendo

una agitacion de 300 r.p.m, la concentracion de Fe total disuelto fue de 715 mg/L, mientras que en
los ensayos en los que no se intervino el pH, fceotracion solo llego hasta 401.28/L. De

manera similar con 700 r.p.oontrolando pHse obtuvieron 938.12 mg/L y sin controlar 483.33

mg/L. En la Figurad-7 las tendencias no son tan claras, sin embaeg@precian pequefios
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incrementos al aumentar la agitacion y controlar ellpHmayor parte dedierro solubilizado en

los blancosse encontrd con este estado de oxida¢&rPese a todo lo anterior y como se espera

para este tipo de montajes, los resultados de oxidaegdos blancos no son comparables con
resultados obtenidos para los ensayos con microorganismos, donde las concentraciones de Fe total
y SO, disueltos fuesn considerablemenimasaltasy la mayor parte dehierro en solucién es

Fe'®,

4.3.2 Resultados estadisticos del disefio experimental.

Para determinar de manera concreta el efecto de los factores agitacion y control de pH sobre la
biooxidacion a escalde laboratorio, se realizaron andlisis de varianza (ANAVA) empleando como
variables respuesta los porcentajes de hierro y sulfato total disuelto, variables que incluyen la suma
de los productos presentes en solucidn y precipitados. Los valores obtenidestas variables a

partir de la ecuacién 4.1 se presentan en la TaBld ds resultados de los controles abidticos no

fueron incluidos en el analisis estadistico.

Tabla 4.2: Porcentajes de hierro y sulfato total disuelto eril®ensayos evaluados

Condiciones Hierro total Sulfato total
Tratamiento Agitacién  Control disuelto disuelto
(r.p.m) pH (%) (%)
1 500 + 20.27 24.40
2 500 - 21.45 25.22
3 700 - 20.71 24.53
4 700 + 23.27 24.74
5 300 + 8.60 9.80
6 300 - 9.10 10.50
7 500 + 22.12 23.21
8 500 - 20.39 24.88
9 300 - 9.05 9,00
10 300 + 7.65 9.15
11 700 + 23.35 23.43
12 700 - 24.56 23.16
300 - 3.34 0
300 + 3.62 1.16
Controles 500 - 2.24 2.85
abioticos 500 + 5.08 7.07
700 - 3.44 1.97
700 + 4.42 6.29
1 Variable respuesta: porcentaje de hierro total disuelto Una vez se probaron los

supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas para los datos correspondientes al
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porcentaje de hierro total disuelto (valores p: 0,876 y 0,3346), se procedié con el analisis de
varianza. Los valores p del ANAVA se presentateehabla 43.

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

Valor p
Agitacion 8.41e06 Significativo
pH 0.995 No significativo
Agitacién:pH 0.673 No significativo
Nivel de significancia: U=

De acuerdo a logalores p, no se presenta interaccion significativa entre los factores agitacion y

pH, y tampoco existen diferencias significativas en los promedios de porcentaje de hierro disuelto

con o sin control de pH (Figura8R). Para el factor agitacion si se mretaron diferencias

significativas entre los porcentajes de hierro obtenidos a través de las tres velocidades de agitacion.

La evaluacion de los efectos principales mediante la prueba de Tukey, mostré que los tres niveles

de agitacién se dividenendosgra s, umd gaairproedipondi ent e ba 8MO0r . p. m,
el que se encuentran 500r.p.m y 700r.p.m, es decir que con estas dos Ultimas velocidades de
agitacion la cantidad de hierro solubilizado desde los minerales es estadisticamente similar (Figura

4-8B).
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Figura 4-8: Medias por Minimos Cuadrados paeh porceraje de hierro total disuelb con
intervalos de confianza del 959#) Bajo dos condiciones de control de pH. (B) Bajo diferentes
niveles de agitacion. Las letras mindsculas en la FigtBB #dican las diferencias entre las

velocidades de agitacion de acuerdo a la prueba de Tukey.
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1 Variable respuesta: porcentaje de s#hito total disuelto. Los datos asociados a la
variable porcentaje de sulfato total disuelto, también cumplieron con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas (valores p: 0,071 y 0,92#ifionalmente el ANAVA entregdos

valores p que se presentan en la Tabla 4

Tabla 4-4: Valores p asociados al ANAVA para porcentajesdiéatototal disuelto

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

Niveldesi gni fi cancia: U=0.05

Para la variable porcentaje de sulfato total disuelto, tampoco se obtuvo una interaccion
significativa entre los dos factores evaluados, y no se encontraron diferencias entre los promedios
de sulfato bcontrolar o no el pH del medio (Figurad4\). Igual que para la variable porcentaje de
hierro, se hallaron diferencias entre la cantidad de sulfatos solubilizados a través de las diferentes
velocidades de agitacion, donde el porcentaje de sulfato obterod 300 r.p.m fue
considerablemente menor al logrado con 500 r.p.m y 700 r.p.m (FigRB3. £l analisis de
diferencias de medias de Tukey para esta variable, agrup6 las velocidades de agitacién de la misma

manera que lo hizo para el hierro.
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Figura 4-9: Medias por Minimos Cuadrados pagh porcenaje de sulfato total disuelto con
intervalos de confianza del 959#) Bajo dos condiciones de control de pH. (B) Bajo diferentes
niveles de agitacion. Las letras minUsculas en la Figt8B #hdican las diferencias entre las

velocidades de agitacion de acuerdo a la prueba de Tukey.
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Luego de evaluar el efecto de los @aes agitacion y control de pH sobre un proceso de
biooxidacion a escala de laboratorio, se ajustaron dos modelos, uno por cada variable respuesta, a
los datos experimentales. Para la seleccion de estos se evaluaron modelos lineales y cuadréticos
incluyend como variables independientes la velocidad de agitacion y el control de pH. Respecto a
la variable control de pH, se encontrd que no tiene un efecto significativo dentro de cada modelo,
por lo que se excluyd. Los modelos que mejor se ajustaron a cadatcate datogorresponden

alas ecuaciones 4.9y 4.10.
P'O® ¢ QXA O Qagdép Pp T D "QQEL O ¢ XA QQEL (@ x 1 (4.9)

Tabla 4-5: Nivel de significancia estadistica de los coeficientes estimados en el npadelel

porcentaje de hierro total disuelto

Coeficiente estimado Valor p

Intercepto -29.870 3.93e5  Significativo
Agitacion 0.168 4.98e6  Significativo
Agitaciorf -1.318e4 3.32e5  Significativo

Ni vel de si gniZ“ajustadon0c971@: U=0. 05

PYO 0 ¢ 0 EXRi6o Qagsep pp T D "QQBEL O ¢ ¥ QQEL ('R, w(4.10)

Tabla 4.6: Nivel de significancia estadistica de los coeficientes estimados en el modelo para el
porcentaje de sulfato total disuelto

Coeficiente estimado Valor p

Intercepto -41.290 1.26e7 Significativo
Agitacion 0.227 1.63e6 Significativo
Agitaciorf -1.911e4 6.95e5  Significativo

Ni vel de si gniZ“ajustadon0c988a: U=0. 05

A continuacién se presentan las graficas de contorno para los porcentajes de hierro y sulfato total
disuelto, en estas se observa el efecto de la variacion en la velocidad de agitacién sobre la cantidad
de iones solubilizados segun los modelos estimdeéigsira 410). Con base en las graficas de
contorno se puede hablar de un intervalo adecuado de agitacién en##@0500.m para una

buena solubilizacién de hierro y sulfatos, corroborando los resultados de los andlisis de varianzas y

prueba de diferencide medias.
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Figura 4-10: Graficas de contorno. (A) Porcentaje de hierro total disuelto en funcion de la
agitacion. (B) Porcentaje de sulfato total disuelto en funcion de la agitacion.

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

4.3.3Parametroshidrodinamicos y potencia

Los resultados relacionados con la hidrodinAmica del proceso se resuii@enabla 4. En esta

tabla se aprecian las relaciones entre los diferentes parametros calculados respecto a los
tratamientos aplicados. Para dichos calculos se empleé un nimero de potencia (Np) igual a 1.63,
correspondiente a impulsores de palas planas inclinadas 45° (MceCalbe2007) Se encontrd

gue las suspensiones consisten en un fluido Bingham, es decir, solo se produce movimiento hasta
gue se aplica alguna tensién de valor finito (Doran, 1998). Debido al tipo de fluido, la viscosidad
determinada para cada ensayo egponde a una viscosidad aparente calculada a partir de la

ecuacion (41), dondekes el 2ndice de consi stestadension. 2 | a v
— 0 (41}

En el caso de la densidad, se observé un incremento directo velodalad de agitacion, donde
300 r.p.m, 500 r.p.m y 700 r.p.m obtuvieron densidades promedio de 1021,8% K@48.7
Kg/m®y 1076,25 Kg/mrespectivamente.
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Tabla 4-7: Pardmetros hidrodinamicdgterminads pardos diferentes tratamientos

Condiciones Densidad Viscosidad . 0 N G
. e ,

300 - 1021.81 2.09E03 15679 1.30 50.53 1.67
300 + 1021.96 2.51E03 13055 1.30 58.04 1.83
500 - 1042.04 2.50E03 22298 6.04 38.82 3.96
500 + 1045.37 2.88E03 19370 6.04 43.14 4.27
700 - 1074.54 2.85E03 28215 16.57 32.55 7.12
700 + 1077.97 3.19E03 25253 16.57 35.35 7.55

Respecto dos valores deiscosidagdademas de la relacion creciente con la velocidad de agitacion

también se observo el efecto del control de pH, donde las viscosidades mas altas se alcanzaron en

los ensayos con pH controlado, como ejemplo se cita el cambio en los valores promedio de este

padmetro para los ensayos agitados a 500 r.p.m con y sin control 88pk.,0° Pa.s y2.50x10°

Pa.s.

Igual que la densidad y la viscosidad, el nimero de Reynolds (Re) aumentd con la velocidad de

agitacion, sin embargo y contrario a la viscosidad, elcootrol del pH contribuyé en el

incremento de los valores de Re. En los montajes con 500 r.p.m sin control de pH, el Re promedio

fue de 22298 y en los que se control6 fue 193#Z0nUmero de Reynolds para cada uno de los

ensayos estuvo por encima de I@0Durante los ensayos de biooxidacion se observo que aquellos

agitados a 300 r.p.m presentaron una baja suspension de la fase sélida, lo que ocasion6 que una

gran cantidad de mineral permaneciera sedimentada en el fondo de los reactores. Con 500 r.p.my

700 r.p.m tambiérse aprecié sedimentacion de mineral pero en menores proporcigmesl

Anexo se presentan imagenes de la dispersion de aire y suspension de sélidos bajo las diferentes

velocidades de agitacion evaluadas (Figw3)A
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4.34 Coeficientes de transferencia de masa (&) y consumo de oxigeno

En la Figura4-11 se presentan a manera de ilustracion, el perfil de concentracién de oxigeno
disuelto (OD), la evolucion en la velocidad de consumo de oxigeno y la variacion en el OD,

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

En la Figura 411A, £ puede observar que la concentracion de inicial de oxigeno es de 5.3 mg/L.
Luego de suspender el suministro de aire (pahte presenté una disminucion del OD (traamo

b) hasta una concentracion minima de 0.8 mg/L, en un periodo de 5 min 40 s. Lakedatswo

a-b en el perfil se emplearon para el célculo de la velocidad de consumo de oxigeno. Al reconectar
el aire, el nivel de oxigeno subié nuevamente hasta su concentracién de saturacidn, proceso que
tomé alrededor de 4 min (puntbsc). Con esta p&e de la grafical-c) se estimo el coeficiente de
transferencia de masa pgak Comportamientos similares se presentaron en los perfiles de todos los
tratamientos evaluados, no obstante, las variaciones entre dichos tratamientos se marcaron en las
magnitues de las velocidades de consumo de oxigeno y los coeficientes de transferencia de masa
(k,a) (Tabla 3).

a () )

Oxigeno Disuelto (mg/L)
(93]
Oxigeno Disuelto (mg/L)

Consumo de oxigeno (mg/L.min)

b

0 2 4 6 s 10
Tiempo (min) Tiempo (dias)

Figura 4-11: Concentracion y consumo de oxigeno para un proceso de biooxidacion agitado a 500

r.p.m sin control de pH. (A) Perfil de concentracid® OD para determinacién deakpor el

método dindmico. (B) Consumo de oxigeno y OD a través del pracaselocidad de consumo

de oxigenoz Concentracion de OD.

La Figura 411B, que describe simultdneamente la evoluciéon en la velocidad de consumo de

oxigeno y la concentracion de oxigeno disuelto durante todo el proceso de biooxidacién, muestra
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una relacion inversamente proporcional entre estos dos parametros, es decir, cuando la velocidad
de consumo es maxima, la concentracion de OD decae a su puim@.niin general se encontrd

gue dependiendo del dia de proceso, el consumo de oxigeno y el OD varia dentro de un mismo

ensayo, donde el consumo maximo se observé durante el segundo dia, y los consumos mas bajos
se dan en el primer dia y ultimo dia. Estaséticas para el oxigeno presentaron el mismo

comportamiato en todos los tratamientos.

Haciendo un recomlo por la Tabla 4, que resumdos datos mas importantes respecto al
comportamiento & oxigeno en todos los ensayo® fuede observar que ebeficiente de
transferencia de masa @ crece de manera directa con la velocidad de agitacion y parece no ser
influenciado por factor control de pH, como ejemplo lgs romedio son 0.67 min1.63 mir,

2.86 min' para a las velocidades de agitac80® r.p.m, 500 r.p.m, y 700 r.p.m respectivamente.

Los valores de concentracion minima de OD presentaron una relacion creciente con la velocidad
de agitacion y en todos los tratamientos siempre estuvieron por encima de 5 mg/L. La velocidad
maxima de consuo de oxigeno no presentd tendencias crecientes o decrecientes con la agitacion,
sin embargo el méximo consumo se obtuvo en los ensayos realizados bajo 500 r.p.m (1.01 mg/L.h

en promedio)

Tabla 4-8: Coeficiente de transferencia de masa)kconcentracion minima de OD y consumo

maximo de oxigeno en los diferentetamientos

Condiciones Concentracion C'or.lsumo
kia - méaximo de
o1 minima de OD .

Agitacion  Control (min™) (mg/L) oxigeno

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

4.3.5 Caracterizacion mineraldgica del proceso de biooxidacion

Las Figuras 4.2 y 413 corresponden a los resultados obtenidos por difraccién de rayos X (DRX).
En la Figura 412 se presenta a manera de ilustracion, los difractogramas obtenidos para los

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

(Figura 413), particularmente el ubicado 8°3Esta ultima diferencia fue mas significativa en los

ensayos realizados a 500 y 700 r.p.m.
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Figura 4-12: Difractogramas para los ensayos realizados con una agitacion 500 r.p.m con y sin
control de pH. Nomenclatura de fases minerales: albita (Ab)tian(hn), arsenopirita (Apy),
calcita (Cal), calcopirita (Ccp), clinocloro (Clc), cuarzo (Qtz), brushita (Bsh), esfalerita (Sp),

feldespato (Fsp), galena (Gn), jarosit@) (dnoscovita (Ms), pirita (Py).
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Figura 4-13: Difractogramas para los ensayeslizados sin control de pH. (A) Control abiotico
300 r.p.m. (B) Muestra biooxidada 300 r.p.m. (C) Control abi6tico 500 r.p.m. (D) Muestra
biooxidada 500 r.p.m. (E) Control abiético 700 r.p.m. (F) Muestra biooxidada 700 r.p.m. Jarosita

(Ja), pirita (Py)guarzo (Qtz)
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En la Tabla 4 se presentan las proporciones relativas de la pirita, otros sulfuros, la ganga y las
fases formadas durante los montajes en los reactores & Sletermin6 que la cantidad de pirita

en los bioensayos a 300 r.p.m se redujwee8.61% y 15.05%, entre 24.13 % y 26.77% con 500
r.p.m,y 28.82% y 30.87% con 700 r.p.m, para estos calculos se tom6 como referencia la cantidad
de pirita en la muestra sin tratar. En general el porcentaje de pirita en los controles abidticos
siempre fie superior al de los ensayos darferrooxidans Se presentaron ligeros aumentos en la
concentracion de ganga de los ensayos inoculados respecto a los llarma#idad de jarosita

fue mayor en las muestras biooxidadas, con porcentajes que osailaieoh.2 y 6.5 % comparado

con 0.5y 1.3 % de los blancos. El porcentaje de brushita fue levemente superior en los controles
abidticos. Finalmente las concentraciones inherentes a otros sulfuros presentaron comportamientos
muy variables e inconsistentes daal hizo dificil encontrar una relacién con los tratamientos
aplicados (Tabla-40).

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

Condicién Sulfuros (%)  Precipitados (%)
—— Ganga (%) —— . _

Agitacion (r.p.m) Control de pH Pirita Otros Jarosita Brushita
Blanco 300 = 61.6 323 21 0.5 3.8
300 - 62.4 29.0 1.1 4.7 29
Blanco 300 + 60.6 356 0.6 0.7 2.3
300 + 59.4 312 1.10 4.6 3.8
Blanco 500 = 56.1 32.7 3.9 1.3 7.4
500 - 64.0 250 2.7 5.9 25
Blanco 500 + 57.4 344 1.2 1.1 5.9
500 + 63.0 259 11 6.3 3.7
Blanco 700 = 56.7 356 0.8 0.2 6.9
700 - 66.8 243 1.0 5.8 2.2
Blanco 700 + 61.3 322 2.2 0.5 3.8

700 + 63.8 236 3.9 4.5 4.1
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Tabla 4-10: Proporciones relativas de otros sulfuros determinadas a partir de DRX

Concentraciones otros sulfuros (%)

Condicion

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

Blanco 300 = 0.4 0.7 1.0 0.0
300 - 0.8 0.1 0.0 0.2
Blanco 300 + 0.2 0.4 0.0 0.0
300 + 0.5 0.1 0.3 0.3
Blanco 500 = 0.1 3.8 0.0 0.0
500 - 1.6 0.0 1.1 0.1
Blanco 500 + 0.1 1.0 0.1 0.0
500 + 0.9 0.2 0.0 0.1
Blanco 700 = 0.1 0.2 0.5 0.0
700 - 1.0 0.0 0.1 0.0
Blanco 700 + 0.3 1.3 0.6 0.0
700 + 0.1 3.3 0.1 0.4

En la Figura 414 se presentan como ejemplo los espectros obtenidos a través de
espectrofotometria infrarroja (FTIR) de las muestras biooxidadas a 500 r.p.m. En esta figura no se
apreciaron diferencias importantes entre los espectros de los blancos, y tampoco entre las muestras
tratadas bioldgicamente con y sin control de pH. En todos los espectros se presentd una banda en
3624 cnt asociada al estiramiento del grupo @d la mosovita y otras en 1020 ¢hm906cnT,

525 cm' y 474 cm' posiblemente también de moscovita (Marquez, 1999; Chukanov, 2014); En

797 cm se apreci6 una banda asociada al cuarzo, y otras representativas de la de pirita €n 693 cm
'y 1013 cni. Las bandashservadas eB397 cnity 1632 cnit son conferidas a los estiramientos

y deformaciones del @ (Marquez, 1999). A diferencia de los blancos, el mineral biooxidado
presentd una pequefia banda alrededor de 1195cotras un poco mas intensas en 1083 gm

628 cm; 1195cnT y 1085cmifcor r esponden al modo ®28bm‘alci onal 33
modo vVvibracional 3 4 (AddieuyaKerm®965; Sasaki,d99T; @spipaa20We i t a .
Para las agitaciones de 300 r.p.m y 700 r.p.m los ressl&uioe controles y mineral biooxidado

con y sin control de pH fueron idénticos.

Tal como sucedié con el factor pH, los espectros obtenidos para los minerales biooxidados a
distintas velocidades de agitacion (Figurd}, no presentaron diferencias en ubicacion,

intensidad y cantidad de las bandas.
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Figura 4-14: Espectros de FTIR para los ensayos realizados a 500 Cpanzo (Qtz), jarosita
(Ja), moscovita (Ms), pirita (Py).
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Figura 4-15: Espectros de FTIR para los ensayos de biooxidacion realizados a diferentes
velocidades de agitacion sin control de idarzo (Qtz), jarosita &), moscovita (Ms), pirita (Py).
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4.4 Discusion

4.4.1Efecto dediferentes velocidades de agitacion y contrale pH sobre

las dnéticas del proceso de biooxidacién

En el presente estudio se evalud el efecto conjunto de la velocidad de agitacion y la influencia del
control de pH sobre un proceso de biooxidacion de residuos mineros en reactores de tanque
agitado. [2 manera consistente todos los tratamientos presentaron incrementos progresivos en los
valores del potencial redox, concentracion celular’® FEe total y sulfatos en solucion.
Adicionalmente en los ensayos donde el pH no fue controlado se dionentdnicial seguido de

una disminucion gradualEste tipo de comportamientos han sido ampliamente observados y
documentados para los sistemas de oxidacidn biolégica de sulfuros, particularmente aquellos ricos
en pirita (Rodrigueet al, 2003; Zapata, 2006; it al, 2008; Arroyave, 2008).

Tomando como basdos resultados de los controles abidticos en los que el pH crecié
significativamentese considera quel aumento iniciatle pH en los ensayos con microorganismos
(Figura 42), fue ocasionado por el consamde acido asociado a la presencia de los minerales
silicatados carbonate y monosulfuros presentes en el residuo de La Maruja (Getreilg 1995;
Stromberg y Banwart, 199@a Silva, 2004; Sampscet al, 2005; Ballester, 2003 arreteroet

al., 2011) Adicional a lo anterigrla caida inicial en la concentracion d& Fherente a la
actividad metabdlicé. ferrooxidanstambién sugiere uconsumo del ion Hdurante las primeras

48 h (Sandet al, 2001; Mason y Rice, 2002; Gémez y Cantero, 2005). El posterior decrecimiento
del pH enestosensayos inoculadose atribuye da disolucion de la piritala cual durante su
oxidacion genera acido sulfarico como subprodubew( et al, 1997;Schipperset al, 1999;Lin

et al, 2008).

De acuerdo #&os bajos pH alcanzados en los ensayos a 500 (gn+1.45 y 700 r.p.m(pH=

1.35, es posible afirmar qué& solubilizacion de la pirita en estos deatdamientos fue mas
eficiente.Desde el punto de vistaineralégico, caidas del pH como las observadas dulamte
tratamientos en menciphenefician el proceso de biooxidacién evitando la formacion excesiva de
jarosita, un precipitado que se acumula en la superficie del mineral interfiriendo con la oxidacion
de los sulfuros (Amaret al, 1991; Gémez y cantero, 2005; Rivadeneira, 204 hjvel bioldgico,
caidagpronunciadagn los valores del pHueden ocasionar un decrecimiento en la actividadl de

ferrooxidanspor la influenciaqueéste parametrdemarcasobresu fisiologia. Segun lo reportado
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por Yahya y Johnson (2002), disminuciones en el pH desde 1.5 a 1.0 desaceleraron la oxidacion
biol6gica de pirita debido a amdpida mortalidad di bacteria

El potencial de éxidmeduccion en un proceso de biatacion esta determinado por la relacion
Fe'¥/Fe™ en el sistema, esta a su vez es controlada por las bacterias encargadas de retfenerar Fe
partir del F&” solubilizado (Baileyet al, 1992; Mayet al, 1997;Rohwerderet al, 2003) Durante

los montajes realizados, el potencial de Gxelduccion presenté para todos los tratamientos
valores por encima de los 550mV, caracteristicos de sistemas altamente oXicigoites 43)

(Kodali, 2004). Por otro lado, la relacion inversa erdredlocidad de agitacion y el crecimiento de

las curvas del potencial redox, independientemente del factor control de pH, se atribuye a la alta
solubilizacién de Féen los sistemas con la méas alta agitacién, donde el ion ferroso no pudo ser
oxidado poras bacterias en la misma proporcion de los ensayos agitados a 300 r.p.m, causando un
leve decrecimiento en la relaciéon*#Ee™ La alta solubilizacion de Feen los sistemas con
mayores velocidades de agitacidn se atribuye a una mejor mezcla y ponagntacontacto de los
agentes oxidantes con el mineral; es necesario recordar que los principales productos de la

degradacioén de pirita son los ione$%eH".

Relacionadas directamente con las reacciones biolégicas en un proceso de biooxidacis, estan
cinéticas de crecimiento celular, consumo d& Fegeneracion de F&(Figuras 44 y 45). Al

evaluar de forma conjunta el crecimiento bacteriano, consumo *8g Beoduccion de F& se
evidencié que el decrecimiento del pH en los sistemas donfleermontrolado, afecté en cierta
medida la actividad da. ferrooxidansSe afirma lo anterior, por la disminucién esuealocidads

de crecimiento, la acumulacion el'Eeg los ligeros declives en cinética de produccion dé Eea

vez el pH el medio comenzo a tornarse mas acido. Adicionalmente se tiene el leve incremento en
la velocidad de generacion del ion férrico en los ensayos donde el pH fue controlado. Dado que los
comportamientos anteriores se marcaron de manera espedad ensayos agitados a 700 r.p.m,
sepodria hablar déa existencia de un efecto conjunto entre el nivel de agitacion y el control de
pH.

En las cinéticas asociadas a los productos globales del proceso de biooxidacion, F8@3ial y
(Figuras 46 y 4-7), el efecto de la disminucion del pH fue menos evidente, sin embargo se
continud apreciando la interaccion del pH y la velocidad de agitacion 700 r.p.m, donde las tasas de
generacion daierroy sulfatos fueron ligeramente mayores en los ensayosartgrocde pH. La
explicacion a este fendmeno puede estar relacionada con el efecto negativo del pH bajo sobre las

enzimas déA. ferrooxidans(Gomez y Cantero, 200%) las consecuencias adverspe una alta
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agitacibnpuedan ocasionaobre el microorganism(Deveci, 2004; Liwet al, 2007; Suret al,

2012. Aunque la disminucion del pH (desde 1.7 a 1.35 en los ultimos seis dias de proceso) se
mantuvo dentro del rango tolerado por la bacteria-(2.Q) (Dewet al,, 1997; Valdé<t al., 2008;
Rivadenira,2011), y a pesar que en 700 r.p.m se observo una buena mezcla entre mineral y el
medio de cultivo, es posible que esta velocidad de agitacion haya provocado dafios en las bacterias
haciéndolas méas vulnerables a la acidificacién del medio. Por otro ladooysmvera adelante,

existe la posibilidad de que este comportamiento se deba a la reologia de los sistemas, igualmente
influenciada por el pH y la agitacion.

Si bien el factor control de pH intervino en las cinéticas de generacién de productos, squestima
su influencia no fue lo suficientemente significativa sobre el proceso de biooxidacion, o al menos
no jugd un papel tan importante como la variacion en las velocidades de agitacion.
Paradojicamente y pese a lo antes descrito sobre 700 r.p.m, fuet@on 30 r.p.m que se
obtuvieron las concentraciones y velocidades de generacion fi&&¢otal y sulfatos mas altas.
Aunque 700 r.p.neventualment@udo generar dafios a nivel celular, la magnitud de los dafios no
parece considerable y su interferenaibrs las velocidades de oxidacion del"Féue minima,
inclusive a bajos pH. Por otro lado, pese a que las bacterias estuvieron nperestasxa estrés
hidrodinamicocon 300 r.p.m(por la baja intensidad de agitacidon y suspension de splises
generara las mas pequefas velocidades de disolucion, cantidaddsene y sulfatq y
concentracion celular. Todo lo anterior indica que el nivel de mezcla y contacto de las tres fases,

primé en la oxidacion biolégica de los residuos de La Maruja.

Adicional a ks cinéticas de los ensayos con microorganismo, también se tieométess de los

blancos o controles abi6ticos. En estos el efecto del factor control de pH si fue evidente,
principalmente en la curva de pH, produccién de Fe total y sulfatos. Cenmescion6
previamente y se sugirid desde el capitulo 2, el crecimiento pronunciado del pH de los controles
abidticos (ensayos sin control de pH), pudo ser consecuencia del consumo de &cido por los
monosulfuros y minerales de la ganga. Este efecto sinrgmljae contrarrestado con éxito tras la
disolucién de pirita en los montajes inoculados. Los resultados conjuntos de controles y ensayos
biéticos respecto al pH, indican que en el disefio futuro de un proceso de biooxidacion de los
residuos de La Marujajo se requiere invertir en altas cantidades ¢eCy ya que a pesar del
efecto de la ganga y monosulfuros este es compensado con las reacciones de oxidaciéon
desencadenadas por los microorganismos; losfiymdria requerirse es una basepara evitar

caidas pronunciadas del p¢htre las basenasusada®n procesos de biooxidacion estéada
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Por otro lado, el ligero crecimiento en el Fe total yy5éh los blancos con control de pH, se debe

a la adicién de &cido y consecuente disolucion de loosutiuros presentes en el residuo. Cabe
recordar, que minerales como la pirrotita, esfalerita, arsenopirita, calcopirita y galena, pueden ser
solubilizados por el ion Ha través del mecanismo polisulfur@awlingset al, 2003; Ballester,
2005;Sekharetal., 2009; Kundu y Kumar, 2014)

4.4.2 Andlisis estadistico

Muchos fueron los resultados respecto a las tres velocidades de agitacion y el control de pH, y
como se aprecié en las cinéticas y se describirda en las secciones siguientes, cada uno de los
tratamientos trajo implicita una serie de ventajas y/o desventajas sobre el proceso de biooxidacion
de los residuos de La Maruja. A través del analisis estadistico se determiné que no existe una
interaccion significativa entre la agitacion y el pH, y contr@ano el pH realmente no ofrece
ventajas comparativas respecto a la solubilizacion de Fe,§ (F@uras 48 y 49). El resultado

del andlisis estadistico no desestima lo que se discute sobre el pH, ni lo desacredita como un
parametro importante en unogeso de biooxidacion, lo que indica es que para las condiciones y
los tiempos en que se realizaron los ensayos, controlar o no la acidez del medio no implico
cambios drasticos sobre la disolucién de minerales en el proceso. Es necesario destacars que en |
diez dias en que fue evaluado cada ensayo, el pH no se sali6 deEnaabque sobreviva.
ferrooxidansy por tanto los efectos no se hicieron tan notaioével global quiza para procesos

mas largogon el residuo de La Marujal control sea algo fundamental. Respecto a la velocidad

de agitacion se corroboro6 la baja efectividad de 300 r.p.m y estadisticamente 500 r.p.my 700 r.p.m
generan resultados similares. Aunque con 700 r.p.m los porcentajes de Fesprs{ljeramente
mayores, el proceso seria mas rentable con 500 r.p.m ya que el consumo de potencia disminuye

casi un 64.6%.

De manera general las cinéticas obtenidas en los ensayos agitados a 500 r.p.m y 700 r.p.m son
comparables con las halladas durante la tercera etagdaptacion da. ferrooxidangcapitulo 3),
alcanzando valores similares en los porcentajes de Fe total solubilizado, pH y potencial -de 6xido
reduccion. Lo anterior muestra que el paso desde erlenmeyers a reactores no fue cambio critico
para las bactergay, lo mas importante, no influyéd en el proceso global de biooxidacion.
Adicionalmente la ausencia de fases de latencia en las cinéticas, confirma la importancia de una
adaptacion preliminar de las cepas, la cual reforzo la actividad bacteriana y eoteseente

mejoro la eficiencia de lixiviacibrGhandraprabhat al,, 2002;Arroyave, 2008; Xiaget al, 2008;
Haghshenast al., 2009).
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4.4.3 Hidrodinamica

Tal como lo sugieren las cinéticas y analisis estadisticos, la biooxidacion de cualquier tipo de
mineral en reactores de tanque agitado, depende especialmemielddé agitacion, ya que ésta
determina la transferencia de masa y calor y el grado de mezcla en el sistdigaid@asolido.

La trasferencia de masa y una buena mezcla, garantizanvazsla interaccion entre los
componentes mas importantes, sustratos, bacterias y mineral, dando lugar a las reacciones de
oxidacion quimicas y bioldgicas (Josdtial, 1996; Suret al, 2013. Una agitacion insuficiente

como 300 r.p.m, limita las operanies de transferencia y favorece la aparicién de regiones dentro

del tanque con concentraciones insuficientes de nutrientes y agentes oxidantes, acumulacion
importante de mineral en el fondo del tanque y condiciones de temperatura y pH inadecuadas, lo

gue educe la disolucion del mineral y el crecimiento microbiano (Gongélalz 2003).

Para cuantificar el efecto de la velocidad de agitacién sobre la transferencia de masa, mezcla y
esfuerzo cortante en cada ensayo, se establecieron diversos parancetdisdmicos como
n“mero de Reynols (Re), esfuer a@abadrys8nEle (0) ,
célculo de la myoria de estos parametroequirié de la determinacion de propiedades del fluido
como la densidad y viscosidagarentePara la viscosidad, se aprecié una dependencia con el pH

de la solucién, donde los sistemas menos viscosos fueron aquellos con pH masEatédos.
resultado se asemeja a lo encontrado por algunos autoredajos con aliminalateritas donde
suspensnes con pH entre 1 y 4 generandacosidadesajasy en aquella con pH neutrose
apreciaron valores de viscosidaiximos Nikumbh et al, 1991;Cerpaet al, 2001) De igual
maneraJowkarderis y Van de Ve(R014 encontraronque sus suspensiones compuestas por
nanofibras de celulosa presentan una disminucion significativa de la viscosidad cuando el pH se
reduce daéagda20)F. b adl608, apHdb1.5(ladviscosidad fuminima( ¢ &. 450)
Entérminos generalgese reportaque las suspensiones presentan un caiapignto de viscosidad
variablede acuerdo gbH, puesto que estgarametro interviene en los potenciales superficiales de

las particulas generando fuerzas electrostaticas repulsivas entreaidsos en el pHbueden
inclusive variar el tipo defluido desde pseudoptico hasta newtoniangNikumbh et al.,, 1991

Cerpaet al, 2001 Pérezet al, 2010. Adicional al pH,parece ser que el aumento en la viscosidad

de una suspensiéde minerales también podria estar relacionado con el aumento de la
concentracion en sdlidos y la disminucién del tamafio de particulas (Cerpa et al., 2001). En este

trabajo, y aunquao se encontrd una relacion entre la cantidad de jarosita con y sin control de pH,
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es posibleque los tamafios y condiciones de formacion de este hidroxisulfato hayan variado
respecto al factor pH, gonsecuentemengdterado la viscosidad de los medios.

El numero de Reynolds (Re) da cuenta del régimen de flujo en un reactor. Se considera flujo
turbulento cuando Re es mayor a 10000, laminar cuando es menor de 10 y de transicion entre 10 y
10000. Cuando se habla turbulencia se hace referencia al movirareftioo de un fluido con

cruces continuos, este movimiento es quien da lugar a la mezcla de los componentes de dicho
fluido, contrario al flujo laminar donde el fluido viaja siguiendo lineas de corriente regulares
dificultando la mezcla (Doran, 1998). Elgimen de transicion, indica que el flujo es turbulento en

la proximidad del impulsor y laminar en las zonas mas apartadas a este (Dickey y Fenic, 1976;
Doran, 1998; Arroyave, 2008). Como se observa en la Tallalds Re obtenidos para la
velocidad de gitacién 300 r.p.m fueron los mas bajos y cercanos al régimen de transiciéon, es
decir, gue posiblemente en las proximidades del impulsor se present6 una alta dispersion de aire y
suspension del mineral, pero en las paredes y parte inferior del reaceacla fue inadecuada, lo

gue explica por qué gran cantidad de mineral permanecid sedimentado. Con 500 r.p.my 700 r.p.m
los nimeros de Reynolds fueron mas altos y por tanto la turbulencia en los sistemas, dando lugar

una mejor mezcla tal como fue observado

Aunque todos los tratamientos presentaron Re > 10000 y el pH no influyo significativamente en
los resultados globales de disolucion, la relacién inversa entre el Re y la viscosidad (Ecuacién 4.2),
conllevé a incrementos en las magnitudes del Re emkay/es m control de pH. Previamense

habia hablado del efecto conjunto del control de pH y la velocidad de agit@6idm.m sobre las
cinéticas dgFe™], [F€"], entre otras; ®posible que dicho efecto sea realmente una consecuencia
de esta variaén en el Re, que sugiere un aumento en la turbulencia del sistema y por ende mayor

estrés hidrodinamico.

Segun Joshet al (1996, el flujo turbulento se puede visualizar como un conjunto de remolinos
grandes, inestables y decadentes, quienes tramsBarenergia a una cadena de remoloaxa

vez mas pequefios (eddysjye al final disipan la energia en forma de calor. En un proceso
bioldgico, las interacciones en el flujo turbulento dependen del tamafo relativo de los eddys y las
particulas vivasdonde eddys muy pequefios podrian fluir sobre la superficie de las células
sometiéndolas a condiciones de estrés, mientras eddys grandes sélo las llevarian en un movimiento
convectivo(Joshi, 1996)Ademas de los remolinos producto de la turbulencia, esistsfuerzo

de corte, definido como la fuerza por unidad de area aplicada en forma paralela a la superficie de
cada particula bioldgica (Josttial, 1996; Trujillo y Valdez, 2006).



98 Escalalo de un proceso de biooxidacion de residuos de mineria ricos en si
usando reactores de tanque agiti

Con base en lo anterior y conociendo que el tamaif. firrooxidano s ci |l a entre 0.5 vy
(Deveci, 2004), las dimensiones de los eddy estimadas para las diferentes velocidades de agitacion
(entre 3%4929¢mm) no fueron | o suficientemente
deletéreo sobre la bacteria. Este resoltad asemeja a lo encontrado por Deveci, (2004) y
Arroyave, (2008), quienes obtuvieron eddys entre
el efecto del esfuerzo mecanico sobre las células fue minimo. Diversos estudios sobre el estrés
hidrodindmico @ un proceso de biooxidacion, han encontrado que la pérdida en la viabilidad
bacteriana, mas que al esfuerzo de corte o al tamafio de los remolinos, estaria asociada a la colisién

entre particulas originada por la intensidad de agitacion, por lo que sanmeinto en la

concentracion de solidos y la velocidad de agitacién quienes panicfamentar la frecuencia de

las colisiones y consecuentemente el dafio celular (Deveci, 2002; Deveci, 2084 aL,i 2007,

Arroyave, 2008).

4.4.4 Coeficientes de transfrencia de masa (ka) y consumo de oxigeno

Diversas operaciones de transferencia de masa ocurren en un proceso de biooxidacion. Los
nutrientes (F&) deben llegar tanto a las adheridas al mineral como a lasegeacuentran en
suspension, de la misma manera que los metabolitos produciddgiéfen que ser transportados

al liquido para solubilizar las fases minerales. Adicionalmente deben ser considerados los procesos
de transporte del Oy CO, desde el aire a las células cgvedo, 2000). Estos ultimos dos
compuestos son de vital importancia ya estan directamente relacionados con la oxidacién de los
minerales, el primero participa en las reacciones de dridlaccion bioldégicas como Ultimo
aceptor de electrones, y el segurdastituye la fuente del carbono para el crecimiento microbiano
(Boon y Heijnen, 1998; Acevedo, 2000; Valdtsl, 2008).

Debido a la baja solubilidad del oxigeno en un medio de cultivo, generalmente soluciones acuosas,
este debe ser suministrado conéimente mediante la inyeccion de aire al reactor. La
concentracion de oxigeno disuelto en el medio depende de la velocidad de transferencia de oxigeno
(OTR: oxygen transfer rajedesde el gas al liquido y éste a su vez del coeficiente de transferencia
demasado ik del 8r ea s af@arciaeta,i2@l0) Dals que estdsfparametros

no pueden ser medidos facilmente de forma individual, usualmente son determinados en conjunto
como el coeficiente volumétrico de transferencia de masa (Gaciaet al, 2010). En cualquier
proceso aerobio, el coeficiente de transferencia de masa, depende entre otros factores, del flujo de

aire, tipo de impulsor, tipo de difusor, altura del liquido, posicién del impulsor y velocidad de
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agitacion (Garcia YeGomez, 2004). En un proceso de oxidacion de sulfuros se deben tener en
consideracion el porcentaje de pulpa, el tipo de sulfuro y el tamafio de particula (Bailey and
Hansford, 1993)En el caso patrticular de la piris@ ha reportado una demandald8 kgO,/ kg
S?(Dewet al, 1997). Por tvo lado y segiin Boon y Heijnéh998), el coeficiente de transferencia

demasa puede ser estimado desde & #e Q, como:
Qo ™ @O (412

En el presente trabajse determind para cada uno de los tratamientosaeh&ociado al ©

Debido a que lo Unico quari6 fue la agitacion, soloséa fue tomada en cuenta para el analisis de

los resultados. En la Tabla84 se presentan los&kpara cada una de las velocieadle agitacion
evaluadas, donde la relacion directa entre ambos parametros, es congruente con lo encontrado por
Boonet al, (1998) quienes en la oxidacion de ion ferrosoAudierrooxidansa 300 r.p.m y 600

r.p.m, determinan para el mismo flujo de a@r(0.2 vmm)k.,a de 0.38 mil y 1.62 min'
respectivamente séa relacion creciente de la velocidad de agitacion yaelaknbiénes reportada

por Yagiy Yoshida, (1975). Segun Dordft998) cuando la velocidad de agitacion es baja, el
caudal de gas vuelve al impulsor sin dispersarse, sub@rettedor del eje del agitadarmedida

gue aumenta la velocidad de impulsor, el gas es capturado dentro de las palas y luego se dispersa
en el liquido, por tanto a mayores velocidades de agitacion aparecen pequefias corrientes de
recirculacién. En resumen, la relacion entre la velocidad de agitacion y el coeficiente de
transferencia de masa se debe, en parte, a que es el impulsor y la veldeidatk agira los
responsables de dispersar el gas. Existen diferentes las ecuaciones empiricas jpasalal k

mayoria de ellas muestran su correlacién con la agitacion, como ejemplo se tiene:
Vo 68 80Tw 8 (4.13)

Donde C, corrgmonde a una constante dependiente de parametros geométtitas/elocidad
superficial d e ly P/\g es $a,potencialpar umdadsle vwlamed, ta dual es afectada

directamente por la velocidad de agitacion (Ecuacion(@&éicia y Gomez, 2.

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

calcocita, covalita y calcopirita, respectivamente.
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Por otro lado e independientemente del coeficiente de transferencia de masa, la concentracion de
OD siempre permanecié por encima de 5.0 mg/L en todos los ensayoslejomiyde la
concentracion critica establecida para un proceso de biooxidaddng/L segun Gerick€2009)

lo que indica que la concentracion de oxigeno disuelto no fue un factor limitante en los procesos

biooxidativos llevados a cabo en este estudio.

Uno de los aspectos que mas llamo la atencion en este fratmaja velocidad de consumo de
oxigeno (OUR:oxygen uptake rajequien no presento relaciones aparentes con los tratamientos
evaluadosPara 500 r.p.m se obtuvieron los consumos mas altos,rasienie 300 r.p.m y 700

r.p.m presentaron valores bajos y similares. En algunas investigaciones el OUR es empleado como
como indicador del comportamiento fisiolégico de los microorganismos cuando estos son
sometidos a determinadas condiciones de operddiétugueset al, 1997; Garciat al, 2011).

Con base en lo anterior podria pensarse que entre las tres agitaciones evaluadas, 500 r.p.m es la
mas adecuada para el proceso, con ella se obtuvo una buena mezcla (Re alto), altas velocidades de
generacion deroductosy las células presentaron una buena actividad medida en términos del
consumo de oxigeno, crecimiento celular y consumo &fe teelo esto en conjunto podria indicar

una disminucion del estrés hidrodinamico respecto a 700 r.p.m, donde el cdosurealmente

mas bajo de lo esperado. Sin embargo y teniendo en cuenta los altos coeficientes de transferencia
de masa logrados con 700 r.p.m, es posible que sélo la agitaciébn haya logrado incorporar oxigeno
del ambiente al medio de cultivo. La determidacdel consumo de oxigeno por el método
dindmico, se realiza a partir del perfil de concentracion en el trayecto donde el suministro de
oxigeno es cortado y el OD comienza a disminuir, el consumo corresponde entonces a la pendiente
de dicho trayecto. Sial premisa sobre la 700 r.p.m es cierta, aunque el microorganismo esté
consumiendo oxigeno, la caida de éste no seria tan rapida puesto que la sola agitacion lo esta
incorporando, esto a su vez generaria una pendiente menos pronunciada enmascarandwel consu

realpor parte de las bacterias.

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

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

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

Con base en lo anterior y especificamente en la relacion inversa de la solubili@4g} deh la
cantidad de &cido, es posible que el bajo consumo dalfmal del proceso en los ensayos a 700
r.p.m (Figura 45A), sea también consecuencia de una menor disolucion delsCéste sustrato
disminuye el crecimiento microbianse ve limitadoy por ende la biooxidacién HEe™. Otra de

las cinéticas que puede estar reflejando la relacioni pgblubilizacién de CQ es la del
crecimiento microbiangFigura 44), donde en los ensayos con control de pH, las caidas en las
velocidaaks de crecimiento fueron menos pronunciadas que en los ensayos sin control de pH, estos

ultimos caracterizados por la acidificacion del medio.
4.4.5 Mineralogiadel proceso de biooxidacion

Los analisis por DRX de miner@éFiguras 412 y 413), mostraroruna reduccion significativa de

los picos de pirita en las muestras biooxidadas, sefialando de una forma directa el efecto de la
oxidacion biolégica sobre el mineral. Los ensayos con las mas altas concentraciones de¥e y SO
solubilizados (500 r.p.m y 700p.m) presentaron a su vez las mayores reducciones en el
porcentajeinicial de pirita, este resultado resulta mas que evidente ya que los primeros
corresponden a los productos de degradacion del sulfuro a través del mecanismo tiosulfato (Sand,
2001, Kundu y Kumar, 201% La reduccion el sulfuro predominante, pirita, conllevo a la

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

La cuantificacién de los demas sulfuros (esfalerita, arsenopirita, galena, pirrotitgird¢alcno

resulto exacta, presentando valores inconsistentes entre tratamientos. Dado que la concentracion de
estos sulfuros en el residuo fue realmente baja y, sus picos caracteristicos estuvieron enmascarados
por los de la pirita, se dificulté su detén mediante los difractogramas. Se considera que esta
baja intensidad y/o aparente inexistencia de picos, fue quien hizo imprecisa la cuantificacion
mediante refinamiento de Rietveld. Por lo anterior la hip6tesis propuesta en el capitulo 2 sobre el
ordende oxidacién de los sulfuros (pirrotita > esfalerita > galena > arsenopirita > calcopirita >

pirita) no pudo ser dilucidada.

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

como previamente se habia memgdo, es un producto secundario de los procesos de
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biooxidacion, ampliamente documentado en la literatura (Mareieal, 2006; Daoud y
Karamanev, 2006; Liret al, 2008; Ossa y Marquez, 2010; Kaksomdral, 2014). Esta fase
mineral corresponde a umdhoxisulfato de hierro con formula moleculsliFe;(SO,),(OH)s, en la

que M puede ser KNa', NH,", Ag", o H;O", la incorporacion de estos cationes monovalentes es
comun a pH menores a 2.Gramp et al, 2008; Kaksoneret al. 2014c) De acuerdo a los
difractogramas la jarosita predominante en los ensayos de biooxidacion f(€®J€0H)e, K-

jarosita donde la fuente de 'Kpudo provenir del medio de cultivo, la moscovita o el feldespato
potésico presentes en el mineral. Se espegabkadebido al papel que desempefia el pH en la
formacion de la jarosita@émez y cantero, 2008lurmi et al.,, 2010;Rivadeneira, 20%1Kaksonen

et al, 2014), aquellos ensayos con caidas importantes del pH presentaran menores
concentraciones del hidroxisulfuro, sin embargo no se no se aprecid tendencia alguna con base en

el pH de los ensayos.

Tanto en los blancos como en las muestras biooxidadas se enawmtriueva fase catalogada

como brushitaCa(POsOH)-2H,0. Segun Arroyavé€2008) esta fase aparece por la reaccion en
HPQO, proveniente del fosfato acido di potasigIPO,) del medio T&K, y el calcio presente en

el mineral. La formacion de brushita fue mas alta en los controles debido a que en estos habia mas
disponibilidad de&K,;HPQ,. La generacién de este tipo de compueptaxie resultar critica en un
proceso de biooxidacién, particularmente en uno discontinuo debido a que compite con el

microorganismo por un macronutriente esencial como lo es el fésforo.

En los andlisis por FTIRFiguras 414 y 415) se confirm@ la presencia de jarosita, no obstante y
contrario a lo reportado en la literatura (Marqgaeal., 2006; Ossa y Marquez, 2010; Mejia, 2010
Chukanov, 2014), las bandas caracteristicas de este compuesto que generalmente se presentan
alrededor 1190 cnt, 1085 crif, se observaron en muy baja intensidad, y la banda en 1608cm

fue enmascarada por la ubicada en 1020cte la moscovita. Estos resultados pueden ser
consecuencia de umaenorconcentracion de jarosita o en su defecto a cambitss @istalinidad.

La posibilidad de una baja cantidad de jarosita se asocia a los rangos del pH en el que se trabajo.
Daset al (1999) y Daoud y Karamenev (2006), afirman que la precipitacion de este hidroxisulfuro
tiende a disminuir cuando se trabajath por debajo de 1.8. Por otro lado, los cambios en la
cristalinidad y particularmente la desaparicion de picos caracteristicos como el 11,98oom
explicados por Marquez (199%omo el aumento en la simetria de los ionesg S@rovocado por

el incremato en el cristalinidad del material o, por un cambio de fase a otro tipo de sulfato o

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


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

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

primordial.

En todas las cinéticas se evidencié que una velocidad de agitacion de 30@orgsnapta para

lograr una biooxidacion eficiente de los residuos de La Maruja. Las causas de esto estan asociadas
a una baja suspension de sélidos y/o mezcla ineficiente del sistema trifasico, lo que redujo las
cantidades de nutrientes disponibles garkerrooxidansy el contacto del mineral con los agentes

oxidantes.

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

la potencia reqgerida yposiblementel estrés hidrodinAmicasociado a la colision entre particulas.

Los niveles defactor control de pH no presentarefectosestadisticamentsignificativos sobre la
eficiencia global del proceso de biooxidacion de los residuos de La Maruja. Este resultado se
asocia al tiempo en que fueron realizados los ensdyoanteel cual el rango de pldn el que
sobreviveA. ferrooxidanano fue sobrepasado. Debido a los costos inherentes ablodetpH, se
recomienda no controlarlo en futuros procesos de biooxidacion de pirita procedente de la mina La
Maruja, a menos que los tiempos sean realmente largos, y el pH se salga del rango tolerado por la

bacteria.
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Resumen

En el presente trabajo se evalu6 la eficiencia del proceso de biooxidacion de residuos mineros desde una
escala de laboratorio hasten nivel planta piloto. Para &% se emplearon erlenmeyers y una serie de
reactores de tanque agitado construidos con la misma configuracion geométrica. También se consideraron
parametros determinados previamente en el reactor de 5L. Todos los ensayos a nivel de laboratorio fueron
evaluados por un periodo de 10 dias y el ensayo en planta piloto se extendié hasta los 18 dias. Mediciones
periédicas de hierro y sulfatos solubilizados, pH, potencial de milaccion y oxigeno disuelto,
permitieron establecer las cinéticas de proceso ata escala. A nivel daboratorio, especificamente los
ensaysen 150 ml y 5 L, presentaron cinéticas y porcentajes de disolucién muy similares entre si. Al pasar al
reactor de 50 L, donde se evaluaron los criterios potencia por unidad de volumendadedocia punta del
impulsor, la eficienciaglobal del proceso aumenté cerca de un 9% y el mejor criterio de escalado fue
velocidad en la punta del impulsor. Por otro lado, en el reactor de 4000L (planta piloto) los primeros 10 dias
de ensayo generaron pentajes de hierro y sulfato disueltos comparables con los de 150 mly 5 L. Después
de 18 dias, los porcentajes de hierro y sulfato disueltos en 4000L alcanzaron valores cercanos a los estimados
en 50 L. El ensayo a escala piloto presenté velocidades bBejaxidacion al inicio del proceso. El
porcentaje de oro recuperado fue mas alto en las muestras biooxidadas en 50L y 4000L. Todos los resultados
en conjunto sugirieron que el escalado funciond, sin embargo es necesario ajustar ciertas condiciones a nivel

de planta piloto para mejorar las cinéticas de oxidacion.

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

In this work the scalep of mine tailings biooxidation was evaluated from laboratory to péeel It

implied the use ofhakeflasks, stirreetank bioreactors, tailings from La Maruja mine (Caldas, Colombia)
and Acidithiobacillus ferrooxidanss a biological agent. All assays in the laboratory level were carried out
for a period of ten days and were monitored by chemical measurements of iron, sulfates, pH, redox potential
and dissolved oxygen. The pilot plant assay was carried out for a pdriedhteen days. To scalp

several parameters previously evaluated were taken into account. The results ih flagksnand 5 L
bioreactor were similar in all response variables, particularly in the percentage iron removed. The iron
removed showed a% increase in the 50 reactor. Additionally, in 400Q reactor (pilot scale) the final
concentration of iron removed was similar to the values obtained.iassays, however, the oxidation rates
were slower at the beginning. The percentage of gold reedweas higher in larger reactors assays. These
results suggested that the seapewas successful, but some conditions must be controlled at pilot level to
improve the oxidation kinetics.

Keywords: biooxidation, minedilings, pilot plant, scalep
5.1 Introduccion

En diversos paises el proceso de biooxidacién de minerales ha sido implemgittsdonente a

escala comerciahcrementando asi la recuperacion de metales valiosos hasta en un 90% (Morin,
1995 Rawlings 2003 Sekharet al, 2012 Brierley y Brierley, 2013; Schipperset al 2013.
Comunmente los sistemas de biolixiviacion a nivel industrial se componen de un reactor de tanque
agitado de mayor volumen seguido de una serie de reactores del mismo tipo mas pequefios
simulando un reactor piston,séfio que minimiza el tiempo de residencia (Gonztiet, 2004).

En la literatura se reportan varios procesos industriales para el tratamiento de minerales, entre ellos
el BIOX, BioCOP, BioniC, BacTech y Mintek (Carreteed al, 2011). Hasta el afio 2018
capacidad de procesamiento a nivel industrial oscilaba entre 40 ton y 1060 ton de Saidrai (

et al, 2012).

Para llevar atisfactoriamente un bioprocebasta un nivel comercial, se recomienda realizar un
escalado (Garcia y Gémez, 2009; Tufvessioal,, 2010). En términos generales, el escalado es un
mecanismo a través del cual se trasladan las condiciones y variables establecidas en un reactor a
otro de tamafo diferente (Gallego, 2002a). Habitualmente se comienza en el laboratorio con
matracesde 100ml a 500 ml donde se evalGan nuevos productos y se optimiza la actividad
microbiana. Luego se pasa a reactores de prueba de 1L a 5 L equipados con instrumentos de

control para medir y ajustar parametros como la temperatura, pH, OD, velocalgithd&n, flujo
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de aire, entre otros. Los datos obtenidos en esta escala entregan informacion relevante sobre las
necesidades de las células, los puntos 6ptimos de operacion y permiten identificar las limitaciones
impuestas sobre el microorganismo poregictor. Los ensayos a escala de laboratorio pueden ser
determinantes para el éxito del escalado. En el siguiente nivel, denominado escala piloto, se
utilizan reactores dele100L a 5000L dependiendo del proceso, y se suele estudiar la respuesta

de las élulas al cambio de escala, en este punto el aumento en el tamafio de los equipos pierde
importancia al lado de la reduccion o variacion del rendimiento inherente al nuevo volumen. De
lograrse un cambio de escala completo y exitoso, se comienza el diskefiopgeacion a escala
industrial cuyo objetivo es aumentar la productividad (Quintero, 1981; Doran, 1998; Garcia y
Gbémez, 2009).

Segun Junke(2003) existen tres tipos de factores que pueden afectar el escalado de un proceso:
biologicos quimicos y fistos. Los factores biolégicos incluyen el numero de generaciones del
indculo, las cuales a su vez son responsables de mutaciones en las cepas y del aumento en las
probabilidades de contaminacion. Entre los factores quimgsténel control de pH (tipo y
concentracion del acido o base), calidad del medio y calidad del agua, concentraciones de fuentes
de carbono, nitrégeno y fésforo, y en caso de un proceso de biooxidacion, la composicién
mineralégica del concentrado (Watling, 2006). Los factores fisicos im@srtantes son: la
configuracién del tanque, aireacion, agitacién, presion hidrostatica, esterilizacion y control de

temperatura.

Si bien en teorida cinética de una reaccién quimica o bioquimica es independiente del tamafio del
reactor y su geometridps parametros cinéticos si se ven afectados por los fendmenos de
transferencia de momentum, calor y masa, y éstos a su vez por la configuracion y dimensiones del
reactor (Orozco, 2012). Uno de los principios del escalado, para tratar de reducir eflefesto
fendmenos de transporte es aplicar la teoria de la similitud, dividida en similitud geométrica,
térmica, mésica y bioquimic&¢l y G dia, 1995; Orozco, 2012Fada una de estas similitudes es
prerrequisito de la otrd\o obstantecuando se escalzualquierproceso es imposible conservar

todas las similitudes debido a las limitaciones dimensionales y econdmicas de dicho escalamiento
(Quintero, 1981; Orozco, 2012).

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

velocidad en la punta del impulsor, nUmero de Reynoldsmpd de mezcla, y coeficiente de
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transferencia de masa (Quintero, 1981; Ju y Chase, 1992; Gallego, 2002a; Orozco, 2012). Conocer
muy bien el proceso se hace entonces imprescindible para establecer que propiedades fisicas son
mas importantes, y con baseeamsto elegir el mas criterio idoneo. AsiiJas células son sensibles
las variaciones de oxigeno se podria mantener constante el coeficiente de transferencia de masa, o
en cultivos sensibles al esfuerzo de corte debera estudiarse el efecto de consetate @

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

Dando provecho a la disponibilidad de reactores agitados construidos bajo la misma configuracion
geométrica en diferentes volimenes, se realizamanserie densayosa nivel de laboratorio y

planta piloto,paradeterminar la eficiencia de la biooxidaciéon en diferentes escalas de proceso
sobre los residuos de mineria auriferavpnientes de la mina La Maruja. Adicionalmente se
analizéla efectividad de los criterios de escalado potencia gdadrde volumen y velocidad én

punta del impulsor y evalude manera preliminal desempefio de ymocesade biooxidacion de

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

En términos generales, esta investigagénconsidera el primer ssyo y punto de partida para
préximos trabajos sobre el escalddsta un nivetle planta pilotpde procesos de biooxidacion de

residuos minerog procesos biohidrometallrgicoen minerales colombianos.

5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Mineral

Con el finde evaluar la eficiencia de un proceso de biooxidacién de residuos mineros en dos
escalas de proceso (laboratorio y pilos®,empledun residuo de mineria aurifera suministrado

por la minaLa Maruja, localizada en el municipio de Marmato (Caldagidmiistrada poila

empresa Mineros Nacionales S.A. En este residuo se encontraron elementos como Fe (24.99%), S
(28.70%), Si (14.25%), Al4.32) y Ca (1.00%)Los andlisis mineraldgicos indicaron altas
concentraciones de pirita 84.14%) y cuarzo (~25.10%)aja presencia de esfalerita, pirrotita,
calcopirita, galena y arsenopirita, algunos aluminosilicatos como clinocloro y moscovita, y las
plagioclasas albita y anortita, y el carbonato calcita. Para el tamafio de particula se determiné un
Deo igual a 6(um (pasante malla 200). Todos los detalles de la caracterizacién mineraldgica del

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

Para este escaladse seleccioné como agente biolégico la cepa comer@dithiobacillus

ferrooxidans ATCC 23270 suministrada por el Laboratorio de Biomineralogia vy
Biohidrometalurgia de la Universidad Nacional de Colombia Sede Medgelimeviamente

adaptada al mineral (capitulo 3).

5.2.3 Biorreactores y escalado

Para compar la eficiencia de la biooxidacion de colas de mineria en diferentes escalas, se
seleccionaron dos tipos de biorreactores, matraces y/o erlenmeyers de 500ml (150ml volumen
efectivo) en la fase inicial de laboratorio, reactores de tanque agitado (SdfResighgts) de 5y

50L volumen efectivqpara una segunda fase a nivel de laboratgrion biorreactor de tanque
agitado de 4000L volumen efectivo para la escala piloto. Se eligié la configuracion de tanque
agitado, por la disponibilidad que habia dev€st por las multiples ventajas que ofrece para un
proceso de biooxidacion, entre ellafitener un buen grado de mezcla entre las tres fases del
sistema (liquida, solida y gaseosa), mejorar las velocidades de transferencia de, masa, (@

calor, y un mayor contralobre los procesos (Sehal, 2012).

La escala de laboratorio que implic6 el uso de matraces, peatddmasieterminar el desarrollo

celular en funcién del ambiente de cultivo y obtener de las primeras cinéticas de pmoeso

punto de referencia para las posteriores escatagsta escatambiénse realizé la adaptacion del
microorganismo al mineral, con el fin degar cierta estabilidad y eficiencia en su actividad
biooxidante(capitulo 2) Con el cambio de escala tast reactor de 5 L, se determiné la velocidad

de agitacibn mas adecuada para alcanzar altas tasas de biooxidacion y reducir el gasto en potencia;
y se encontré que solo seria necesario controlar el pH si este sobrepasa el intervalo aceptado para
A. ferroxidans,el cual estéstablecido entre 1.2 y 2.84ttagliaet al., 1994; Dewet al, 1997;

Valdéset al, 2008; Rivadenira, 20)1Capitulo 3) el nivel de agitacion obtenido en 5 L fue
utilizado como punto de partida para establecer las velocidades de agitacion en las siguiente escala.
En el proceso a 50 L se evalué la eficiencia de la biooxidacion usando dos criterios tradicionales de
escaladp potencia por unidad de volumen (Ecuacién 5.1) y velocidad en la punta del impulsor
(Ecuacion 5.2), estos fueron seleccionados con base en la necesidad del proceso de biooxidacion
de mantener un nivel adecuado de mezcla y reducir el estrés hidrodinaimiedas bacterias.

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

mejores resultados en 50L.
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En las ecuaciones 5.1 y 5.2; dbrresponde a la velocidad de agitacion del reactor de menor
tamafio, D corresponde aliametro del impulsor del reactor de menor tamaficedNa velocidad
de agitacion para el proceso a una escala superioy ¢l Bidmetro del impulsor del reactor de

mayor tamanio.

Para el escalado también se aprovechd la construccion previa de los reactores manteniendo las
similitudes geométricas que se presentan en la d&idit. Todos los reactores estaban
acondicionados con cuatro bafles ubicados cada 90° y con impulsores de seis palas inclinadas 45°.
El tipo de impulsor empleado se caracteriza por proporcionar un flujo axial mas uniforme, mejorar
la mezcla y reducir lagiencia requerida para una velocidad de flujo dada (Mc Cabe, 2807).
suministro del aire en cada tanque se realizé a través de difusores localizados debajo de los
impulsores, los cuales fueron elaborados con membranas de goma sintética que peraitieron |
formacion de burbujas uniformes y evitaron considerablemente la acumulaciéon de mineral en el

sistema de aireacion.

Baffles B=0.1T

4

m W=D/3
C=T13 -

A — J D/T=0.42

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

Todos los montajes experimentafasron operados en el modo discontinuo con el fin de obtener
las cinéticas de proceso en todas las escalas y mantener un mejor control denas $R0ssI,

1990). Para todo®s volumenes se seleccion6 el medio de cultivo T&K modificado, constituido
por 0.4 g/L de(SO)NH4, K:HPO, y MgSQO,.7H,O (Tuovinen y Kelly, 1972). Como fuente de
energia se us6 0.3g/L dailfato ferroso EeSQ.7H,0) y 10% (p/v) de mineral (residuos de La
Maruja). El pH del medio y de las solucionesgidfato ferrosdfue ajustado con 0, (98%)

hasta 16+0.1. Para los ensayos en erlenmeyers y reactores de 5L tanto el medio como el mineral
fueron esterilizados a 120°% 15 PSI por 20 min, la solucién dalfato ferroscse esterilizé por
filtraci-n con membrana de nitrocelulosa de O0.45
ningiin componente deladio y se empled agua corriemtebido al volumen requerido de esto

Como indculo, a cada reactor se le adicioné 10% (v/v) de una solucién con cer€aélalag§/ml.

Todos los ensayos fueron incubados y monitoreados durante Iatiiendana temperatura
cercana a los 30°C. En los reactores de 5L y 50L se apust@dcidad de suministro de aire en
0.5vvm. La agitacién a escala de erlenmeyers se mantuvo en 180 r.p.m y la de los reactores fue
determinada con base en los resultados del experimento de agitacion realizado en 5L (capitulo 4) y
los criterios de escaladdel agua perdida por evaporacion en cada uno deshsayosfue
compensada de forma periédica. Debido a los resultados previos (capitulos 3 y 4) sobre el
comportamiento de los controles abidticos, para esta parte de la investigacion se decidié no evaluar

blancos.
5.2.5 Montaje de bioensayos escala piloto

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

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

En el mismo tanque se prepararon 2000L de inoculo, para el cual se us6 el medio base T&K
modificado compuesto por.® g/L de (SO))NH,4, K.HPO, y MgSQO,.7H,O (Tuovinen yKelly,

1972) y 1.3g/L de FeSQO'H,0 (sulfato ferrosa)Para este indculo se adiciond un cultivo semilla
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de 150L. Ercuatrodias las bacterias cultivadas en 2000L alcanzaron una concentracion celular de
3.8x10 células/ml, un potencial redox de 584 mVryalto consumo de Fé Luegode completar

el volumen de trabajo hasta 4000L se obtura concentracion celuléinal de 1.9x10 células/m)
cantidadde célulascomunmente usaden el arranquele este tipo de proceso3dnakaet al,

2014)

La biooxidacién del residuoescala pilotdue evaluada por un periodo de 18 dias. Igual que en las
escalas de laboratorio, este montaje se realiz6 en modo discontinuo con el fin deerskabl
cinéticas del proces&l agua perdida por evaporacion ftmmpensada de forma peridéditdo se
realizaron réplicas debido a la complejidad y costos de cada m@htkdieal de este capitulo se

presenta un esquema en trenahsiones de la planta pilofagura 520).

A lo largo de este capitulo se emplearddeanclatura presentada en la Tablh fara referirse a
cada uno de los ensayos de biooxidacion.

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

Volumen

Escala de trabajo Nomenclatura
150ml Matraz-150ml
. 5L STR-5L
Laboratorio
50L STR-50L VPI
50L STR-50L P/V
Piloto 4000L STR-4000L

Nota: STR: Stirred Tank Reacto®/Pl hace referencia al criterio de escalado velocidad en la punta del

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

Todos los ensayos fueron monitoreados mediciones peridédicas (cada 48 h) de parametros
guimicos de gran importancia para este tipo de procesos. Tanto el pH y potencial de éxido
reduccion fueron medidos a través de un potenciémetro Hach HQ 40d meltirp@bs de pH y

Eh con electrolito Ag/AgCILa concentracidon de células en suspension fue determinada mediante
conteo en cdmara de Neubauer acuerdo a Zapata (2008e cuantifico la concentracion de
hierro ferroso (F&) y férrico (Fé®) a través detiempo y consecuentemente el consumo de
sustrato y generacion de producto por el microorganismo. También se midi6 la concentracion de
hierro total (Fe total) y sulfatos ($€) en solucion como principales indicadores del proceso

global de biooxidacion. lsa mediciones anteriores se realizaron en un espectrofotometro
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GENESYS UV 10 usando el método colorimétrico de la-fat@ntrolina de acuerdo a la norma
ASTM 3500Fe B para el hierro y el método turbidimétrico segun la ngk8iaM D516:02 para

los sulfatosLos porcentajes de hierro y sulfatos precipitados fueron determinados al final de cada
bioensayo, para ello se emplearon digestiones &cidas usando soluciones 50 ml de HCI 4.8M y de
500 mg de mineral, calentadas durante 30 minutos a 60 + 0.5°C (Gziré0r1992).

Con las concentraciones de hierro y sulfatos estimadas al inicio y final de cada proceso, y haciendo
uso de los valores de hierro y azufre obtenidos en la caracterizacién inicial (capitulo 2), se
calcularon los porcentajes de hierro y sulfatial disuelto desde el mineral. El calculo de estos
porcentajes se realizd a través de la ecuacion 4.1, donde V es el volumen de tsdbajo, C
concentracion final de hierro o sulfato en solucigria@oncentracion inicial de hierro o sulfatos

en solu@n, F es la fraccion de hierro o azufre total en el mineral, W la masa de mineral en el

medio de cultivo, P el porcentaje de hierro o sulfatos precipitados.
—b ——— pmm O (5.3)

5.2.7 Determinacion de parametros hidrodinamicos y potencia

Se establecieron pardmetros hidrodinamicos como el Numero de Reynolds, encargado de definir el

r ®gi men de flujo dentro del reactor ; l a escal a de
relacionado con la intensidad de las fuerzas cortantes que se dan en el régimen turbulento sobre los
microorganismose | esfuerzo de corte (U0U), definido por Tr
por unidad de area aplicada en forma paralela sobre cada@gatticula biol6gica yalvelocidad

de disipaci-n de energ2a por unidad de masa (U).
en cada uno de los reactores. Las ecuaciones empleadas para la cuantificacién de estos parametros

se presentan en el éapo 4 seccién 4.2.7.

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

establecio a &vés de un picnémetro de 25ml.
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5.2.8 Determinacion de coeficientes de transferencia de masadky

consumo de oxigeno

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

5.2.9 Caracterzacion mineralogica del proceso

Luego de realizar un cuarteo se tomaron muestras representativas del mineral recuperado en cada
ensayo, estas muestras fueron sometidas a analisis de Difraccibn de Rayos X (DRX),
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FHR8&urier Transform Infrared
Spectroscopyjcapitulo 4, seccidén 4.2.9) y Microscopia electrénica de Barrido (SEM: Scanning
Electron Microscopy). Para el andlisis en SEM se empteéquipo marca JEOL JSM 5910 LV,
usando modo BSE (Backscattering Hleat electrones retroproyectadospn detector de estado

soélido tipo EDS, marca OXFORD, para los andlisis microquimicos. Previo a este andlisis las

muestras fueron montadas en secciones pulidas y metalizadas con oro.
5.2.10 Cianuraciéon de muestrabiooxidadas

Este andlisis se realizo con el fin de determinar el aumento en la concentracion de oro de las colas
luego de ser sometidas a los procesos de biooxidacién en las diferentes escalas. Las pruebas
fueron realizadas por el Instituto de Minerales CIMEX adsaitia Universidad Nacional de
Colombiai Sede MedellinCada medicion requirié cerca de 500 gr de muesimaral por lo que

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

Una vez finalizado cada ensayo a nivel de laborategodejé decantar el mineral dentro del
reactor y se retir6 la fase liquida, a esta se le adiciorttastd alcanzar un pH de 7.0, finalmente
fue descartada.|HBnineral fue recuperado, lavado, filtrado y secado para la realizacion de los

diferentes analisis quimicos y mineraldgicos

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

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


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

temperatura ambiente y se almaceno.

5.3Resultados

5.3.1 Estimacién de velocidades de agitacion a nivel de laboratorio

A partir de | os resultados del ensayo fAEfecto de
proceso de biooxidacibn enrecaetd de tanque agitado de 5LO0 (cap?z2t
velocidad de agitacion ideal para lograr una oxidacion eficiente de los residuos de La Maruja,

oscila entre 500 r.p.m y 700 r.p.@on base en lo anterior, el escalado a nivel de laboratatioé pa

con una velocidad de agitacién de 500 r.p.m. Se considerd que esta agitacion, ademas de generar

altos porcentajes de solubilizacién, reduce el consumo de potencia al escalar el proceso desde 5L a

4000L. Las velocidades agitacion en el reactor de ®0teserminaron con las ecuaciones 5.1 y

5.2, asociadas a los criterios de escalado potencia por unidad de volumen y velocidad en la punta

del impulsor constante (Tabla2).

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

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

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

5.3.2 Efecto del escalado a nivel de laboratorisobre las cinéticas de

biooxidacion.

En la Figura 8 se presentan las cinéticas del pH y potencial redox para los ensayos realizados a
nivel de laboratorio. El pH (Figura-ZA) presenté un aumento inicial no muy pronunciado en
cada una de las curvas, alcanzando valores maximos cercanppa@s®&flormente cae de manera
continua hasta pH inferiores a 1.45. En el ensayo-SJIRVPI se obtuvieron los valores mas
bajos de pH, 1.25, seguido por SBBL P/V (1.33) y STKL (1.35); en el ensayo Matrd50ml

el pH minimo fue de 1.41.
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Hasta el sext dia de proceso, el potencial de Oxidduccion (Figura 2B) presenté una
tendencia creciente en los ensayos SUR VPI, STR50L P/Vy STR5L, logrando potenciales
méaximos de 582.05 mV, 571.80 mV y 562.78 mV, respectivamente. Una vez alcanzadm el pun
mas alto la tendencia cay6 paulatinamente hasta el Ultimo dia. En el ensayclg@ingzel

mayor potencial fue observado al cuarto dia (546.90 mV), a partir del cual comenzé el descenso.

STR-50L VPI fue el ensay con los mejores potencialels masbajos se presentaron en Matraz
150ml.
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Figura 5-2: pH y potencial de Oxidoeduccion en los ensayos de biooxidacion a escala de
laboratorio. (A) pH vs tiempo. (B) Potencial redox vs tiempo.

La Figura 53 corresponde al logaritmo de la concentragétular evaluada en los diferentes
ensayos. Estas cinéticas se caracterizaron por la aparicion inmediata de la fase exponencial. En los
ensayos STRL, STR50L VPl y STR50 P/V la etapa de crecimiento se extendié hasta el cuarto

dia, momento en el cual Melocidad se tornd casi constante. La fase exponencial del ensayo
Matraz150ml presentd una duracion de seis dias, staote la velocidad caenzo6 a desacelerar

desde el dia cuatro. En general los ensayos realizados en reactores de tanque agitadm alcanzar

concentraciones celulares del orden de 9.1, en el ensayo en erlenmeyer este orden ascendi6é a 9.2.
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Figura 5-3: Logaritmo de la concentracién celular vs tiempo pamaayos de biooxidacién a
escala de laboratorio

En las cinéticas del Fey Fe' (Figura 54 y Tabla 53) fue posible observar el efectol @ambio

de escala y condiciones de operagiéabre el consumo de sustrato y generacion de producto en
los cuatroensayos a nivel de laborataribe manera consistente los ensayos realizados en el
reactor de 50L generaron las cantidades més altas'jeé6887.50 mg/L (28.91 mg/L.h) en STR

50L VPl y 6312.71 mg/L (26.30 mg/L.h) en SHRL P/V, mientras en los ensayos con menor
volumen se alcanzaron camdraciones maximas de 4983 .mg/L en Matrazl50ml y 5142.08

mg/L en STR5L. Todas las curvas presentaron comportamientos crecientes desde el inicio del

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

Respecto a la variacion del‘Eeen todos ensayog ®bservé una disminucion significativa entre
los dias cero y cuatro. Del dia cuatro al seis, el comportamiento parecio estabilizarse, y desde el dia
seis en adelante se aprecié un incremento, especialmente en el ensayd Bfattazionde la

concentracioriinal del ion ferroso (409.58 mg/L) supero a la inicial (223.44 mg/L).
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Figura 5-4: Concentracion dé&e? y Fe vs tiempo para ensayos de biooxidacion a escala de

laboratorio

Tabla 5-3: Velocidades d@roduccion y concentraciones totales generddasdaproducb en

los ensayos de biooxidaci@mivel de laboratorio

Velocidad de generacién Concentracion total en solucién
(mg/L.h) (mg/L)
Ensayo
Fe" Fe total S0, Fe" Fe total S0,2

Matraz150ml 20.70 20.97 79.57 4967.08 5033.23 19097.56

STR5L 21.43 20.93 79.51 5142.08 5024.17 19082.32
STR50L VPI 28.91 28.18 105.01 6937.50 6762.50 25203.25
STR-50L P/V 26.30 26.07 93.54 6312.71 6255.83 22449.19

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

exhibieron tendencias lineales (Arroyave, 2008).

La Figura 55 muestra el comportamiento del Fe total y sulfaten los montajes a nivel de
laboratorio Los datos encontrados pagsatos dos productggabla 53) presentaron tendencias
similares a las del F& donde los ensayos ST®L VPl y STR50L P/V alcanzaron las rgares
produccioneskn las velocidades de generacion de Fe tetahiprecia ademas que la generacion de

hierrofue 1.29 veces mayor en los ensageSO0L.
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Figura 5-5: Concentracién d&etotal y sulfato (S@?) para ensayos de biooxidacion a escala de
laboratorio. (A) Concentracion de Fe total disuelto vs tiempo. (B) Concentracion de sulfato

disuelto vs tiempo.

Tal como se apreci6 con el B¢ el Fe total, las concentraciones de;$én todos los cultivos
comenzaron a aumentar desde el primer hagiitiglo dia, no obstante en el ensayo SHBL
P/V las cinéticas comenzara decaer desde el dia ocho.

5.3.3 Estimacioén de la velocidad de agitacion a escala piloto

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

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

Partiendo entonces daa velocidad de agitacion de@®4p.m, en un reactor cuyo diametro de
impulsor es 17.2 cm, y conociendo que el reactor de 4008k ti@ impulsor de 71.4 cm de

diametro, la velocidad de agitacion a escala piloto fue establecida en 60 r.p.m.
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5.3.4 Efecto del escalado hasta un nivel de planta piloto sobre las

cinéticas de biooxidacion.

La Figura 56 muestra simultineamente el compwmitmto del pH, potencial redox y el
crecimiento celular durante el proceso de biooxidacién en planta piloto. El pH (Figdtp 5

como sucedid a nivel de laboratorio, presenté un incremento inicial seguido de un decrecimiento
hasta el final del proceso. Ndstante el aumento en este ensayo fue mas pronunciado y duradero,
alcanzando un valor maximo de 2.23 en el cuarto dia; al décimo dia, tiempo en que se evaluaron
los ensayos en laboratorio, el pH oscilaba alrededor de 1.6, y al final del proceso (dils) 18

alcanz6 a disminuir hasta 1.32.
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Figura 5-6: pH, potencial de 6xidoeduccion y logaritmo de la concentracion celular para ensayo
a escala piloto. (A0 pH vs tiempo.z Potencial redox vs tiempo. (B) Logaritmo de la

concentracion celular vs tiempo.

La cinética de potencial redox (Figure6B), a diferencia de las obtenidas a escalas menores,
presentd una caida considerable durante los dos primeros dias de montajdplogr&h por

debajo de los 450 mV. Luego de la caida sobrevino un crecimiento exponencial con una duracion
de seis dias en los cuales el potencial alcanz6 valores cercanos a 557 mV. Posteriormente se

observo una fase estacionaria de ocho dias y una oailzano tan marcada en las ultimas 48 h.

En la curva de concentracion celular (FiguwBBj, se observé una tendencia inusual para este tipo

de cinéticas. En primer lugar se aprecié una fase de latencia de dos dias, seguida de la fase
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exponencial con wnduracion de aproximadamente seis dias, y un valor maximo del orden de 8.8,
en el octavo dia. Finalmente la concentracién bacteriana decayé de maneradgsdeal dia
diezhasta el tltimo dia del proceso, alcanzado un valor Yeél@las/ml Este corportamiento no

se presentd en ninguno de los&yos a escala de laboratorio.

A nivel de planta piloto las concentraciones deRe Fe™ (Figura 57) iniciaron con
comportamientos inversos a lo visto en los ensayos en laboratorio’?EnHegar de disinuir,
incremento de forma sustancial en las primeras 48 horas del ensayo, alcanzando un valor maximo
de 1061.25 mg/L. En el mismo transcurso de tiempo €ldeeredujo 217.5 mg/L. A partir del
segund dia, las tendencias de lasvas fueron similareslas descritas para los ensayos de menor
volumen (150ml, 5L y 50L), una disminucién del*¥seguida de un ligero aumento y un
crecimiento exponencial del BeDespués de 18 dias de proceso se obtuvo una concentracion de
hierro férrico de 6175.97 mg/L, m@na a la alcanzada en diez dias por el ensayeb8IR/V. La
velocidad de generacion de ‘F@ escala piloto se estimé en 25.73 mg/L.h respecto a 28.91
mg/L.h, 26.30 mg/L.h y 21.43 mg/L.h de los ensayos en laboratorie58LR/Pl, STR50L P/V

y STR5L.
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Figura 5-7: Concentracion d&e™y Fe™ vs tiempo para ensayos de biooxidacion a escala piloto.
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Contrario a lo ocurrido con el Fe en las cinéticas dEe total y S@? (Figura 58) no se
presentaron caidas iniciales en las concentraciones. El comportamiento de Fe total (Figura 8A) fue

creciente desde el primer dia de proceso, aunque un poco lento durante los primeros dos dias. Por



Fe total en solucién (mg/L)

Capitulo 5 121

otro lado, el S present6 una de fase de latencia, y aunque la concentracion de este ion no
disminuy6, tampoco aument6 de forma apreciable. Hasta el décimo dia se estimaron
concentraciones de Fe total y SOen solucién de4350,69 mg/L y 17471,54 mg/L
respectivamente, alrfal del ensayo estas fueron de 6184.03 mg/L y 23333.33 mg/L, similares a las
de los ensayos en 50L. Las velocidades globales de generacién de Fe total y sulfato a escala piloto,
se determinaron en 18.65 mg/L.h y 79.98 mg/L.h durante los primeros digzafia& mg/L.h y

92.22 mg/L.h para los 18 dias del ensayo.
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Figura 5-8: Concentracion déetotal y sulfato (S@°) para ensayos de biooxidacion a escala
piloto. (A) Concentracion de Fe total disuelto vs tiempo. (B) ConcentrdeiGulfato disuelto vs

tiempo.

Debido a que no fue posible su control, la temperatelransayo a escala piloto vaddrante todo

el procesdqFigura 59). La curvaobtenida para este parametmgstré un comportamiento similar

al de la concentracion eghr, a excepcion de la aunsencia de una fase lag. Basicamente la
temperatura crecioé de forma exponencial desde el dia cero hasta el cuarto, donde alcanzé un valor

maximo de 30°C, los valores mas bajos (alrededor de 25°C) se presentaron los diasy0184, 16
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Figura 5-9: Temperatura vs tiempo para el ensayo de biooxidacion a escala piloto.

Por otro lado, gartir de la ecuacion 5.8e determinarofos porcentajesotales de Fe y sulfato
disuelto durante los ensayos de biooxidacion es las diésrescalas (Figura -80); ests
porcentajes, incluyen el hierro y sulfato en solucién y precipitdfiola Tabla 54 se presentan
por separado los porcentajes de hierro en solucién y precipiyadalfatos en solucion y
precipitadospbservandosgque la mgor cantidad de hierro y sulfatos precipitados se presenta en
el ensayo STRIO0OL dia 18, y la mayor cantidad de hierro y sulfatos disueltos eci@olen el
ensayo STFS0L VIP.

Tabla 5 4: Porcentajes de Fe y S9en solucion y precipitadan todas lagscalas de proceso

Tratamiento Fe en solucion Fe precipitado SO?, en solucién SO?, precipitado

(%) (%) (%) (%)

Matraz150ml 20.14 1.97 21.95 3.42
STRS5L 20.10 2.30 21.93 3.33
STR50L VPI 27.06 2.14 28.97 3.18
STR50L P/V 25.03 2.53 25.80 4.12
STR4000L 10 dias 17.41 2.45 20.08 3.43

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

en diferentes escalas de proceso.

El propdsito de la Figura-50 es comparar las diferencias presentadas entre los porcentajes totales
de Fey S@? obtenidos en las diferentes escalas evaluadas. Consecuente con lo descrito en las
cinéticas, en este diagrama se observa la similitud entpotosntajes de Fe y $&disueltos en

los ensayos Matrak50ml (22.1% y 25.4%) y STBL (22.4% y 25.3%). En el proceso a escala

piloto evaluado durante diez dias, los porcentajes de estos productos (19.9% y 23.5%) se acercaron
a los de los ensayos en wolénes bajos (150ml y 5L). Los mayores porcentajes fueron
encontrados en el ensayo SBAIL VPI (29.2% y 32.2%), seguido por SHRL P/V (27.6% vy

29.9%). El ensayo a nivel de planta piloto alcanz6 después de 18 dias de proceso, porcentajes de
Fey SQ?(275% y 31.3%) similares a los logrados en 50L.

5.3.5 Paraméros hidrodinamicos y potencia

La Tabla 55 presenta los parametros hidrodinamicos determinados para cada uno de los ensayos
de biooxidacion en las distintas escakdsgual que en los ensaypsesentados en el capitulo 4, la
viscosidad corresponde a una viscosidad aparente debido a que la suspension es un fluido
Bingham.En general no se observé un efecto claro de los cambios de escala sobre la densidad y
viscosidad, sin embargo el nimero dgft#ds (Re) aumentd de forma sustancial desde el ensayo

en 5L hasta el de 4000L, con una diferencia de un orden de madgrotms los valores de Re

estuvieron por encima de 10000 indicando que el régimen de flujo eprcadao fue turbulento.
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Tabla 5-5: Pardmetros hidrodinamicos y consumo de potencia

Densidad  Viscosidad

Ensayo 4 . Re 0 > 6] Potencia
a 2
(Kg/m?) (Pa.s) (W/kg) (em (Nm9) (W)
STR5L 1058.363 2.81E03 20088 6.04 41.96 4.24 3.27
STR50L VPI 1069.175 2.68E03 46129 3.01 47.80 2.94 15.84
STR50L P/V 1067.689 2.62E03 60918 6.50 38.80 4.26 34.08

STR-4000L 1061.600 2.64E03 205158 0.83 65.55 1.53 321.10

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

correspondiente a impulsores de palas planas inclinadas 45° (Mce€ab2p07).

Usando como referencia los pardmetros estimados para el ensaygl S§dRaprecié que en los
ensayos escalados a través del criterio velocidad en la punta del impiReBQISVPI y STR

4000), los valores de esfuerzo cortante (U) y vel
increment - el tamaffo de | os eddys (o). Escal ando
(STR50L P/ V), U y U upr essiemitlaarroens , v ay ioerementosdeni nuy - y

forma notoria.

Por otro lado, el consumo de potencia en el reactor de 50L varié significativamente dependiendo
del criterio de escalado. Manteniendo la velocidad en la punta del impulsor este fue d¥,165.84
escalando con potencia por unidad de volumen se duplicé (34.08 W). Como era de esperarse el

ensayo gue presentd el mayor consumo de potencia fud@IR (321.10 W).

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

En lasFiguras 511 y 512 se presentan el perfil de concentracién de oxigeno disuelto (OD), la
evolucion en la velocidad de consumo de oxigeno y la variaciéon en el OD determinados para los
ensayos STHOL VIP y STR4000L. Seaclara sin embargagyue los perfilegle OD, las cinéticas

de consumo dexigenoy OD en los demas ensaypsesentaron comportamientos muy similares.

Las Figuras5-11A y 5-12A representan el comportamiento tipico para la concentracion de
oxigeno disuelto medida por el método dinamico (Garcia y Gomez, 2009). A partir de las curvas,
determinadas cada 48 horas en todos los ensayos, se calcularon los coeficientes de teadsferenci
masa Y la cinética de consumo de oxigeno por las bacterias aciddfilas. Al comparar los perfiles
inherentes a los ensayos SH8. VIP y STR4000L, se aprecié una marcada diferencia en el

tramo bc, el cual es empleado para la cuantificacion del ceefieide transferencia de masa. En
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la Figura5-12A este trayecto es menos pronunciado y tiene una duracion dos veces mayor que el

de la Figura5-11A, es decir, que en el ensayo a escala piloto al sistema le tomo mas tiempo

alcanzar de nuevo la concentracitnsaturacion.
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Figura 5-11: Concentracion y consumo de oxigeno durante el ensayeb8BIRPI. (A) Perfil de

concentracion de OD para determinacion de por el método dinamico, décimo dia de proceso.
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Figura 5-12: Concentracion y consumo de oxigeno durante el ensayo a escala piloto. (A) Perfil de
concentracion de OD para determinacion de por el método dindmico, décimo dia de proceso.
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Las curvascorrespondientes abnsumo de oxigeno y la variaciéon en el &Del tiempgFiguras

5-11B y 512B), mostraron un comportamiento inverso para las escalas de proces®5WRI y
STR4000L, es decira medida que aumenté consumo de dsminuyd la concentracion de OD.

En el ensayo STHROL VPI, y en general en los ensayos realizados a edealaboratorio, el

maximo consumo de oxigeno se presentd el segundo dia de cada montaje, a escala piloto este
consumo maximo solo se dio hasta el diatra En todos los ensayos los consumos minimos se
presentaron el primer §itimo dia de proceso. Sids al inicio las concentraciones de OD fueron

altas entodoslos ensayos, a medida que trascurre el tiempo esta concentracién disminuye
considerablemente en el ensayo a escala piloto y se mantiene apreciablemente mas baja entre los
dias 4 y 10.

En la Talla 56 se resumen los coeficientes de transferencia de masa, consumo méaximo de oxigeno
y concentracion minima de OD, estimados para todas las edtlataeficiente de transferencia

mas bajo se presenté en el ensayo-8T60L (0.35mift), siendo cuatro \@s mas pequefio que el
segundo mas bajo, 1.41 iien STR50L VPI. El ka més alto, 2.03 mih se alcanzé en el ensayo
STR50L P/V. En contraste con lo anterior los consumos de oxigeno mas altos ocurrieron en los
ensayos de STROL VIP y STR4000L, con elocidades de 1.96 mg/L.min y 1.31 mg/L.min. La
concentracion mas baja de OD (1.26 mg/L) se presentd a escala piloto duaraaacadia de

proceso.

Tabla 5-6: Coeficiente de transferencia de masa)kconcentracion minima de OD y consumo

maximo deoxigeno en los ensayos de biooxidacion a diferentes

L Consumo
Concentracion L.
kLa . maximo de
Ensayo C 4 minima de OD .
(min™) (mg/L) oxigeno
9 (mg/L.min)
STR5L 1.99 5.79 1.14
STR50L VPI 1.41 5.02 1.96
STR50L PV 2.03 6.00 1.03
STR4000L 0.35 1.26 1.31

5.3.7 Caracterizacion mineralogica del proceso de biooxidaciéon

A continuacion se presentan los resultados inherentes a la mineralogia de los residuos biooxidados
en las diferentes escalas. Para iniciar, en la Figifage aprecian ladifractogramas asociados al
ensayo STRIOOOL. De dicho ensayo se analizaron por DRX muestras correspondientes a los dias

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

biooxidadas a nivel de laboratorio los resultados fueron similares.
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Figura 5-13: Difractogramas para el ensayo de biooxidacion a escala piloto. Nomenclatura de
fases minerales: albita (Ab), anortita (An), arsenopirita (Apy), calcita (cal), calcopirita (Ccp),
clinocloro (Clc), cuarzo (Qtz), brushita (Bsh), esfalerita (Sp), feldesgap),( galena (Gn),
jarosita (Ja), moscovita (Ms), pirita (Py).

Ademas de la aparicion de nuevos picos, se obsena disminucién en intensidatk picos
importantes asociados a la pirita (33°) y un aumento en el pico mas representativo del cuarzo (26°).
En la Figuras-14 se aprecia ademas, que el decrecimiento en los picos de pirita, particularmente el
ubicado en 33°, varia dependiendo del ensayo, donde la caida mas drastica se observa en el ensayo
STR50L VPI (Figurab5-14C), y los decrecimientos menos quaciados en los ensayos Matraz

150ml (Figura 14A) y STROOOL dia 10 (Figur&-14E).
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Figura 5-14: Difractogramas para los ensayos realizados en diferentes escalas de proceso.

(A) Matraz-150ml. (B) STR5L. (C) STR50L VPI. (D) STR50L P/V.(E) STR4000L dia 10. (F)
STR4000L dia 18. Brushita (Bsh), Jarosita (Ja), pirita (Py), quarzo (Qtz)
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En la Figura 514 se observa también la aparicion de un pico, aproximadamente en la posicion
11.7°, asociado al mineral brushita, esta fase solo senpéesn los ensayos teados a nivel de

laboratorio.

Consecuente con lo observado en la Figuda la cuantificacion de las fas€Bablas 57 y 5-8)

indic6 que la menor cantidad de pirita se presentd en el ensayebBTVWRPI, con una
disminucion del4.8% respecto a la muestra sin tratar, y la mayor concentracion se encontré en el
ensayo STRIOOOL dia 10. El ensayo con la mas alta concentracion de jarosita fué0BUR dia

18, la més baja fue hallada en SFEO0L dia 10. A medida que disminuy0 la tidad de pirita se
concentré la ganga, que incluye los minerales cuarzo, moscolttagloro, feldespato, albita,
anortitay calcita Las cantidades de brushita y otros sulfuros (esfalerita, arsenopirita, galena y

calcopirita) presentaron comportamientagy variables respecto al tipo de ensayo.

Tabla 5-7: Proporciones relativas daineralesy fases formadagdeterminadas a partir de DRX

Muestra Ganga . .Sulfuros (%) Pre(.:ipitados (%).
(%) Pirita Otros Jarosita Brushita

Sin tratar 64.14 34.14 1.81 0.00 0.00
Matraz150ml 66.13 24.45 041 5.91 3.08
STR5L 63.32 24.66 0.83 6.37 4.58
STR50L VPI 66.63 18.97 2.01 6.32 6.07
STR50L P/V 66.33 20.66 1.65 6.37 5.15
STR4000L dia 10 68.60 25.30 1.90 4.10 0.00
STR4000L dia 18 68.71 21.90 1.60 7.70 0.00

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

Otros sulfuros (%)

Muestra Arsenopirita  Calcopirita  Esfalerita  Galena
Sin tratar 0.29 0.43 1.01 0.08
Matraz150ml 0.07 0.22 0.11 0.00
STR5L 0.00 0.66 0.06 0.11
STR-50L VPI 0.21 1.76 0.03 0.01
STR50L P/V 0.33 1.00 0.23 0.10
STR4000L dia 1C 0.60 1.00 0.20 0.10
STR4000L dia 1€ 0.58 0.71 0.30 0.10

Los analisis por FTIR arrojaron los espectnqo® se presentan en las Figuraks5y 516. En la
Figura 515, correspondiente a los espectros del ensayo a escala piloto, se observa que a medida

que transcurre el tiempo, comienza a aparecer dos pequefias bandas en™yBI8énent, e
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incrementa laritensidad, aunque no de forma significativa, de la banda en 628eshas tres

bandas corresponden a vibraciones y estiramientos de los grupos funcionales asociados a la
jarosita. Las demas bandas caracteristicas de éste espectro estan asociadasneosoavia y

pirita, minerales encontrados previamente mediante DRX en la caracterizacion mineraldgica inicial

del residuo (capitulo 2).

La Figura 516 presenta de forma simultdnea los espectros de FTIR para las muestras de mineral
procedentes de lasstintas escalas de proceso (laboratorio y piloto). Realmente no se apreciaron
diferencias significativas. En general la intensidad y cantidad de bandas fue muy similar para todas

las muestras.

Figura 5-15: Espectros de FTIR para el ensayo de biooxidacion realizado a escalaGilatno

(Qt2), jarosita (ja), moscovita (Ms), pirita (Py).































































