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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DEL EFECTO DE LA BIOOXIDACION COMO
PRETRATAMIENTO A LA CIANURACION DE UN MINERAL REFRACTARIO
DEL DISTRITO MINERO VETAS CALIFORNIA SANTANDER?

AUTOR: JIMY ALEXANDER GAMBOA RUEDA?

PALABRAS CLAVE: Biooxidacion, Mineral aurifero refractario de bajo grado,
Consorcios bacterias acidofila-mesofilas

La disminucién significativa de los depésitos auriferos de alto grado ha generado la necesidad
de explorar nuevos procesos hidrometallrgicas en procura de maximizar el recobro de oro. En
este trabajo se estudi6 el uso de la biooxidacién como pretratamiento a la cianuracién para un
mineral aurifero refractario de bajo grado (1.50 g t-1 de oro) proveniente del distrito minero de
Vetas-California a partir del que se obtuvo una disolucién de oro inicial del 75%. El caracter
refractario del mineral seleccionado puede atribuirse a la presencia de pirita, como se determin6
mediante DRX, SEM-EDS, FTIR vy lixiviacién diagnéstica, asi como por la posible presencia de
particulas submicroscépicas de oro.

Las bacterias A. ferrooxidans DSMZ 14882, A. thiooxidans DSMZ 504 y L. ferrooxidans DSMZ
2705, fueron adaptadas al mineral como fuente de energia y se usaron para estudiar el efecto
del pH inicial y de todas las posibles combinaciones bacterianas en la biooxidacion. Las tres
bacterias en consorcio mostraron los mejores resultados biooxidativos, representados en altos
valores de porcentajes de disolucién de hierro (> 80%), velocidad especifica de crecimiento
(0,2 h-1) y productividad volumétrica de hierro y sulfato (1,4 y 9,5 (g L-1 h-1)*10%?,
respectivamente). El efecto del tamafio de particula y la concentracion de mineral para el
consorcio seleccionado permitié identificar mejores resultados a tamafios de particula menores
y concentraciones de mineral més baja, sin embargo los comportamientos obtenidos a d80 < 74
pmy 150 g L-1 no mostraron inhibicion en el proceso, de hecho altos valores de productividades
volumétricas de hierro y sulfato se alcanzaron. Finalmente, una prueba en bioreactor de 5 L se
desarroll6 usando una muestra d80 < 75 ym y 150 g L-1 de concentracién. El producto
biooxidado de 12 dias en el bioreactor permitié un recobro superior de oro por cianuracion (93%).

1Tesis de Maestria en Ingenieria Quimica

2Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica, Maestria en Ingenieria
Quimica. Directora: Viviana Sanchez Torres, Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE: EVALUATION OF THE APPLICATION OF BIOOXIDATION AS A
CYANIDATION PRETREATMENT FOR A REFRACTORY MINERAL FROM
VETAS-CALIFORNIA MINING DISTRICT?

AUTHOR: JIMY ALEXANDER GAMBOA RUEDA?

KEYWORDS: Biooxidation, low-grade refractory gold ore, acidophilic-mesophilic
bacteria consortia

The significant decrease of high-grade gold deposits has promoted the need to explore new
hydrometallurgical processes to maximize the recovery of gold. In this work we studied the use
of the biooxidation as a cyanidation pretreatment for a refractory low-grade gold ore (75% initial
gold dissolution and 1.50 g t-1) from Vetas-California mining district. The refractoriness character
of the selected ore can be attributed to the presence of pyrite and possibly submicroscopic gold
particles, as was shown by X-Ray Diffraction, SEM-XEDS, FTIR and diagnostic leaching.

Mesophilic bacteria A. ferrooxidans DSMZ 14882, A. thiooxidans DSMZ 504 and
L. ferrooxidans DSMZ 2705 were adapted to use the mineral as energy, they were used to study
the effect of the initial pH and all possible combinations between the three strains on the
biooxidation afterwards. The consortium formed by the three strains showed the best biooxidative
results, represented in high values in iron dissolution (> 80%), maximum specific growth rate
(= 0,2 h-1) and iron and sulphate volumetric productivity (1,4 and 9,5 (g L-1 h-1)*102). The effect
of particle size and mineral concentration for the consortium selected allowed to identify that better
results were obtained at smaller particle size and lower mineral concentrations, however the
patterns obtained at d80 < 74 um and 150 g L-1 did not represent process inhibition, in fact high
sulfate and iron volumetric productivities values were reached. Finally, a 5 L bioreactor test was
performed using a D80-200 Ty sample (< 75 ym) and a 150 g L-1 mineral concentration. The
biooxidized product of 12 days in the bioreactor allowed a higher gold recovery by cyanidation
(93%).

1 Thesis

2 Physical-chemistry Engineering Faculty. Chemical Engineering Department, Chemical
Engineering Master Program. Advisor: Viviana Sanchez Torres, Ph.D.
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INTRODUCCION

El oro es un metal noble con multiples aplicaciones en campos diversos como la
joyeria, la odontologia, la electronica, la economia (método de inversion), entre
otros [1]. Considerando esta diversificacion en el mercado, la demanda del oro
ha aumentado en los ultimos 10 afios con una demanda de 4220 t/afio para el
2014 [2]. Sin embargo, la continua explotacidon de este recurso no renovable ha
generado una marcada disminucion de la cantidad y calidad de los depdésitos
auriferos disponibles, limitando la capacidad de la industria minera extractiva
para suplir la demanda.

Este panorama representa importantes retos para la industria minera, como lo
es la implementacion de procesos para la extraccién de oro a partir de minerales
que no son econOmicamente rentables bajo los métodos tradicionales de
operacion. Este es el caso de los minerales refractarios de bajo grado, en los
cuales la presencia de fases minerales sulfuradas, telUricas o carbonaceas
dispuestas en matrices o encapsulamientos alrededor del oro impiden que el
agente lixiviante, usado bajo condiciones normales de operacién, tenga una

superficie de contacto suficiente para realizar una extraccion efectiva [3,4].

Ante esta problematica de recobro en la mineria de oro, se han desarrollado
diferentes tecnologias de pretratamiento al mineral refractario, cuya finalidad es
la oxidacion y disolucién de la matriz refractaria para permitir que el oro esté
expuesto al posterior ataque de un agente lixiviante como el cianuro.
Industrialmente se han aplicado la tostacion, la cianuracién intensiva, la
oxidacion a presion y la biooxidacién para tratar minerales auriferos refractarios
(sulfurados), destacandose la biooxidacién por su eficiencia, bajo costo y minimo
impacto ambiental al ser un proceso en el que las matrices sulfuradas son
oxidadas por la accion de procesos metabdlicos naturales de bacterias

quimiolitrotréficas [4, 5, 6].

En Colombia, la regién Santandereana se ha distinguido por ser una zona
tradicionalmente minera con diversos e importante depositos auriferos [7],

caracterizados por tener un amplio rango de tenores de oro y refractariedad
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asociada esencialmente a la presencia de particulas submicroscopicas de oro
diseminadas en matrices de minerales sulfurados (principalmente pirita) [8-14].
El potencial reflejado en las reservas existentes, contrasta con los procesos de
extraccion empleados actualmente, en los cuales no se consideran factores
fisicoquimicos y mineraldgicos como el grado de refractariedad del material
procesado, lo que provoca que la tecnologia aplicada para la extraccién de dicho
metal no sea la mas conveniente desde un punto de vista econdmico y operativo,
al no garantizar una extraccion eficiente. En otras palabras el proceso de
beneficio actual no garantiza un aprovechamiento eficiente de la totalidad de
recursos al ser efectivo Unicamente cuando el mineral procesado no tiene

naturaleza refractaria.

Se han realizado algunos estudios a escala laboratorio para el pretratamiento de
minerales del distrito minero Vetas-California [10-14]. Sin embargo, ningun
estudio esta relacionado con una aplicacion biohidrometalirgica como la
biooxidacion. Este proceso bioquimico es una de las opciones mas empleadas
para tratar minerales refractarios de diferentes tenores a nivel mundial [15,16].
Para implementar esta tecnologia en una nueva matriz mineral se debe partir de
estudios a escala laboratorio que demuestran la factibilidad de su aplicacion. En
este trabajo se busco evaluar el efecto del tipo de bacteria, pH inicial, tamafio de
particula y concentracion de mineral en la biooxidacion de un mineral aurifero
refractario del distrito minero Vetas-California, Santander y determinar el efecto
de la biooxidacion como pretratamiento a la cianuracion en la recuperacion de
oro, usando ademas la oxidacion quimica con peroxido de hidrégeno con fines

comparativos.
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1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1 MINERALES AUROARGENTIFEROS

El oro ademas de presentarse como oro libre (nativo) puede formar aleaciones
con la plata (electrum) y compuestos como teluros, antimonuros y selenuros, asi
como hacer parte de soluciones solidas cuando presentan tamafios de particula
submicroscoépicos “oro invisible”. En la naturaleza el oro y la plata se encuentra
en depositos en formaciones continuas de mineralizaciones en forma de vetas
extendidas en diferentes direcciones; o en disposiciones diseminadas en las que

microvenillas impregnan la roca huésped en ranuras irregulares [17].

Los depdsitos pueden clasificarse de una manera general como minerales
sulfurados o minerales oxidados. Ademas de oro nativo los minerales sulfurados
(pirita, arsenopirita, galena, esfalerita, calcopirita) presentan también sulfosales
y cuarzo, mientras que los minerales oxidados contienen principalmente cuarzo,
limonita, calcita, minerales arcillosos y 6xidos de hierro en asociaciéon al oro [17,
18].

En Colombia, el distrito minero colombiano de Vetas-California, Santander es
considerado por su potencial uno de los yacimientos de minerales
auroargentiferos mas importante en Latinoamérica [7, 19]. Sin embargo, el
rango de concentraciones de oro que se presenta es amplio y la presencia de
refractariedad se ha reportado por asociacion del oro con fases sulfuradas
(principalmente pirita), asi como por su diseminacion dentro de la matriz mineral
como particulas submicroscépicas [20, 8, 9]. También se han confirmado
pérdidas de metales preciosos en las corrientes de descarte de los procesos

extractivos actuales, que pueden deberse a la refractariedad del mineral.

1.2 PROCESO EXTRACTIVO DE ORO

La mineria puede desarrollarse superficialmente mediante técnicas de
explotacion a tajo abierto y mineria aluvial, asi como mediante explotaciones
subterraneas cuando los valores minerales de interés no son de facil acceso y

ademas representan un alto potencial econdmico.
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Los procesos metallrgicos extractivos son necesarios dada la imposibilidad de
obtener un producto de valor agregado a partir de los yacimientos minerales sin
ningun tipo de procesamiento. De manera general todo proceso extractivo se
basa en la reduccion de tamario, la separacion y el manejo de sélidos como las

operaciones principales [21].

En el caso de la mineria extractiva de oro, tanto para las explotaciones
superficiales como para las subterraneas, el minado (perforacién, minado y
limpieza) y el ajuste del tamafio de particula (trituracion y molienda) constituyen
la primera etapa del proceso. La separacion como segunda etapa es la parte
central del proceso global ya que de su correcta seleccion y operacion depende
el éxito de la extraccion del metal precioso. Esta ultima a su vez puede
presentarse como una combinacion entre una concentracion inicial que permite
obtener el metal valioso de mas facil extraccion a partir de un proceso fisico
(mesa Wilfley, cribado, equipo jig, etc.) y operaciones unitarias fisicoquimicas
gue permiten maximizar la extraccion (concentracion por flotacién, lixiviacion por
percolacion, lixiviacion por agitacion, etc.). Finalmente, para la tercera etapa,
correspondiente al manejo de sélidos, se desarrollan funciones como el
transporte del mineral dentro del circuito de extraccion y su disposicion después
del procesamiento [21].

1.2.1 Concentracion. La concentracion permite la separacion de los minerales
de interés de los minerales ganga aprovechando diferencias de propiedades
como susceptibilidad magnética, conductividad eléctrica, densidad, entre otras.
Multiples opciones se han utilizado en la industria minera aurifera, sin embargo
la concentracion de tipo gravimétrico se destaca por ser un proceso mecanico
gue permite separaciones eficientes sin la adicion de ningun tipo de reactivo

quimico.

La concentracion gravimétrica se basa en la diferencia de densidades existente
entre los minerales que hacen parte de la matriz de los depdésitos a explotar;
equipos como el hidrociclén, equipos jig, espirales Humphrey, mesas de

sacudimiento entre otros generan la separacion del oro en las corrientes mas
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pesadas mediante diferentes principios de funcionamiento, aprovechando la
accion de la gravedad.

La mesa Wilfley hace parte de las mesas de sacudimiento y basa su
funcionamiento en la generacion de una distribucion diferencial de los minerales
en toda la longitud del equipo a partir de una leve inclinacién y la aplicacion de
un flujo laminar, generando tres tipos de corrientes, concentrados, medios y
relaves o colas. Las variables operacionales mas importantes son angulo de
inclinacién, granulometria, longitud, frecuencia de golpes, flujo de agua y

porcentaje de solidos en la pulpa de entrada [21].

En ocasiones los concentradores netamente gravitacionales no generan el
gradiente de separacion requerido cuando se tienen tamafos de particula muy
finos o el oro esta diseminado como particulas submicroscépicas, siendo
necesaria la aplicacion de fuerzas adicionales de tipo centrifugo. El concentrador
Knelson es un equipo centrifugo consistente en un cono truncado, perforado que
rota a altas frecuencias, generando fuerzas centrifugas que permiten la
separacion de las particulas de mineral mas pesada que quedan en los rifles
internos del cono, mientras que las particulas mas livianas superan el cono y son
expulsadas. Las variables operacionales mas importantes de este tipo de
concentrador son el flujo, la granulometria y el porcentaje de solidos en la pulpa
[22].

Usualmente se aplica la concentracion gravimétrica en combinacion con
operaciones unitarias fisicoquimicas complementarias seleccionadas en funcién
de la mineralogia propia del depdésito. La amalgamacion y la lixiviacion han sido
las operaciones unitarias normalmente utilizadas, sin embargo la primera se
considera como obsoleta por factores técnicos y ambientales, lo que ha
conllevado el uso preponderante de la lixiviacién [17]. Aungue se han realizado
multiples esfuerzos en sustituir el cianuro como agente lixiviante principal, este
ha sido y sigue siendo un reactivo con ventajas asociadas a la alta eficiencia que
puede generar en la disolucibn de oro y el bajo costo que presenta en

comparacion a otros agentes lixiviantes [17].
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1.2.2 Cianuracion. La cianuracion consiste en la disolucion de oro y plata por
la accion de soluciones alcalinas de cianuro de sodio, de magnesio o de potasio,

siguiendo la estequiometria planteada en la ecuacion de Elsner (ecuacion 1).
4Au + 8NaCN + 0, + 2H,0 — 4NaAu(CN), + 4NaOH (1)

La cianuracion se basa en la formacion de complejos estables de aurocianuro
mediante enlaces de coordinacion entre el ion cianuro CN- (ligante) y el oro en
su estado de oxidacion Au*! (auroso). Este acomplejamiento se destaca por
tener una constante de equilibrio muy superior a la generada por otros tipos de
ligantes del oro y la plata (del orden de 10%8), lo cual resulta en la obtencién de
altos porcentajes de lixiviacion a partir de un bajo consumo de reactivo, razon

por la que industrialmente es ampliamente utilizado.

El rango de operacion al cual se da una cianuracion efectiva esté definido por un
intervalo restringido de pH con valores superiores a 9,34 como parametro de
seguridad (industrialmente se prefiere usar un valor de 10), en procura de
prevenir la formacion del &cido cianhidrico (HCN) (Figura 1), un liquido téxico

con alta presion de vapor, indeseado en el proceso [23].

Figura 1. Disociacién HCN, CN- en funcion del pH a 26°C.
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Fuente: [23].

25



El mecanismo de cianuracién puede describirse como un proceso electroquimico
que requiere de la oxidacion del oro y la reduccién correspondiente del oxigeno.
El proceso global inicia con la disolucidon del oxigeno en el seno de la solucion
cianurada, luego se da el transporte del oxigeno y cianuro hacia la interfase
liquido-sdlido donde se da la adsorcién en la matriz mineral y las reacciones
electroquimicas que permiten la formacioén de complejos estables. Finalmente se
da la desorcion del complejo de aurocianuro formado y su transporte al seno de

la solucion [23].

1.3 MINERALES REFRACTARIOS A LA CIANURACION

La presencia de minerales auroargentiferos refractarios hace que se obtengan
bajos porcentajes de disolucion de oro y plata por medio de procesos
tradicionales de cianuracion, siendo menores de 80% en todos los casos [3, 24,
25]. Larefractariedad es la condicion propia de minerales no oxidados o
parcialmente oxidados que afecta la efectividad de la cianuraciéon a partir del
consumo competitivo de cianuro y/o oxigeno y la formacién de encapsulamientos
o capas superficiales que inhiben el mecanismo electroquimico de la lixiviacion
[23]. La refractariedad a la cianuracion puede clasificarse en términos del grado
de pérdida de eficiencia que genera en la recuperacion de oro [26], asi como en
funcién de las causas fisicas o quimicas que la puedan generar como se describe

en la Figura 2.

La refractariedad fisica causada por minerales sulfurados es coman y representa
una problemética cuyo tratamiento en los procesos metallrgicos extractivos
puede representar multiples ventajas. En depdsitos donde hay este tipo de
refractariedad se identifica la presencia de particulas submicroscépicas de oro y
plata diseminadas o atrapadas como microinclusiones en matrices de minerales
sulfurados que generan encapsulamientos inertes a la accion del agente
lixiviante, impidiendo una disolucién eficiente incluso después de una molienda
exhaustiva [28, 24].
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Figura 2. Clasificacion de minerales auriferos segun la refractariedad.
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Los minerales sulfurados metélicos mas comunes se resumen en la Tabla 1,
entre ellos existen diferencias asociadas a la dificultad intrinseca que tiene cada
sulfuro a la oxidacién, caracteristica que es funcion principalmente de tres
propiedades tipicas de los minerales sulfurados: el potencial de electrodo, la
capacidad para formar celdas de corrosion y la generaciéon de pares galvanicos
[29].
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Tabla 1. Potenciales de electrodo para diferentes sulfuros metalicos

Sulfuro Formula Potencial de electrodo a

Metalico quimica  Gircuito abierto vs. SHE*
(mV)

Galena PbS 300

Calcocita Cu2S 350

Esfalerita Zn,FeS 350

Calcopirita  CuFeS:> 400

Bismutina BiSs3 400
Estaiita Cu2FeSnSs 450
Pirrotita FeS 450

Tetrahedrita CusSbS3 450
Arsenopirita FeAsS 500
Pentlandita  (Fe, Ni)S 550

Pirita FeS2 550-600

* Electrodo estandar de hidrgeno

El potencial de electrodo de un sulfuro hace referencia al potencial alcanzado en
equilibrio por un electrodo compuesto de este mineral. Es una magnitud
directamente proporcional al trabajo necesario para generar la salida de
electrones desde la red cristalina del mineral, por tanto es una medida de la
susceptibilidad a la oxidacién; a menor valor del potencial de electrodo mayor
tendencia a actuar como anodo, permitiendo la oxidacion de la estructura mineral
[30]. Es asi que al poner en contacto el mineral con una solucion que tenga un
potencial de 6xido-reduccion mayor al potencial de electrodo del sulfuro metélico

por la presencia de un oxidante catidnico, se da la formacion de una celda de
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corrosion. A su vez cuando se tienen mezclas de dos o mas minerales, la
formacién de pares galvanicos es posible dada la diferencia de potenciales de
electrodo, asi los minerales con menor potencial de electrodo seran oxidados a
expensas de la reduccion de oxigeno, mientras que los minerales sulfurados de
mayor potencial permaneceran inertes. En resumen, usando el potencial de
electrodo los sulfuros se pueden clasificar en funcion de su susceptibilidad a la
oxidacion, destacando la pirita por ser uno de los sulfuros mas estables al
requerir de los potenciales oxido reduccion mas altos en solucion para ser
oxidada (Tabla 1).

La pirita es un mineral normalmente asociado al oro y la plata, estructuralmente
esta formado por enlaces fuertes entre el cation de hierro Fe y dos aniones de
sulfuro S lo que en su estructura genera altas fuerzas de atraccién y remarcable
resistencia a la oxidacién. Aunque estequiométricamente se tiene que la pirita
responde a la formula FeSz, la presencia de diferencias en la proporcion Fe/S es
bastante comun, generando multiples variaciones de la pirita practicamente
propias a cada depdsito a explotar [30]. Una de las diferencias principales que
puede generar las variaciones en la composicion del hierro y el azufre en la pirita
es el tipo de conductividad del mineral, cuando se presenta exceso del metal se
da un defecto de donador (semiconductor tipo-n), mientras que el exceso del
azufre genera un defecto de aceptor (semiconductor tipo-p) algo que en dltimas
afecta la susceptibilidad a la oxidacion de la siguiente manera: los
semiconductores tipo-n presentan el nivel de Fermi cerca o dentro de la zona de
conduccién, mientras que en los semiconductores tipo-p el nivel de Fermi esta
ubicada en la banda de valencia lo cual aumenta el trabajo requerido para liberar
los electrones al tener que superar adicionalmente el ancho de la zona prohibida
[30].

1.4 METODOS DE PRETRATAMIENTO A LA CIANURACION

Los pretratamientos que se han desarrollado para procesar minerales
sulfurados, buscan disolver los encapsulamientos presentes alrededor del metal

precioso para su exposicion a una posterior lixiviacion. La tostacion, la molienda
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de alta energia, la oxidacion a presion, la oxidacion quimica y la biooxidacién se
destacan como pretratamientos que bajo ciertas condiciones pueden ser

rentables y por tanto desarrollarse a escala industrial.

La tostacion (roasting) es un proceso pirometallrgico en el cual los minerales
sulfurados y algunas veces carbonaceos son oxidados y convertidos en SOz y
CO2 a partir de tratamientos térmicos a temperaturas que oscilan entre los 500°C
y 900°C usando hornos rotatorios o hornos de flujo circulante principalmente.
Es un proceso eficiente que requiere de cortos tiempos de operacion lo que
permiti6 que fuera implementado como Unica alternativa en los minerales
primarios de oro antes de 1970. Sin embargo, los altos costos econémicos y
ambientales asociados al proceso han generado que sea una tecnologia cada
vez mas en desuso por el complejo proceso requerido para cumplir los
estandares ambientales en cuanto a generacion de efluentes contaminantes [31,
32,25].

En la molienda de alta energia se generan fuerzas de impacto muy superiores a
la de la molienda tradicional. Esta es una opcion positiva en cuanto a que no hay
ningun tipo de reacciéon quimica y por tanto no existen problematicas asociadas
a la disposicion o manejo de efluentes. Sin embargo, es una opcion
energéticamente costosa y su operacion a escalas industriales es practicamente
inviable, considerando que los tamafios de particula a los que se debe llegar son

inclusive nanomeétricos [32].

La oxidacion a presion se realiza en autoclaves en condiciones de alta
temperatura y presion que permiten una alta eficiencia en el rompimiento de las
oclusiones de sulfuro formando soluciones con alto contenido de sulfatos y acido
sulfurico. Este proceso se ha implementado durante mas de 20 afos y tiene
diferentes variaciones como el proceso Sherrit-Gordon que requiere
temperaturas entre 170°C y 190°C y presiones cercanas a los 2000 kPa [33]; en
el proceso ARSENO se usa nitratos como catalizadores disminuyendo en cierta
medida las extremas condiciones de operacién a 100°C y 700 kPa, el uso de
soluciones alcalinas también se ha reportado como catalizador de las reacciones

de oxidacion [31]. Aunque el proceso en general permite alcanzar altos
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porcentajes de recuperacion, tiene limitantes operacionales relacionadas con los
cumplimientos de reglamentacién ambiental en efluentes, asi como la dificultad
gue representa procesar depdésitos con altos contenidos de plata, puesto que en
las condiciones generadas se da la formacion de sulfatos de plata como la
argentojarosita que puede ser resistente a la cianuracion, generando de nuevo

problemas de refractariedad [32].

La oxidacién quimica permite la disolucion de los sulfuros, formando sulfato y
azufre elemental principalmente a partir de reacciones quimicas reportadas con
el uso de diferentes agentes oxidantes, tanto en medio basico como en medio
acido. Algunos de los reactivos quimicos oxidantes usados son permanganato,
cloro, iones férricos, acido peroximonosulflrico, acido nitrico, peroxido de

hidrogeno, ozono e hidréxido de sodio.

El peréxido de hidrégeno se destaca por ser un reactivo econOmico con una
cinética de oxidacion rapida y un alto potencial de 6xido-reduccion (inclusive
superior al del O2; 1,8 V y 1.2 V respectivamente). Ademéas de ser usado
efectivamente en la oxidacion quimica como pretratamiento de minerales
sulfurados refractarios, se usa en el tratamiento de aguas residuales industriales,
neutralizacion de colas procesadas y en la oxidacién dentro de procesos de

cianuracion intensiva [34].

La biooxidacion es un proceso bioquimico gobernado por la accion enzimatica
de bacterias quimiolitotrofas que tienen la capacidad de oxidar y disolver las
matrices sulfuradas, usando los minerales como fuente de energia. El proceso
se destaca por tener ventajas econdmicas y ambientales relacionadas con la
simplicidad de los equipos requeridos, asi como con las condiciones no extremas
a las que se opera (normalmente temperatura y presion ambiente), obteniendo

porcentajes de recuperacion de oro incluso superiores al 95% [35,31].

1.5 ESTUDIOS Y MEJORAS DEL PROCESO EXTRACTIVO EN EL
DISTRITO MINERO VETAS-CALIFORNIA
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En el distrito minero de Vetas-California, Santander la mineria de oro se ha
implementado desde épocas coloniales, no obstante, el largo periodo durante el
gue se ha desarrollado esta actividad econdmica no ha ido a la par de un avance
tecnoldgico coherente en los procesos usados. En la Figura 3 se presenta el
proceso extractivo utilizado actualmente. La intervencion de la mineria en el
distrito por parte del proyecto del Rio Surata (1998-2005) permitié el incremento
de los porcentajes promedio de extraccion de oro desde 45% hasta 76% a partir
de la sustitucion de procesos de amalgamacion con mercurio y cianuracion por
percolacién por métodos eficientes de cianuracion en tanques de agitacion [36];
sin embargo, las limitaciones técnicas y el hecho de que la presencia de
minerales refractarios a la cianuracion no es tenida en cuenta como factor
decisivo en la seleccién de las operaciones unitarias empleadas (Figura 3),

indican la existencia de un amplio margen de mejora.

Para el caso del mineral auroargentifero del distrito minero Vetas-California se
han estudiado diferentes opciones relacionadas con el tratamiento de la
refractariedad [10-14], la interferencia del i6n sulfuro en el comportamiento
electroquimico de la disolucion de oro y plata con cianuro fue evaluada,
demostrando que bajo condiciones convencionales de cianuracion (1000 ppm
[CN7, 5.2 ppm [O2]) la corriente de oxidacion de oro y por tanto su disolucion se
ve afectada negativamente por el efecto pasivante de los sulfuros disueltos
provenientes de la matriz refractaria. Es asi que en este estudio se propuso el
uso tanto de catalizadores, como de una cianuracion intensiva (25000 ppm [CN-
], 241 ppm [Oz2]), encontrando que el efecto del catalizador usado
(LeachWell 60X®) puede neutralizar el efecto pasivante del i6n sulfuro bajo

condiciones de cianuracion intensiva [11].
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Figura 3. Diagrama de flujo de la planta de beneficio de la empresa Reina
de Oro Ltda.
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El efecto del uso de un agente lixiviante diferente al cianuro se estudio
empleando el tiosulfato de sodio, obteniendo una mejora el comportamiento de
la lixiviacion en minerales tanto oxidados como refractarios [13], sin embargo,

dado el alto consumo y costo del agente lixiviante, se puede inferir que esta es
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una opcion inviable desde el punto de vista econémico. Otra opcién explorada
para procesar el mineral refractario de la region es la molienda de alta energia,
con la que se obtuvieron cambios en la morfologia del mineral y la liberacion de
parte del oro atrapado, generando asi porcentajes de extraccion de hasta el 69%
del oro total, respecto al 40% alcanzado sin ningun tipo de pretratamiento [10].
Sin embargo, los altos costos energéticos y las limitaciones en el tamafio del
equipo para un posterior escalamiento hacen de esta una alternativa poco

atractiva.

Por otra parte con miras de usar una modificacion de la tostacién convencional,
capaz de disminuir las cargas contaminantes generadas, relacionadas
principalmente con el dioxido de azufre gaseoso, un arreglo de tostacion
clorurante permitio el aumento del porcentaje de disolucion de oro de hasta 50%,
llegando a valores de extraccion del 65%, con una disminuciébn no muy

importante en el dioxido de azufre generado [14].

1.6 BIOOXIDACION

Aunque la refractariedad es una problemética que ha sido estudiada a escala
laboratorio para los minerales del distrito minero California-Vetas mediante la
aplicacion de diferentes metodologias de pretratamiento a la cianuracion, no se
han realizado estudios en los que la biooxidacibn sea aplicada. Una
investigacién pionera en este campo especifico para el mineral de la region
Vetas-California puede aportar la informacién y procedimientos necesarios para
garantizar la adaptacion de microorganismos quimiolitrotréficos y el desarrollo de

su actividad biooxidativa en el sustrato mineral especifico.

El éxito en la aplicacion de un consorcio bacteriano a una mena determinada, no
garantiza que el consorcio podra efectuar la biooxidacion eficazmente en un
mineral diferente, dadas las diferencias en composicion quimica y mineraldgica
gue pueden existir. Esto se puede reflejar al comparar dos estudios en los que
para un mismo tipo de consorcio, se usaron minerales de calcopirita con diferente
composicion quimica en cada caso, obteniendo maximos de biooxidacion

diferentes en cada caso (40% y 54% respectivamente) [37,29]. Asi mismo, las
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condiciones Optimas de cultivo no fueron las mismas en ambos casos; caso 1
(pH 2.1, 41 dias), caso 2 (pH 3.75, 10 dias), comprobandose que la interaccién
microorganismos-mineral obedece a mecanismos bioquimicos complejos que
evidencian la necesidad de realizar estudios de viabilidad particulares al caso de
estudio, con miras de verificar la adaptacion de las cepas bacterianas al nuevo
mineral o fuente de energia, asi como las condiciones mas adecuadas para la
biooxidacion [38,39].

1.6.1 Mecanismo de la biooxidacion. Dada la diversidad de minerales
sulfurosos, la oxidaciéon puede darse por dos mecanismos quimicos diferentes
[40]; por una parte minerales como: pirita, molibdenita y tungstenita,
caracterizados por no ser solubles en acidos, gobiernan su proceso oxidativo por
el mecanismo del tiosulfato, denominado asi por ser este el principal intermedio
de la reaccion (S203%(aq)); por otra parte minerales como: calcopirita, covelita,
calcocita, entre otros, caracterizados por ser parcialmente solubles en acidos no
oxidantes, gobiernan su proceso oxidativo por la ruta de los polisulfuros, llamada
asi porque esta especie es el principal intermediario de la reaccién Sn?(aq)
(Tabla 2) [41].

Desde un punto de vista fisico, los microorganismos pueden ejercer su funcion
oxidativa utilizando un mecanismo de contacto o un mecanismo de no contacto
en el cual las cepas estan distribuidas en el medio y generan la oxidacion con un

grado de efectividad un poco menor [42].

Tabla 2. Mecanismos de la biooxidacién

Ruta del tiosulfato Ruta de los polisulfuros

MS + Fe® + H* — M?2* +0,5H2Sn + Fe?*

n =2

FeS:2 + 6Fed* + 3H20 — S203% + 7Fe?* + 6H*

4Fe?t + Oz + 4H" — 4Fe3* + 2H20
0,5H2Sn + Fe3* — 0,125Ss + Fe2* + H*

S2032% + 8Fe3t + 5H20 — 2S04% + 8Fe?* + 10H*
0,125Sg+ 1,502 + H2O — SO42- + 2H*

Fuente: [40].
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1.6.2 Bacterias empleadas en la biooxidacién. Los principales
microorganismos empleados para la biooxidacion son las bacterias mesofilas,
destacandose las especies Acidithobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus
thiooxidans y Lepthospirillum ferrooxidans que se usan por ser cepas
ampliamente estudiadas que tienen la capacidad de oxidar compuestos tanto de
azufre como de hierro en el mineral, demostrar efectividad con multiples tipos de
matrices minerales y por ser las bacterias con el rango de temperatura 6ptimo
de crecimiento mas bajo, lo cual puede favorecer su operacion en climas frios
[43, 44, 45, 46, 37].

1.6.2.1 Acidithiobacillus ferrooxidans. Bacterias Gram negativas, bacilares
no esporuladas que deben su movilidad a un unico flagelo polar, fue la primera
especie bacteriana descubierta con la capacidad de oxidar minerales [47].

Al ser un microorganismo mesoéfilo opera dentro del rango de temperatura de
20°C - 35 °C, sin embargo, es de destacar que A. ferrooxidans puede oxidar la
pirita a temperaturas tan bajas como 10 °C [48], haciéndola una cepa versétil
para trabajar en zonas de clima frio, en las cuales un aumento de temperatura a

escala industrial representa un mayor consumo energeético.

Su pH optimo esta en el rango 1,8 - 2,0, aunque es posible adaptarla a un pH
fuera de su rango 6ptimo [49]. En comparacibn con muchas bacterias de
biomineria tiene la capacidad de crecer mas rapido, siendo notablemente

tolerante a una amplia gama de iones metélicos solubles [50].

Nutricionalmente se considera quimiolitétrofa obligada, por lo que asimila el
carbono en forma de diéxido de carbono a través del ciclo de Calvin-Benson, y
utiliza como donador de electrones el hierro ferroso, asi como una gran variedad
de compuestos de azufre inorganicos reducidos [39]. En cuanto al requerimiento
de oxigeno, se considera una cepa preferentemente aerdbica que en casos

excepcionales puede adaptarse a condiciones anaerobicas, utilizando el hierro
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férrico como aceptor de electrones, siempre que no tenga un compuesto de

azufre inorganico reducido como donante de electrones [51].

No obstante sus requisitos nutricionales son muy modestos, por ejemplo la
aireacion de una muestra de pirita de hierro en agua acidificada es suficiente

para apoyar el crecimiento a expensas de la pirita [37].

1.6.2.2 Acidithiobacillus thiooxidans. Es una especie bacilar mévil por medio
de un flagelo polar, quimiolitétrofa y autotrofa obligada, estrictamente aerobia,
morfolégica y nutricionalmente es muy parecida a A. ferrooxidans, excepto que
Acidithiobacillus thiooxidans no es capaz de oxidar el hierro ferroso y por lo tanto
se limita a la utilizacién de compuestos de azufre reducidos como fuente de
energia [37], aunque en consorcio puede darse su crecimiento en minerales
como la pirita. Es una cepa de vital importancia en los procesos de biolixiviacion
de compuestos sulfurosos procedentes de minas, pues su capacidad de oxidar
el azufre elemental y generar acido sulfurico como producto permite que en el
medio se garanticen las condiciones acidofilas de crecimiento. Ademas
A. thiooxidans es capaz de producir y tolerar mayores concentraciones de acido
sulfdrico, siendo capaz de crecer en ambientes con alta acidez. Sus limites de
pH para su crecimiento son 0,5 a 5,5, con un pH éptimo en el rango de 2,0 a 3,0
[43]. Su temperatura 6ptima e encuentra entre 28°C y 30°C, sin embargo puede

desarrollarse en un rango de temperatura entre 10°C y 37°C.

1.6.2.3 Leptospirillum ferrooxidans. Especie quimiolitétrofa, Gram negativa,
aerobia y altamente tolerante a ambientes acidos. Esta bacteria es capaz de
utilizar al hierro ferroso (Fe*?) exclusivamente como donante de electrones,
capacidad que no es inhibida por el hierro férrico (Fe*3) [37]. Crece a temperatura
Optima en el intervalo de 32 a 35 °C y a un pH 6ptimo entre 1,5y 3,0, con el limite
del rango de pH 1,3 a 4,0 [43].

Partiendo de su selectividad hacia el ion ferroso, para los procesos de
biooxidacion se suele emplear en consorcio, combinandose con una bacteria

azufre — oxidante. Un ejemplo de ello es la planta BIOX®, en la cual se utiliza un
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cultivo mixto de Acidithiobacillus y Leptospirillum para oxidar concentrados

refractarios de oro [35].

En resumen Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans vy
Leptospirilum ferrooxidans son las especies bacterianas mas usadas en
estudios relacionados con técnicas de biooxidacion y biolixiviacion [15]. En la
Tabla 3 se presenta un resumen de diversos estudios desarrollados en el campo
de la biooxidacion, siendo sobresaliente el uso de las bacterias mesdfilas

mencionadas.

Las tres cepas usadas como consorcio generan comportamientos biooxidativos
efectivos, evidenciados y reportados en disoluciones de oro inclusive cercanas
al 100 % [55, 56, 5, 43], sin embargo, también se han reportado aplicaciones
biohidrometaurgicas donde se prefiere usar cepas individuales o combinaciones
entre dos de las tres bacterias [52, 53, 44, 46, 57]. Es por tanto necesario
identificar cual combinacién es la que representa los mejores resultados en la
biooxidacion de un mineral determinado. Por ejemplo, el uso de A. thiooxidans
no siempre genera una mejora en los resultados, de hecho los bajos niveles de
pH que genera en el medio pueden llegar a inhibir el proceso o simplemente no
mejorarlo [58, 59].
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Tabla 3. Estudios de biooxidacion usando cepas A. ferrooxidans, L. ferrooxidans y A. thiooxidans

: ., Principales :
ggé?:r'i';iclon fases tg;gg%r?e Resultados principales Cita
mineralégicas
, - — - T
A. ferrooxidans Pirita y cuarzo ¢ La mayor ve!omda.d, de dls_olumon de hierro fue 0_,087 gL?h
) e La tasa de disoluciéon de hierro aumenta proporcionalmente con
Cultivo batch |5 concentraciones de oxigeno disuelto [52]
reactor 1,5L 4 En promedio las densidades celulares alcanzadas fueron
1,6*108Células mL1
A. ferrooxidans Pirita y cuarzo Cultivo batch e La disolucién de hierro y la densidad celular disminuyeron con 53]
reactor 1,5 L valores mas altos de intensidad de agitacién t
¢ La mayor velocidad de disolucion de hierro fue 0,1 g L'th?
Consorcio compatible  Mineral arcilloso Cultivo batch e El porcentaje de disolucién de arsénico maximo fue 95% [44]
con A. ferrooxidans con piritta y reactor 1,0L e El porcentaje de disolucion de oro sin pretratamiento fue 40% y
arsenopirita con biooxidacion como pretratamiento fue 76%
Consorcio Galena, esfalerita, Cultivo batch e A, ferrooxidans fue la cepa dominante [54]
A. ferrooxidans, pirita, erlenmeyer 1« El porcentaje de disolucion de oro sin pretratamiento fue 56% y
A. thioodidans arsenopirita, L para la plata 18%
L. ferrooxidans calcopirita « El porcentaje de disolucién de oro después de la biooxidacion fue
97% y 50% para la plata
i Ay * 4 -1
A. ferrooxidans y Arsenopirita y Cultivo batch ~ * ta d:an5|da(1jd (zje_lul;ar r_rjax(;mar\]_fue 4.2 10,8 ?e'”O'I‘T"S mL | [46]
L. ferrooxidans pirita erlenmeyer * Las tasas de disolucion de hierro y arsénico disminuyeron con e
05L aumento de la concentracion de mineral
¢ El pH en un rango (1,5 - 2,0) mostrd la mayor tasa de oxidacion
Consorcio mesdfilo, Pirita, calcopiritay batch « El porcentaje de disolucion de cobre fue 54% para el consorcio [55]
terméfilo y calcocita erlenmeyer mesofilo; 64% para el consorcio termofilo y 78% para el
extremo termdfilo 0,1L consorcio termdfilo extremo
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Tabla 3 (continuacién)

. ., Principales .
Comb|.naC|on fases Umda_q de Resultados principales Cita
bacterias ; L reaccion
mineralégicas
Consorcio mesdfilo, Pirita con trazas batch e Para altos porcentajes de sélidos se obtuvieron mejores resultados  [56]
termofilo y de calcopirita 'y erlenmeyer con el consorcio mesofilo y a bajos % con el consorcio terméfilo
extremo termofilo arsenopirita 05Ly . . o . .
¢ Se obtuvieron porcentajes de oxidacion de mineral superiores al
reactor 5 L ; ; ; :
85% asociadas a disoluciones de oro superiores al 90%
Consorcio mesofilo, Pirita y calcopirita  batch e La velocidad de disolucion de hierro y arsénico fue mayor en el [5]
termofilo y erlenmeyer bioreactor respecto a los ensayos en erlenmeyer
extremo termdfilo 05L . . , .
¢ El porcentaje de disolucidén de oro aumento desde 42% sin
yreactor 5 L pretratamiento hasta 97%, 87% y 82% a (5, 10, 20) % m v de
mineral, respectivamente
Consorcio Pirrotita, Bioreactor e oxidacion total de la pirrotita, parcial de la arsenopirita y minima de  [43]
A. ferrooxidans arsenopirita y proceso la pirita
(BioX®) pirita BIOX®
A. ferrooxidans-LR y Calcopirita grado  batch ¢ A. thiooxidans en cultivo puro no oxidé calcopirita, pero [57]
A. thiooxidans de investigacién erlenmeyer externamente oxidd S en la presencia de CuFes?
0,25L . . L
¢ A ferrooxidans oxidé calcopirita
Cepas compatibles pirita, pirrotita, batch e La mejor condicion aument6 el porcentaje de disolucion de oro [58]
conL.yA. galena, esfalerita  erlenmeyer hasta 96,4% y el de zinc hasta 86% en un proceso controlado
ferrooxidans y calcopirita 0,25L difusionalmente por la formacion de capas de jarosita
Cepas Calcopirita, batch e El Eh puede relacionarse con el crecimiento y la actividad [59]
compatiblescon esfalerita y galena erlenmeyer bacteriana
A. ferrooxidans 0,25L

¢ La disminucion gradual de fuente de energia y aumento del mineral
resulté ser un método eficaz de adaptacion

40



1.6.3 Factores que afectan la biooxidacidén. Algunos factores que pueden
afectar el proceso de biooxidacion tanto a escala industrial como de laboratorio
son: el tipo de bacteria, la temperatura, el pH, el potencial redox (Eh), la cantidad
de oxigeno disuelto (DO), los requerimientos nutricionales, asi como las
caracteristicas del disefio del reactor, el tamafio de particula del mineral, la
concentracion de mineral en el medio y su mineralogia [47]. Al garantizar que
estas variables sean fijadas dentro de un rango apropiado para la operacién, asi
como para el crecimiento de los microorganismos, se podra tener un alta
probabilidad del avance de la oxidacion y por ende la posterior mejora en el

porcentaje de extraccidon del mineral valioso.

1.6.3.1 Temperatura. Para el caso de los microorganismos mesofilos la
temperatura optima se encuentra alrededor 30 a 35 °C [39]. La cinética de la
disolucién de los sulfuros, es directamente proporcional a la temperatura [43], lo
cual se evidencio en el estudio del efecto de la temperatura en la disolucién de
cobre con la biooxidacion de calcopirita, puesto que el proceso fue favorecido
cuando en el sistema se alcanzaron los valores de temperatura mas altos (32° C
aproximadamente) [60]. El efecto positivo del aumento de la temperatura en el
proceso esta limitado por la posible inhibicion que pueden generar valores por
encima del rango Optimo de crecimiento de las poblaciones bacterianas,
resultando en un efecto selectivo sobre poblaciones de microorganismos
especificas, asi como cambios en variables criticas del proceso tales como la

cantidad de oxigeno disuelto y la solubilidad del ion férrico en la solucién [4].

1.6.3.2 pH. El pH afecta intensamente al crecimiento microbiano, pues cada
especie tiene un rango definido de pH para su crecimiento y un pH éptimo. En
general las bacterias aciddfilas mesofilas crecen bien en medios acidos
mostrando un crecimiento asociado a la disminucién del pH [61, 62], y su
capacidad de obtener energia a partir de la oxidacién del ién ferroso se ve

inhibida en un importante grado en valores de pH mayores a 3,0.
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También se ha reportado que en pH mayores a 3,5 y con suficiente oxigeno en
solucién, el i6n férroso se oxida espontdneamente y precipita como jarosita u
otros tipos de hidroxido que pueden pasivar el bioproceso parcial o totalmente
[4, 63, 43].

1.6.3.3 Tamafio de particula del mineral y su mineralogia. Las tasas de
lixiviacidbn de sulfuros metalicos presentes en matrices minerales aumentan
conforme el tamafio de particula se reduce, efecto que es favorecido cuando los
valores de pH en solucion representan una mayor acidez [64]. Sin embargo, esta
tendencia no es del todo clara para aplicaciones de biooxidacion y biolixiviacion,
pues se ha reportado que la presencia de menores tamafios de particula puede

acelerar la desactivacion celular [61].

1.6.3.4 Concentracién del mineral en el medio. Mayores concentraciones de
mineral pueden afectar negativamente la actividad bacteriana por cuenta del
mayor esfuerzo de corte que las particulas de mineral generan sobre la pared
celular de las bacterias, las limitaciones difusionales en el mecanismo de
transporte de oxigeno y didxido de carbono hacia la célula y por la presencia de
mayores cantidades de elementos toxicos inhibitorios [61]. Sin embargo, es
posible utilizar altas concentraciones de mineral manteniendo buenos
rendimientos en la biooxidacion si se realiza una adaptacion de las bacterias al

mineral de estudio.

1.6.2.5 Potencial redox (Eh). El Eh de la solucidn lixiviante afecta la cinética de
la biooxidacion, altos valores indican condiciones oxidantes fuertes que estan
asociados con tasas efectivas de disolucion del mineral, generadas
principalmente por la presencia de Fe*3 como agente oxidante [61,62]. El rango
de Eh que se debe generar en el medio de cultivo para generar una oxidacion
efectiva depende del tipo de sulfuro presente en el mineral, siendo la pirita el
sulfuro mas dificil de oxidar y la galena el mas sensible a la oxidacion. Por
ejemplo en la lixiviacion de un mineral con contenido principal de calcopirita se

encontré que altos grados de disolucion se dieron con valores de potencial de

42



oxido reduccién inclusive menores a 450 mV vs. SHE [65, 66], un valor que
hubiese sido insuficiente para oxidar la pirita, al ser el mineral con el valor de

potencial de electrodo mas alto (550 mV- 600 mV,Tabla 1).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del tipo de bacteria, pH inicial, tamafio de particula y
concentracion de mineral en la biooxidacion de un mineral aurifero refractario del
distrito minero Vetas-California, Santander y determinar el efecto de la

biooxidacion como pretratamiento a la cianuracion en la recuperacion de oro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Seleccionary caracterizar quimica y mineralégicamente el mineral aurifero

refractario de estudio

2.2.2 ldentificar la cepa de referencia con el mejor comportamiento en el proceso
de biooxidacién (mejor respuesta a la adicién del mineral como fuente de
energia) para cada una de las especies bacterianas evaluadas: Acidithiobacillus
ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans y Leptospirillum ferrooxidans

2.2.3 Evaluar el efecto del tipo de bacteria, pH inicial, tamafio de particula y la
concentracion de mineral, mediante la cuantificacion de la cantidad de hierro

férrico y sulfato formados y disueltos durante el proceso

2.2.4 Comparar el porcentaje de oro extraido usando la metodologia tradicional

de cianuracion en relacion a la que utiliza la biooxidacidbn como pretratamiento
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3. METODOLOGIA

La metodologia empleada se divide en cuatro etapas principales como se

describe en la Figura 4.

Figura 4. Metodologia empleada durante la investigacion.

s ™

Seleccion y caracterizacion del mineral
de trabajo

4 N

\
Determinacion de las condiciones para
la biooxidacion

Biooxidacion en biorreactor de 5 L

. o . Z N
Comparacion de la disolucién de oro y
plata con los pretratamientos de
biooxidacion y oxidacion quimica antes

L de la cianuracién

3.1 SELECCION Y CARACTERIZACION DEL MINERAL DE ESTUDIO

Las etapas que comprenden esta seccion (Figura 5) permiten la seleccién de un
mineral caracterizado con condicion refractaria, ajustado en tamafio de particula

y homogeneizado para su posterior uso en los ensayos de biooxidacion.
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Figura 5. Seleccién y caracterizacion del mineral.
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3.1.1 Selecciéon del mineral. Dos muestras provenientes de dos minas
diferentes fueron utilizadas. El mineral 1, con un tamafio de particula promedio
dso = 300 um, se obtuvo de la corriente de concentrados de mesa Wilfley dentro
de una corrida de proceso Cleaner en una empresa minera activa, ubicada en
Vetas, Santander [21]. El mineral 2 corresponde a mineral caja, tomado
directamente de una mina en California, Santander con tamafio de particula

inferior a 18” sin ningun tipo de tratamiento previo.

3.1.1.1 Ajuste del tamafio de particula. El mineral 2 fue sometido a trituracion
usando una trituradora de mandibulas BB 200 (Retsch, Alemania) que permitio
alcanzar un tamano de particula promedio de 0,5”. A continuacion cada mineral
se proceso6 en un molino de bolas (Denver, Canada) con 100 bolas de acero de
diferentes tamafios hasta obtener un tamafio de particula d80< 74 um. Con el

objetivo de verificar el tamafio de particula, se realizaron analisis granulométricos
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siguiendo la norma ASTM C-136-06 [67,68]. Para usar muestras representativas
para los posteriores analisis se uso la técnica de cono y cuarteo siguiendo la
norma ASTM C-702 [69].

3.1.1.2 Concentracion del mineral 2. Dado que el mineral 2 no tenia ningun
tipo de tratamiento de beneficio previo, se le realizé un proceso de concentracion
gravimétrica con el fin de incrementar el tenor de oro y plata. Se realizaron
pruebas preliminares tanto en mesa Wilfley tamafio 13 (MSI industries Inc.,
Estados Unidos) como en concentrador centrifugo Knelson KC DM3 (FLSmidth,
Dinamarca) que permitieron seleccionar las condiciones de operacion descritas
en la Tabla 4. Para seleccionar el equipo de concentracion para el mineral 2 se
decidié utilizar como parametros de decision el porcentaje de recuperacion y la

razon de enriquecimiento, descritos en las ecuaciones 2 y 3 respectivamente.

Tabla 4. Condiciones de operacion de la Mesa Wilfley y del concentrador
Knelson

Mesa Wilfley Concentrador Knelson

30° de angulo de inclinacién 600 rpm

20% solidos 20% solidos
90 Lh! agua de lavado 40Lh? flujo de alimentacion
600 rpm

-1
0 .y masAQconcentrado (g) * leyconcentrado (g *ton )
% Recuperacion = 2)

masQgoeal (g) * leyinicial (g * ton_l)

leyconcentrado

Razoén de enrequecimiento =
leyinicial

3)

3.1.1.3 Determinacion del tenor de oro y plata. Para determinar la
concentracion de oro y plata se realizaron ensayos al fuego acoplados a

espectrometria de absorcion atomica en flama usando un espectrometro modelo
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210 VGP (Buck Scientific, Estados Unidos), siguiendo la norma ASTM E 400-71
[70], determinando el valor como el promedio de ensayos realizados por
duplicado.

3.1.1.4 Cianuracion en botella. Este ensayo se realiz6 para determinar el grado
de lixiviabilidad de cada uno de los minerales usando condiciones de operacién
que favorecieran un alto grado de disolucién sin ningun tipo de pretratamiento
[71]. Como unidades de lixiviacidbn se usaron botellas ambar con volumen de
operacionde 1L, 1 gL de NaCN, 500 g de mineral y un tamafio de particula dso
< 74 ym. Este tamafio fue seleccionado para garantizar que los resultados de
disolucion de los metales preciosos no fueran afectados significativamente por
el tamafio promedio del mineral. Empleando un equipo de rodillos se garantizd
la agitacion de las pulpas cianuradas durante 96 h a una velocidad de agitacion
constante de 51 rpm. El oro y plata disueltos se cuantificaron por medio de
espectrometria de absorcion atomica a diferentes tiempos. La concentracion de
cianuro libre se monitoreo por titulaciéon con AgNOs [72], y se realizaron ajustes

con el propdsito de mantener constante la concentracion de NaCN.

Los resultados de la cianuracion en botella se usaron para identificar y
seleccionar como mineral de estudio, la matriz mineral con el mayor grado de
refractariedad, dada la posibilidad de tener un margen de mejora mas amplio en

la lixiviabilidad del oro utilizando la biooxidacion como pretratamiento.

3.1.2 Caracterizacion del mineral seleccionado

3.1.2.1 Técnicas analiticas. La composicién quimica de elementos diferentes
a la plata o el oro fue determinada por medio de espectrometria de fluorescencia
de rayos X (FRX) usando un espectrometro S8 Tiger (Bruker, Estados Unidos).
Para identificar las fases minerales presentes en el mineral seleccionado se
realizaron analisis de difraccion de rayos X en polvo en un equipo Rigaku Miniflex
II, usando un rango de 26 entre 3°- 80°, en una configuracion Bragg-Brentano

modo continuo y con una velocidad de escaneo de 1° min'l. Los difractogramas
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obtenidos fueron analizados usando el algoritmo Search-Match del software
Xpert High Score plus. Con el propésito de corroborar la informacion obtenida
mediante analisis DRX, se desarrollaron analisis de espectroscopia de infrarrojo
con transformada de Fourier (IRFT) en un equipo 8400S (Shimadzu, Japdn)
usando pastillas de KBr (modo transmitancia) en una proporcién 1:100 respecto
al mineral. Finalmente la caracterizacion mineralogica fue complementada por
analisis de microscopia electronica de barrido con sonda de energia dispersiva
de rayos X (SEM-EDS) con un equipo Quanta FEG 650 (FEI, Estados Unidos).
La cantidad de hierro fue cuantificada a partir de disoluciones acidas del mineral
y posterior lectura de absorcion atomica, siguiendo el método de cuantificacién
de hierro total [72].

3.1.2.2 Lixiviacién diagnostica. Teniendo en cuenta las diferentes fases
mineralogicas detectadas mediante la caracterizacion previa (seccion 3.1.2.1) se
propuso una serie de lixiviaciones especificas para disolver secuencial y
puntualmente cada una de las fases identificadas y asi determinar las
asociaciones de oro y plata correspondientes. Las etapas resultantes fueron
cianuracion- oxidacion con &cido sulfdrico, cianuracion- oxidacion con &cido

nitrico, cianuracion y ensayo al fuego final [73].

3.1.2.3 Ajuste del tamafio de particula para la biooxidacién. Teniendo en
cuenta que para los ensayos de biooxidacién posteriores se requiere de dos
tamafios de particula; una fraccion del mineral se sometié a una etapa de
molienda adicional, partiendo del tamafio d80 < 74 pm se monitore6 mediante
andlisis granulométrico que el tamafio de particula alcanzara d80 < 44 ym. Las
dos fracciones obtenidas de mineral se homogeneizaron mediante cono y
cuarteo con el fin de garantizar condiciones representativas para las siguientes

etapas de la investigacion.
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3.2 DETERMINACION DE LAS CONDICIONES PARA LA BIOOXIDACION

Las etapas secuenciales desarrolladas para esta seccidn se presentan en la

Figura 6.

Figura 6. Determinacién de las condiciones para la biooxidacion.
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En todos los experimentos se us6é medio de cultivo T&K [74] (Anexo A),
manteniendo invariable la concentracion de (NH4)2SO4, MgSO4-7H20 y K2HPO4
en 0.4 g L' y modificando la concentracion de la fuente de energia en funcion del
tipo de prueba realizada. El medio de cultivo fue esterilizado utilizando ciclos de
20 minutos en autoclave a 120°C y 20 psi. Los cultivos se realizaron por
duplicado con un inéculo del 10% v v a 30°C y 180 rpm. Las pérdidas de agua
por evaporacion se repusieron a la misma frecuencia que las muestras se
tomaron para los diferentes analisis realizados. Adicionalmente controles

abidticos fueron usados a las mismas condiciones.
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3.2.1 Tamizado de las cepas de trabajo. El tamizado consisti6 en la seleccion
de una cepa bacteriana de cada especie, del cepario de 21 cepas
quimiolitrotréficas de referencia de las especies Acidithiobacillus ferrooxidans,
Leptospirillum ferrooxidans y Acidithiobacillus ferrooxidans propiedad del Grupo
de Mineralogia Aplicada y Bioprocesos, adscrito a la Universidad Nacional de
Colombia, sede Medellin (Tabla 5).

Tabla 5 Listado de las cepas de referencia utilizadas en el tamizado

A. Ferrooxidans L. ferrooxidans A. thiooxidans

ATCC 2880
ATCC 2380
DSMZ 9464
DSMZ 9465

DSMZ 583

DSMZ 2391
DSMZ 2705
DSMZ 1929

DSMZ 1931

ATCC 15494
ATCC 19377
DSMZ 504
DSMZ 9463

DSMZ 11478

DSMZ 584
DSMZ 585
DSMZ 24419
DSMZ 11477
DSMZ 14882
DSMZ 17398

DSMZ 1927

Inicialmente se realiz6 la activacion de las cepas de referencia, realizando
cultivos en 100 mL de medio T&K sin adicion de mineral que permitieran obtener
células viables para los ensayos subsecuentes (107-108 células mL?t). El
tamizado se desarrolld con ensayos biooxidativos para cada una de las cepas
en erlenmeyer de 250 mL con 100mL de volumen de operacion, durante 12 dias,

adicionando mineral en una concentracion de 100 gL' como condicién
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estresante y 10% v vt de inéculo. En el caso de las pruebas con A. ferrooxidans
y L. ferrooxidans se garantizé una concentracién de 33 g L't FeSOa4-7H20, para
los ensayos de las cepas de A. thiooxidans que es una especie con notable y
reportada predileccion por el azufre como fuente de energia [40], se adiciond
azufre elemental en una concentracion 10 g L en lugar del FeSO4-7H20. El pH
inicial en el medio se ajusté a 1,8 y peribdicamente se tomaron alicuotas para

mediciones de pH, Eh y densidad celular.

A partir de la comparacion de los perfiles de biooxidacion (curvas de Eh, pH y
densidad celular vs tiempo) obtenidos para las 21 cepas se seleccion6 una cepa
de trabajo de cada especie, buscando tener las bacterias con la menor inhibicién
y por ende la mejor respuesta a la adicién del mineral de estudio al medio de
cultivo. En general se buscaron valores estables de densidad celular como
indicativo directo de crecimiento microbiano, a la vez que se usaron criterios
especificos para cada especie en funcidn de sus caracteristicas principales. Para
las especies oxidantes del hierro (A. ferrooxidans y L. ferrooxidans) el criterio
principal de seleccion fue el comportamiento en términos de potencial de éxido
reduccién (Eh), buscando los valores mas altos durante los intervalos de tiempo
mas largos [61,62]. Por otra parte para la especie A. thiooxidans se busco
obtener una tendencia decreciente constante de pH con valores estables de Eh

durante el tiempo de cultivo.

3.2.2 Adaptacién. Usando erlenmeyers de 500 mL con 200 mL de volumen de
trabajo, las tres cepas seleccionadas en la etapa de tamizado se adaptaron al
uso del mineral como fuente de energia a partir de cultivos sucesivos de 9 dias.
Las cepas A. ferrooxidans y L. ferrooxidans se cultivaron inicialmente con
20 gL-* mineral y 26,66 g L' FeS0a4-7H20; para el segundo cultivo se adicioné
50 gLt mineral y 16,67 g L' de FeSO4-7H20 y para un Ultimo cultivo se
suministré6 100 g L! mineral, sin adicién de FeSO4-7H20. En el caso de los
cultivos con A. thiooxidans la adicién progresiva de mineral (20, 50, 100) gL se
realizé junto a la adicion constante de azufre elemental a una concentracion de
10 gL1. Cada tres dias se tomaron muestras para monitorear la biooxidacién

mediante mediciones de pH, Eh, hierro total, hierro ferroso y sulfato disueltos.
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3.2.3 Influencia de la combinacion de bacterias y del pH inicial en la
biooxidacion. El efecto de la combinacién entre las diferentes especies
bacterianas y la comprension del rol que desarrolla cada una de éstas en la
biooxidacion del mineral fue estudiado con los experimentos indicados en la
Tabla 6. Los ensayos de biooxidacion se realizaron en erlenmeyer de 500 mL
con 200 mL como volumen de operacién, usando dos pH iniciales para cada
combinacion (1,6 y 2,0). Los cultivos fueron monitoreados durante 21 dias,
tomando muestras cada 3 dias para hacer mediciones de pH, Eh, hierro total,
hierro ferroso y sulfato disueltos. Adicionalmente las muestras biooxidadas
después de 21 dias de proceso fueron sometidas a analisis de DRX (seccién

3.1.2.1), asi mismo andlisis FTIR se realizaron al mineral biooxidado.

Tabla 6 Disefio de experimentos de combinacion de bacterias

Especie de bacteria

Cddigo Acidithiobacillus Acidithiobacillus Leptospirillum
ferrooxidans thiooxidans ferrooxidans
ATCC 14882 (F) DSM 504 (T) DSMZ 2705 (L)

F X

T X

L X

FT X X

FL

TL

FTL X

Se realizé un analisis comparativo de los perfiles de Eh, pH, densidad celular,
concentracion de hierro total, concentracion de hierro ferroso y concentracion de
sulfato. Se estimaron los valores de velocidad especifica de crecimiento maxima
(ecuacion 4) y se realiz6 un analisis estadistico ANOVA usando el software
Statgraphics Centurion (trial version). Las variables de respuesta usadas fueron

el porcentaje de disolucion de hierro, la cantidad de sulfato formado y las
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productividades volumétricas de hierro férrico (Fe*®) y de sulfato (ecuaciones 5,
6 y 7). El mejor comportamiento combinado (valores altos para las diferentes
variables de respuestas) se usé como criterio de seleccion de la condicidon mas

favorable para la biooxidacion del mineral.

In(*/x,) (@)
Umax = ——
t
([Fel;, — [Fel:,) * Volumen

[Fe]mineral * Mpineral

%Fe =

* 100% %)

0, = ([F9+3]tj - [Fe+3]ti) ®)
v (t —t)

([s047*], = [s0477],)

= (7)
@ (t —t)

Mmax corresponde a la velocidad especifica de crecimiento maxima en la fase
exponencial de crecimiento, donde xo y X son las densidades celulares inicial y a

un tiempo t dado, respectivamente, en (células mL?). [Fe],, y [Fe]t]_ corresponden
a la concentracion de hierro (gL?') en tiempos sucesivos de medicion
ti ¥ t; ; [Fe]lminerar €S la concentracién de hierro en el mineral y mpyinerai€S la
cantidad de mineral agregada al test especifico. [Fe],, es la concentracion inicial

de hierro; a su vez [504‘2]t_ y [504‘2]t.; [Fe™3], y [Fe™®],son las
i j

concentraciones de sulfato y hierro férrico (g L?) en tiempos sucesivos de

medicion ¢; and t;.

3.2.4 Influencia del tamafio de particulay la concentracion de mineral en la
biooxidacion. En esta etapa se uso el consorcio con el mejor comportamiento
biooxidativo en la etapa anterior. Se aplicé un disefio factorial con dos niveles en
la concentracion de mineral y dos niveles en el tamafio de particula como se
describe en la Tabla 7. Se hicieron cultivos durante 15 dias en erlenmeyer de

500 mL y 200 mL de volumen de trabajo, 10 g L* de azufre elemental ya que el

54



consorcio tenia presencia de A. thiooxidans y pH inicial de 1,8. Las muestras se
tomaron cada 3 dias para mediciones de pH, Eh, hierro total, hierro ferroso y

sulfato.

Tabla 7. Disefio de experimentos factorial para la concentraciéon de
mineral y el tamafio de particula

Experimento Concentraciéon de  Tamafo de
mineral (g L) particula (um)

1 100 dso < 74

2 100 dso < 74

3 150 dso < 74

4 150 dso < 74

3.3 BIOOXIDACION EN BIOREACTORDE 5L

Se realizé un experimento de biooxidacién a una mayor escala con el consorcio
seleccionado en la etapa anterior, en un bioreactor de acrilico de 8 L con 5 L
como volumen de trabajo, un flujo continuo de aireacién 0,5 L min, a 30 °C,
660 rpm, 10% v v! in6culo, 150 g L de mineral, d80 < 74 um, y pH inicial de 1,6
durante 12 dias. Periddicamente se hicieron mediciones de Eh, pH, densidad
celular, concentracion de hierro total, hierro ferroso y sulfato tanto al ensayo
inoculado como a un control abidtico con las mismas condiciones de cultivo.
El mineral biooxidado se lavo, secé y dispuso para su uso en la etapa posterior
de comparacién de la disolucion de oro con los pretratamientos de biooxidacion

y oxidacion quimica antes de la cianuracion (seccion 3.4).

Las mediciones de pH y Eh se hicieron usando un multimetro pH/ORP HQ 40d
(Hach, Alemania) con electrélito de KCl y electrodo de referencia Ag°/AgCl para
el Eh. La densidad celular se determin6 mediante conteo directo sobre camara
de Neubauer usando un microscopio Optico CX31 (Olimpus, Japon). La
concentracion de sulfato fue determinada mediante método turbidimétrico

siguiendo los procedimientos del estandar 4500-SO,~* E [72]. Las especies de
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hierro se cuantificaron usando el método estandar 3500-Fe de la 1.10-
fenantrolina [72]. Tanto el analisis turbidimétrico como el colorimétrico se
desarrollaron usando un espectrofotometro GENESYS UV 10 (Thermo Scientific,

Estados Unidos).

3.4 COMPARACION DE LA DISOLUCION DE ORO CON LOS
PRETRATAMIENTOS DE BIOOXIDACION Y OXIDACION QUIMICA ANTES
DE LA CIANURACION

3.4.1 Experimentos de oxidacion quimica. En procura de realizar una prueba
comparativa a la biooxidacion, se desarrollaron experimentos de oxidacion
quimica del mineral con peroxido de hidrogeno utilizando erlenmeyer con
agitacibn magnética y condiciones ambientales de temperatura y presion. Se
desarrollaron ensayos preliminares (Tabla 8) que permitieron definir los factores
a evaluar en la oxidacién quimica con un disefio factorial (2%) especificado en la
Tabla 9.

Tabla 8. Pruebas preliminares de oxidacién quimica con peréxido de
hidrégeno

Prueba [H202] Agitacion pH %pulpa

1 2M No 4 20%
2 2M Si 4 20%
3 2M No 2 20%
4 3M No 4 20%
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Tabla 9. Disefio de experimentos de oxidacién quimica con peroxido de
hidrégeno

Prueba  [H202] M  Agitacion  [Fes]M % mv?

1 1 No 0 20
) 2 No 0 20
3 1 Si 0 20
A 2 Si 0 20
5 1 No 0,01 20
6 2 No 0,01 20
7 1 Si 0,01 20
8 2 Si 0,01 20
9 1 No 0 33
10 2 No 0 33
11 1 Si 0 33
12 2 Si 0 33
13 1 No 0,01 33
14 2 No 0,01 33
15 1 Si 0,01 33
16 2 Si 0,01 33

Como variable de respuesta se selecciond el porcentaje de hierro disuelto
(ecuacion 4), calculado a partir de las concentraciones de hierro determinadas
mediante aplicacion de espectroscopia de absorcion atbmica en flama, usando
un equipo modelo 210 VGP (Buck Scientific, Estados Unidos). A partir de los
resultados se selecciond la prueba con mayor porcentaje de disolucién de hierro
con la cual se desarrollé un experimento a mayor escala guardando el mineral

oxidado para la prueba de cianuracion.
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3.4.2 Cianuracién del mineral biooxidado y oxidado quimicamente. El
mineral biooxidado en el biorreactor, el mineral del control abiético y el mineral
oxidado quimicamente fueron sometidos a una cianuracion en botella (seccién
3.1.1.4) para evaluar el efecto de cada uno de los pretratamientos en la

disolucién de oro.
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4 RESULTADOS

4.1 SELECCION Y CARACTERIZACION DEL MINERAL DE ESTUDIO

4.1.1 Seleccion del mineral. Con esta etapa se buscé escoger el mineral con
las caracteristicas mas adecuadas para la aplicacion de un tratamiento de
biooxidacién, es decir, un mineral auroargentifero con refractariedad fisica
asociada a la presencia de minerales sulfurados. Se seleccionaron dos muestras
minerales pertenecientes a cada uno de los municipios que hacen parte del
distrito minero de Vetas-California. EI mineral de Vetas (mineral 1) correspondi6
a la corriente de concentrados de mesa Wilfley, mientras que el mineral de

California (mineral 2) fue tomado directamente del socavén de una mina inactiva.

4.1.1.1 Ajuste del tamafio de particula. El mineral 1 presentd un tamafo de
particula inicial (dso = 300 um) como se muestra en la distribucion granulométrica
obtenida (Figura 7), por tanto fue necesaria una etapa de molienda adicional para
generar las condiciones requeridas para la subsecuente cianuracion en botella.
El tamafio de particula del mineral 2 se ajustd a dso < 74 um a partir del circuito
de trituracion y molienda descrito en la seccion 3.1.1 (Ajuste del tamafio de

particula).

Figura 7. Distribucion granulométrica inicial para el mineral 1.
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4.1.1.2 Concentracion del mineral 2. Para el mineral 2 en adicion a la molienda
inicial fue necesaria una subsecuente concentracion. La razon de
enriquecimiento y porcentaje de recuperacion (ecuaciones 2 y 3) fueron mayores
utilizando el concentrador Knelson que con la mesa Wilfley (Tabla 10). Estas
diferencias podrian asociarse a la presencia del oro en particulas de tamafios
muy finos cuya precipitacion es favorecida por la fuerza centrifuga del
concentrador Knelson. Por lo tanto se decidié concentrar todo el mineral bajo las
condiciones de operacion del equipo Knelson descritas en la seccion 3.1.1.2,

alcanzando un aumento en el tonelaje de oro desde 1,5 g t* hasta 5,7 g t.

Tabla 10. Concentracion del mineral 2

Variable Mesa Wilfley Concentrador Knelson
Porcentaje de recuperacion (%) 23,00 83,56
Razdn de enriquecimiento 1,6 3,8

4.1.1.3 Determinacién del tenor de oro y plata. Los tenores promedio de oro
y plata para los concentrados de ambos minerales se presentan en la Tabla 11
y se puede evidenciar el bajo tonelaje del mineral 2 en relacién al tonelaje del

mineral 1.

Tabla 11. Tonelajes de oro y plata para los minerales de estudio

Mineral Tonelaje oro (g t?) Tonelaje plata (g t1)
Mineral 1 26,3+0,8 73,8+0,5
Mineral 2 57+05 12,4 +1,1

Los resultados de la cianuracion en botella, utilizando condiciones de operacion
que garantizaran la maxima disolucién posible de oro, sin ningun tipo de

pretratramiento en el mineral, se usaron como principal criterio de seleccién del
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mineral de estudio. Se escogid el mineral a partir de la cual se podria generar un
mayor margen de mejora en los porcentajes de disolucion del oro al aplicar la
biooxidacion como pretratramiento a la cianuracion [25]. Las cinéticas de la
disolucion de oro para ambos minerales se muestran en la Figura 8.
La cianuracion del mineral 1 con las condiciones de tamafio de particula inicial
(dso = 300 um) generd un porcentaje de disolucién de 66%, sin embargo esta
condicion de alta refractariedad no se mantuvo al disminuir el tamafio de
particula a d80 < 74 um pues la disolucion de oro aumentd hasta el 83% de
extraccion a las 96 h, evidenciando que el tratamiento de este mineral podria
darse a partir de una molienda eficiente. Entre tanto la cianuracion del mineral 2
permitid la disolucion de aproximadamente el 75% del oro. Por consiguiente,
para todos los ensayos subsecuentes se usara el mineral 2, el cual es de baja
ley (5,74 g t1 Auy 12,40 g t* Ag) y moderadamente refractario. EI hecho de que
el mineral de 2 sea de bajo grado (menor tonelaje de oro) es otro criterio para
seleccionarlo como mineral de estudio, considerando el potencial que puede
representar el uso de procesos oxidativos para convertir depdsitos minerales de

este tipo en una opcidn de explotacion econdémicamente rentable.

Las diferencias en los porcentajes de disolucion alcanzados para ambos
minerales pueden obedecer al hecho de que dentro del complejo minero haya
diferencias significativas en el tipo de mineralogia, ya que se ha reportado un
mayor grado de sulfurizacion en los depdsitos de California que en los depdsitos

existentes en Vetas, Santander [8,9].
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Figura 8. Porcentaje de disolucion de oro para ambos minerales.
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4.1.2 Caracterizacion del mineral seleccionado. En adicion a los andlisis ya
efectuados que permitieron determinar el contenido de oro y plata, y definir la
refractariedad del mineral; se emplearon técnicas analiticas para identificar las
fases minerales presentes, la composicién elemental, y la asociacién del oro y la

plata a las fases mineraldgicas identificadas.

4.1.2.1 Caracterizacién quimica y mineraldgica. El analisis de fluorescencia
de rayos X (FRX) permiti6 identificar la presencia de diferentes elementos
(Tabla 12), siendo el silicio y el aluminio los que se encontraron presentes en
una mayor cantidad. La presencia de elementos como el cromo, el plomo o el
cobre podrian inhibir la actividad microbiana en un proceso biooxidativo [30], sin
embargo la presencia de estos elementos a niveles de trazas, sugiere que es
posible el desarrollo de un proceso satisfactorio a partir de una adaptacion
adecuada. Adicionalmente es importante resaltar la presencia de cantidades
considerables de hierro y azufre algo que podria favorecer los procesos

biooxidativos, teniendo en cuenta que el rol de las bacterias quimiolitotréficas se
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basa en la oxidacion y disolucion de fases reducidas de hierro y azufre como

fuente de energia [40,75].

Tabla 12. Composicién elemental del mineral (Analisis FRX)

Elemento % p p*t

Si 29,19
Al 6,73
Fe* 5,77
S 4,58
K 2,51
Ti 0,73
Mg 0,38
P 0,12
Ba 0,07
Cu 0,05
Se 0,02
Cr 0,02
\/** 0,02

* Composicion de Fe corresponde al promedio entre resultados de FRX y el resultado de maxima
cantidad de hierro lixiviable de acuerdo a protocolo de medicion [72]

** 7Zn, Zr, Mn, Rb, As se detectaron en una composicion menor que 0.02% p p!

Andlisis mineral6gicos de DRX indicaron la presencia de cuarzo, pirita, alunita,
rutilo y moscovita como las principales fases mineralogicas (Figura 9a). La pirita
ha sido ampliamente reportada como un mineral refractario que puede generar
el encapsulamiento de oro y la correspondiente disolucion ineficiente al usar
agentes lixiviantes como el cianuro [76,77, 78]. Se puede enunciar que la
refractariedad en el mineral puede deberse principalmente a la pirita considerado
gue mediante el analisis DRX la pirita fue el inico mineral sulfurado identificado

y el hecho de que mediante analisis petrograficos usando secciones pulidas y
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microscopia de luz plana polarizada (MOLPP) (Anexo B), se identifico una alta
proporcién de este mineral y pequefias cantidades de sulfuros como la galena,

calcopirita o esfalerita.

El espectro de FTIR permitio confirmar la presencia de algunos de los minerales
detectados por medio del andlisis DRX, asi de acuerdo a [79], la pirita presenta
bandas caracteristicas asociadas a diferentes modos de vibracion generados por
la radiacion el campo de infrarrojo en la estructura del sulfuro en los nimeros de
onda (422, 432, 462, 533, 606, 627, 667, 825, 1014, 1083, 1140, 1175, 1390,
1625) cm™? lo que concuerda con algunas de las bandas detectadas en el
andlisis. Adicionalmente para el rutilo se detectaron las bandas 510 cm™ y 602
cmt; (3508, 3480, 1630 and 1080) cm™ para alunita/jarosita. Bandas tipicas del
cuarzo también se detectaron (798, 778, 694) cm, asi mismo la moscovita se
relaciona con las bandas 1028 cmy 3624 cm (estiramiento enlace OH-AI) [24,
43,8], (Figura 9b). Adicionalmente la Figura 10 presenta resultados SEM-EDS

gue confirman la presencia de pirita y alunita.
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Figura 9. Caracterizacion mineraldgica. (a) Difractograma DRX. (b) espectro
FTIR. M: Moscovita; A: Alunita (jarosita); Q: cuarzo; P: Pirita; R: Rutilo; W:
Agua; C: COa.
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Figura 10. Anélisis SEM-EDS para el mineral. (a) Micrografia grano de pirita.
(b) Microgradia grano de alunita.
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4.1.2.2 Lixiviacion diagnostica. La lixiviacion diagndstica utilizada se disefio
teniendo en cuenta que en el mineral no se detectaron minerales oxidados o
arcillosos, por tanto se buscé estudiar las asociaciones del oro en las fases
sulfuradas y en los silicatos considerando que estos fueron los minerales
detectados. Los resultados se muestran en la Figura 11 y confirman que después
del oro libre, un gran porcentaje se encuentra asociado a sulfuros y sulfuros
labiles, comprobando que la refractariedad debe estar asociada en una mayor

medida a la pirita presente en el mineral.

Figura 11. Asociaciones de oro y plata de acuerdo a la lixiviacion
diagnéstica.

m Au
60 -

50 - EAg
40 -
30 -
20 -
10 -
0 - -

Libre Sulfuros Sulfuros Silicatos
|abiles

% Au y Ag asociado

Tipo de asociacion

4.2 ENSAYOS DE BIOOXIDACION

4.2.1 Tamizado de las cepas de trabajo. La selecciéon de una cepa adecuada
para un proceso biooxidativo en un nuevo mineral puede darse a partir de
pruebas en las cepas sin previa adaptacion con concentraciones altas de mineral
como condicion estresante para las células [80]. La adicion del mineral generé
un efecto inhibitorio en cada una de las 21 cepas estudiadas como se evidencia
en los valores de Eh menores que se obtuvieron para cada una de las cepas en
comparacion a los ensayos de activacion en los cuales no se habia adicionado
el mineral (Figura 12). Un valor de Eh alto indica la presencia de cantidades
considerables de Fe*® que es uno de los agentes oxidantes principales

generados en el medio por las bacterias quimiolitotréficas [40, 75].
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La presencia en el mineral de trabajo de pequefias trazas de plomo, cobre,

cromo, zinc, arsénico, entre otros pueden producir inhibicion de los proceso

metabdlicos de las cepas aciddfilas [81, 59], evidenciando la necesidad de la

adaptacion de las bacterias a las condiciones generadas por los diferentes

elementos presentes en el mineral.

Figura 12. Comparacion valores de Eh y pH obtenidos para la activacion y
tamizado de las 21 cepas de referencia. (a) A. ferrooxidans. (b) L.
ferrooxidans. (c) A. thiooxidans.
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Los perfiles completos para cada una de las bacterias estudiadas durante el

tamizado se pueden observar en el Anexo C. Las observaciones principales de

Su comportamiento cinético se encuentran resumidas en la Tabla 13. Dentro del

grupo de 12 cepas de referencia de A. ferrooxidans, la bacteria DSMZ 14882 fue

seleccionada como la cepa de trabajo dada la capacidad mostrada de mantener

altos valores de Eh durante largos intervalos de tiempo (12 a 15 dias de cultivo).
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Adicionalmente la bacteria DSMZ 14882 alcanz6 altos valores de densidad

celular a una tendencia de pH decreciente, indicando la biooxidacion de la pirita

presente en el mineral cuya disolucion es una reaccién productora de acido [40,

75].

Tabla 13. Resumen resultados del tamizado para las 21 cepas de

referencia
Eh Vs Ag/AgCl pH E;Ef;?ad
Va,Ior Periodo_s con Valor Periodo_s con Valor mas

Cepa mas tend_enua Mmas tendenpla altp *107 _
alto crgmente bajo depreuente gcelulas mL
(mV) (dias) (dias) )

A ferrooxidans

ATCC 2880 508  [0-3];[ 9-15] 1,35  [0-15] 9

ATCC 2380 5089 [0-6] 1,39  [0-6]; [9-15] 10

DSMZ 9464  557,6 [0-15] 1,58  [0-15] 7

DSMZ 9465  536,9 [0-12] 1,51  [0-6]; [9-15] 11

DSMZ 583 5442 [0-3];[6-12] 1,51  [0-6];[9-15] 14

DSMZ 584 516,6 [0-3];[6-12] 1,34  [0-15] 6

DSMZ 585 523  [0-3];[9-12] 1,43  [0-15] 10

DSMZ 24419 543,7 [0-15] 1,59  [0-6];[9-15] 10

DSMZ 11477 533,1 [0-3];[6-12] 1,53  [0-15] 26

DSMZ 14882 541,5 [0-15] 1,52  [0-15] 17

DSMZ 17398 563,8 [0-3];[6-12] 1,59  [0-15] 10

DSMZ 1927 522  [0-15] 1,49  [0-6];[9-15] 11,5

L. ferrooxidans

DSMZ 2391  546,8 [0-9];[12-15] 1,53  [0-15] 20

DSMZ 2705  549,8 [0-15] 1,50  [0-15] 23

DSMZ 1929 533  [0-9] 1,58  [0-15] 14

DSMZ 1931  530,8 [0-3]; [12-15] 1,45  [0-15] 9
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Tabla 13. (Continuacion)

A. thiooxidans

ATCC 15494 447  [0-15] 1,18  [3-15] 0,85
ATCC 19377 467,5 [0-15] 1,22 [3-15] 2,0
DSMZ 504 4585 [0-15] 1,20  [0-15] 1,5
DSMZ 9463  469,1 [0-15] 1,22 [0-15] 1,2
DSMZ 11478  440,2 [0-15] 1,20  [0-15] 3,2

Las filas sombreadas corresponden a las tres cepas de referencia seleccionadas (DSMZ 14882,
DSMZ 2705 y DSMZ 504) a partir del tamizado bacteriano

4.2.2 Adaptacion. La adaptacion se desarrollé con el propdsito principal de
generar en las bacterias tolerancia al mineral. A. ferrooxidans DSMZ 14882
mostré una buena respuesta a la adaptacion. La adicion de mineral permitid
aumentar la acidez del medio de cultivo (Figura 13a), lo cual en principio pudo
estar asociado con el desarrollo del proceso biooxidativo de la pirita, cuya
disolucién es una reaccion productora de &cido [40, 75]. Asi mismo, al comparar
los valores de Eh méaximo obtenidos con el aumento progresivo de la
concentracion de mineral en el medio, en relacién al ensayo de tamizado
667,3 mV para el ultimo cultivo de adaptacién (Figura 13a) y 541,5 mV para el
tamizado (Tabla 13) se puede observar el efecto positivo de la adaptacion en la

actividad biooxidativa.

Con concentraciones mayores de mineral se obtuvieron los valores més altos de
Eh (Figura 13b), siendo notorio el efecto positivo de la adaptacion al alcanzar en
el medio de cultivo valores maximos cercanos a los 700 mV, densidades
celulares superiores a las alcanzadas en el tamizado 31,5*107 células mL? en el
caso del Gltimo cultivo de adaptacién (Figura 13c) y 17*107 células mL* para el
tamizado (Tabla 13) y radios Fe*3/Fe cercanos a la unidad durante gran parte del
tiempo (Figura 13d). Valores de Fe*3/Fe préximos a la unidad corresponden a
condiciones oxidantes favorables en el medio de cultivo, indicando que del hierro
total disuelto, conformado por la suma de Fe*3 y Fe*?, la mayor proporcion
corresponde al agente oxidante generado por el metabolismo bacteriano (Fe*3).
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Figura 13. Perfiles de adaptacion para A. ferrooxidans DSMZ 14882. (a) pH.
(b) Eh. (c) densidad celular. (d) Radio Fe*3/Fe.
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En el caso de L. ferrooxidans DSMZ 2705, la adaptacion mejord sustancialmente
el comportamiento biooxidativo respecto a los resultados obtenidos con el
tamizado bacteriano, considerando que: condiciones mas acidas se generaron
en el medio de cultivo; pH igual a 1,50 en el caso del tamizado bacteriano
(Tabla 12) y pH igual a 1,29 para el ultimo cultivo de adaptacion (Figura 14a); los
valores de Eh maximo aumentaron desde 555 mV, correspondiente al tamizado,
hasta 660 mV alcanzados con el ultimo cultivo de adaptacion (Figura 14b), a la
vez que los valores maximos de densidad celular se mantuvieron estables en un
valor de 23*107 células mL? para ambos casos (Tabla 13 y Figura 14c) y los
radios Fe*3/Fe, desde el dia 6 estuvieron cerca a la unidad (Figura 14d).
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Figura 14. Perfiles de adaptacion para L. ferrooxidans DSMZ 2705. (a) pH.
(b) Eh. (c) densidad celular. (d) Radio Fe*3/Fe.
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Por ultimo, la comparacion entre los valores del ensayo final de adaptacion vy el
tamizado bacteriano permitié identificar que la cepa A. thiooxidans aumenté su
capacidad oxidativa al generar valores de pH final mas bajos (1,20 para el
tamizado bacteriano (Tabla 13) y 0,89 para el cultivo final de adaptacion
(Figura 15a), Eh levemente superiores (458,5 mV para el tamizado bacteriano y
491,3 mV para el cultivo final de adaptacion (Figura 15b) y densidades celulares
mayores (1,5*107 células mLpara el tamizado bacterianoy 6,8*107 células mL-?

para el cultivo final de adaptaciéon (Figura 15c)).

El avance de la adaptacion de la cepa A. thiooxidans DSMZ 504 debe analizarse
con base en la capacidad de esta cepa para generar sulfato y altos niveles de
acidez en el medio como bacteria oxidante del azufre elemental y de fases
sulfurada que puedan hacer parte del mineral [80]. Al observar la Figura 15a se
puede distinguir una disminucién de los valores de pH a una velocidad mucho
mayor que la de las dos cepas anteriores con valores inclusive inferiores 1,0, lo
cual también se expreso en concentraciones altas de sulfato en solucién en los
tres cultivos de adaptacion (Figura 15d). Las tendencias mostradas estan
fuertemente asociadas con la curva de crecimiento con relaciones
proporcionales entre las densidades celulares detectadas y la concentracion de
sulfato e hidrogeniones en el medio, indicando el desarrollo de la actividad

microbiana.

Considerando los resultados de las tres cepas es posible afirmar que la
metodologia de adaptacion permitié la mejora en la actividad biooxidativa de
cada una de las bacterias de referencia, representada en los altos valores de Eh
alcanzados, los radios Fe*3/Fe cercanos a 1, la presencia de sulfato en solucion,

la disminucion del pH y el aumento de la densidad celular.
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Figura 15. Perfiles de adaptaciéon para A. thiooxidans DSMZ 504. (a) pH. (b)
Eh. (c) densidad celular. (d) sulfato.
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4.2.3 Influencia de la combinacion de especies bacterianas y pH inicial en
la biooxidacion. A. ferrooxidans, A. thiooxidans y L ferrooxidans son tres de las
bacterias mas reportadas en estudios relacionados con la biooxidacion [82].
En consorcio cada una de las cepas tiene la capacidad de desarrollar un rol y
complementar el proceso bioguimico. No obstante, también se han reportado
multiples ejemplos donde se proponen diferentes arreglos a partir de las tres
bacterias, usandolas como cepas individuales o en combinaciones entre dos de
ellas (Tabla 3).

No hay plena certeza de que el consorcio conformado por las tres bacterias sea
la combinacion con mejor comportamiento para una nueva matriz mineral y es
necesario probar diferentes combinaciones de las cepas disponibles buscando
encontrar la mejor interaccion sistema biolégico-nuevo mineral [83]. Por lo tanto,
se evaluaron todas las combinaciones posibles de las cepas A. ferrooxidans
DSMZ 14882 (F), L. ferrooxidans DMZ 2705 (L) y A. thiooxidans DSMZ 504 (T)
seleccionadas y adaptadas previamente al mineral de estudio como fuente de
energia principal (seccion 4.2.2). La respuesta biooxidativa se comparé para las
combinaciones de bacterias (Tabla 6) a dos pH iniciales (1,6 y 2,0), teniendo en
cuenta que este es un parametro de operaciéon que puede influir en el desarrollo
o inhibicion de alguna cepa especifica dentro de los ensayos evaluados. Los
niveles de pH se seleccionaron teniendo en cuenta el rango estrecho de
funcionamiento 6ptimo para los procesos bioquimicos de las tres bacterias; en el
cual por una parte valores cercanos a 0,8 generan una inhibicion acida [84], y
por otra parte pH superiores a 2,0 pueden generar la oclusion del mineral por la

precipitacion de fases como la jarosita [85].

4.2.3.1 Densidad celular. La etapa de adaptacion permitié que la mayor parte
de combinaciones de bacterias no presentara fases de latencia durante el
crecimiento (Figura 16). En la Tabla 14 se presentan los valores de pmax Y
densidad celular maxima alcanzada para cada combinacién bacteriana. Los
valores de pumax fueron similares en todos los casos, siendo las combinaciones
FT apH inicial 1,6 y L, TLy FTL a pH inicial 2,0 las condiciones con los valores

superiores, mayores a 0,02 h'! en todos los casos. Sin embargo las mayores
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densidades celulares se alcanzaron unicamente con la condicion FTL a pH inicial
2,0 (107 = 11)*107 (células mL?), lo que indica que valores de viabilidad celular
superiores solo se alcanzan cuando ademas de tener una pmax alta, la fases
exponenciales se extendieron durante un mayor tiempo. Por ejemplo, T a pH
inicial 1,6 a pesar de tener la fase exponencial més larga (15 dias) no presento
valores de densidad celular remarcables por tener valores bajos de pmax,
mientras que TL a pH inicial 2,0 a pesar de tener el valor mas alto de pmax
presentd densidades celulares bajas por desarrollar la fase exponencial durante

6 dias solamente.

Figura 16. Perfiles de densidad celular para cada una de las combinaciones
de bacterias. (a) pH inicial 1,6. (b) pH inicial 2,0.
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Tabla 14. Velocidades especificas de crecimiento y densidades celulares
maximas

pH inicial 1,6 pHinicial 2,0
bi ., Densidad Densidad

Com Inacion celular celular

de bacterias || \5y (h1) maxima  pmax (h?) maxima
(células (células
mL-1)*107 mL-1)*107

F 0,013+0,001 75%14 0,012 £ 0,001 34+3

T 0,014 £0,001 13z+1 0,012 £ 0,001 19+1

L 0,012+0,001 31+2 0,020 £ 0,002 371

FT 0,021 +£0,001 31+4 0,015 + 0,002 44 + 3

FL 0,013+0,001 38+3 0,017 £ 0,003 46 +5

TL 0,010+0,001 18+1 0,023 £ 0,001 3712

FTL 0.011+£0,001 72+14 0,020 £ 0,001 108 + 11

Comparativamente la menor densidad celular se obtuvo con la bacteria T a
ambas condiciones de pH inicial, mientras que las maximas densidades
celulares correspondieron al consorcio FTL indicando una sinergia favorable
entre las tres cepas. En la Tabla 15 se presentan los valores-P del analisis
ANOVA correspondiente a la influencia del pH inicial en la densidad celular de
cada combinacion bacteriana. Los valores-P menores que 0,05 corresponden a
efectos estadisticamente significativos en un intervalo de confianza del 95%, por
tanto, el pH inicial tuvo un efecto positivo estadisticamente significativo para las
condiciones L, FT, TL, FTL.
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Tabla 15. Valores-P para el efecto del pH inicial sobre la densidad celular

Combinacién Valores-P Efecto
F 0,554

T 0,3356

L 0,0059 positivo
FT 0,0001 positivo
FL 0,2054

TL < 0,0001 Positivo
FTL 0,0023 positivo

4.2.3.2 pH. Paratodas las combinaciones bacterianas se observo una tendencia
de pH decreciente (Figura 17), lo que es una prueba del avance del proceso
bioquimico, teniendo en cuenta que los iones H* son producto principal del
mecanismo indirecto de la biooxidacion [40]. La presencia de A. thiooxidans
estuvo asociada con las mayores tasas de decremento de pH y los consecuentes
valores finales méas bajos. A pH inicial 2,0 la cepa T y todos los consorcios que
la contenian disminuyeron el pH 1,4 unidades, mientras que a pH inicial 1,6 la
disminucién del pH para estas combinaciones fue entre 0,6 y 0,9 unidades. Los
resultados obtenidos estdn en concordancia con lo reportado en la literatura ya
qgue A.thiooxidans puede generar mayores niveles de acidez al tener la
capacidad de producir acido sulfurico a partir de la oxidacion de las fases
sulfuradas del mineral como principal fuente de energia, mientras que las cepas
de especie ferrooxidans (F y L) tienen como fuente principal de energia las fases

minerales ferrosas presentes en el medio [80, 51].
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Figura 17. Perfiles de pH para cada una de las combinaciones de bacterias.
(a) pHinicial 1,6. (b) pH inicial 2,0.
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Los valores-P asociados al pH inicial sobre el pH como variable de respuesta se
presentan en la Tabla 16. Es de esperar que un pH inicial menor genere los

valores finales de pH mas bajos en el medio, de hecho este comportamiento

anicamente no se dio para la condicion FTL.
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Tabla 16. Valores-P para el efecto del pH inicial sobre el pH

Combinacion pHinicial Efecto

F <0,0001 Positivo
T <0,0001 Positivo
L <0,0001 Positivo
FT 0,4781 Positivo
FL <0,0001 Positivo
TL <0,0001 Positivo
FTL 0,6143

4.2.3.3 Eh. Los resultados mostrados en la Figura 18 indican que con todas las
combinaciones de bacterias se generaron condiciones oxidantes observandose
el aumento en los valores de Eh respecto al control abiético (370 mV). Las cepas
oxidantes de hierro tuvieron una respuesta superior (F, L y el consorcio FL) a
ambos niveles de pH inicial, alcanzando valores de potencial de éxido-reduccién
de 700 mV por hasta 18 dias, algo que indica claramente la capacidad de estas
combinaciones de generar condiciones altamente oxidantes. Entre tanto, FTL
mostré un comportamiento similar hasta el dia 12, posteriormente se present6
una reduccion en los valores que puede asociarse a la fase de muerte celular
presentada en el mismo periodo de tiempo (Figura 16), a pesar de este tramo
final decreciente en la actividad oxidativa se puede enunciar que FTL fue la Unica
combinaciéon con la presencia de T en alguna proporcién en el inéculo que

alcanzé valores redox altos a ambos pH iniciales.
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Figura 18. Perfiles de Eh para cada una de las combinaciones de bacterias.
(a) pHinicial 1,6. (b) pH inicial 2,0.
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Los valores-P del analisis ANOVA indican que el pH inicial tiene un efecto
positivo estadisticamente significativo para los ensayos FT y TL (Tabla 17). Los
valores mas altos de Eh para los consorcios FT y TL a pH inicial 2,0 se pueden
asociar a las densidades celulares superiores y los pH mas altos que se
obtuvieron en comparacion a la condicion de pH inicial 1,6, favoreciendo el
desarrollo de las cepas oxidantes de hierro F Y L en una mayor proporcion a la

cepa oxidante de azufre T.
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Tabla 17. Valores-P para el efecto del pH inicial sobre el Eh

Combinacion pHinicial Efecto

F 0,7802

T 0,303

L 0,1186

FT 0,036 Positivo
FL 0,7151

TL 0,0113 Positivo
FTL 0.3283

4.2.3.4 Concentraciones Fey Fe*? .Todas las combinaciones bacterianas a pH
inicial 1,6 generaron una tasa de incremento en el hierro total disuelto, sin
embargo es posible identificar dos grupos distintivos: TL, FT y T como un primer
grupo alcanzo valores mucho menores que el segundo grupo conformado por F,
L, FL, FTL lo cual indica que el consorcio conformado por las tres cepas fue el
anico consorcio con presencia de T que no mostrd inhibicion de las cepas hierro-
oxidantes L y F (Figura 19a). Al comparar los perfiles de hierro ferroso
(Figura 20a) y los perfiles de hierro total (la sustraccion corresponde a la especie
férrica) es posible identificar que la gran parte del hierro estuvo presente como
Fe*3, solamente T y FTL parecieron ser inhibidos después del dia 6 y 15
respectivamente al tener aumento en la concentracion de Fe*? para los tiempos

posteriores.

En la condicion de pH inicial 2,0, la tendencia de aumento fue similar para todos
los casos con la excepcidén de T que de nuevo no mostro altas tasas de disolucion
de hierro (Figura 19b). FTL a pH inicial 2,0 tuvo una tasa de incremento del hierro
Fe*? después del dia 15, pero en un menor grado en comparacioén al ensayo FTL
a pHinicial 1,6. La comparacion entre los resultados obtenidos permitié encontrar
que para el pH inicial de 1,6, en términos generales, se encontraron porcentajes

de disolucién de hierro mas altos para la mayoria de los consorcios.
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El control abiético no disolvié hierro, mientras que la presencia de bacterias en
el medio favoreci6 el proceso de disolucion (Figura 19). Inclusive A. thiooxidans
(T) que en principio no tiene la capacidad de disolver la pirita [40], produjo
disolucidén y oxidacion de hierro en pequefias proporciones, cantidades que
pudieron generarse a partir del ataque protdnico y la consecuente lixiviacion por
acido sulfurico de fuentes alternativas de hierro [86].

Figura 19. Perfiles de Fe total para cada una de las combinaciones de
bacterias. (a) pH inicial 1,6. (b) pH inicial 2,0.
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Las fuentes de hierro alternativas en el mineral de estudio, segun su
caracterizacion (Seccién 5.1.2) son moscovita (especie de hierro), pirita labil
identificada a partir del ensayo de lixiviacion diagnostica (Figura 12) y la posible
presencia de jarosita dada la posible sustitucién hierro-aluminio en la posicion G
del supergrupo de alunita identificado (DG3(TX4)2X's [87]. Otra posible fuente de
hierro en el mineral es la esfalerita (Zn,Fe)S que es un sulfuro facilmente oxidable

por la accion de A. thiooxidans [40], identificado en proporciones menores a partir
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de analisis petrograficos complementarios (Anexo B).Finalmente la contribucion
de la oxidaciéon quimica también puede ser un factor aportante considerando las

condiciones Eh-pH generadas en el medio.

Los valores-P para la concentracion de Fe en el medio (Tabla 18) indican un
efecto significativo positivo para los ensayos FT y TL, lo cual concuerda con lo
ya sefialado para el comportamiento de Eh (seccion 4.2.3.3). Para las
condiciones restantes, a excepcion de FTL, el efecto fue significativo y negativo,
indicando que la disolucién de hierro se favorece cuando el pH inicial es 1,6. De
acuerdo a la seccion 4.2.3.3 para F, T, L, FL a ambas condiciones de pH inicial
no hubieron diferencias significativas en los valores de Eh obtenidos, por tanto
las diferencias en la disolucién de hierro estuvieron asociada principalmente a
los valores pH alcanzado en el medio. Considerando que el pH acido favorece la
disolucion de hierro, teniendo como limite los valores que puedan inhibir la
bacterias, se puede inferir que el pH inicial 1,6 favorecio a las condiciones citadas
por generar rangos de pH ligeramente mas bajos sin generar inhibicién aparente

paraFyL.

Tabla 18. Valores-P para el efecto del pH inicial sobre el hierro

Combinacién pHinicial Efecto

F <0,0001 Negativo
T <0,0001 Negativo
L 0,0147 Negativo
FT <0,0001 Positivo
FL <0,0001 Negativo
TL <0,0001 Positivo
FTL 0,5208
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Figura 20. Perfiles de Fe*? para cada una de las combinaciones de
bacterias. (a) pH inicial 1,6. (b) pH inicial 2,0.
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Los valores-P correspondientes a la concentracion de Fe*? (Tabla 19) indican
que el pH inicial alto favorece la presencia de concentraciones menores de Fe*?
y por tanto mayores de Fe*3. Aunque la tendencia fue comin para todas las
condiciones, estadisticamente Unicamente fue significativa para las condiciones
L, TL y FTL, lo cual se puede explicar en las fases de muerte celular que
presentaron estas combinaciones a pH inicial 1,6. De hecho la relacion es notoria
al observar que periodos de aumento de la concentraciéon de Fe*? (Figura 20)
concordaron con intervalos a los que se dieron fases de muerte celular (Figura
16).
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Tabla 19. Valores-P para el efecto del pH inicial sobre el Fe*?

Combinacién pH inicial Efecto

F 0,1244
T 0,6719
L 0,0061 Negativo
FT 0,8686
FL 0,1436
TL 0,0026 Negativo
FTL 0,0029 negativo

4.2.3.5. Concentracion de sulfato. Mientas que el control abiético no generé la
formacion de sulfato, T y todos los consorcios que la contenian tuvieron un
comportamiento muy superior en términos de produccién de sulfato en solucién,
de nuevo esto estd en concordancia con las caracteristicas especificas de esta
especie bacteriana (Figura 21). FTL después de T fue la mejor combinacion de
bacterias en términos de concentracion de sulfato como variable de respuesta,
el pH inicial bajo permiti6 mejores respuestas, FTL a pH inicial 1,6 disolvié hasta
35 g Lt de sulfato en el dia 15 mientras que en el mismo tiempo la condicién FTL

a pH inicial 2,0 solo alcanz6 23 g L.

Los valores-P para la concentracion de sulfato (Tabla 20) indican que el pH inicial

tuvo un efecto significativo para todas las condiciones a excepcion de Fy L.
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Figura 21. Perfiles de sulfato para cada una de las combinaciones de
bacterias. (a) pH inicial 1,6. (b) pH inicial 2,0.
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Tabla 20. Valores-P para el efecto del pH inicial sobre el sulfato

Combinaciéon pHinicial Efecto

F 0,1195

T 0,0018 Negativo
L 0,5713

FT <0,0001 Positivo

FL <0,0001 Positivo

TL <0,0001 Positivo

FTL <0,0001 negativo
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4.2.3.6 Seleccion del consorcio de trabajo para pruebas posteriores.
Considerando que la pirita (FeS2) se detecté como sulfuro principal en el mineral
y que su biooxidacion se evidencia con la produccion de hierro en estado férrico
(Fe*3) y del sulfato en solucién (ecuaciones 7-9) [40], el andlisis comparativo
entre los 14 ensayos se debe enfocar en identificar la condiciones que
permitieron el avance de estos dos productos principales tanto en términos de
cantidad (concentraciones en el medio) como en términos de evolucion en el

tiempo (productividad volumétrica).

Los valores méaximos de Eh y el ma&ximo porcentaje de hierro disuelto por cada
ensayo bacteriano (%Fe; ecuacion 4) se resumen en la Figura 22a y 22b. Los
resultados indican el avance de la biooxidacion del mineral para todas las
combinaciones bacterianas con porcentajes de disolucién y Eh notablemente
superiores a los obtenidos con el control abiético (4% y 360 mV) Las condiciones
F, L, FL y FTL mostraron los mejores resultados con diferencias no significativas

entre ellos.

Grandes cantidades de sulfato disuelto estuvieron relacionadas directamente
con bajos niveles de pH alcanzados, siendo asi los consorcios con presencia de
la bacteria oxidante del azufre T los que alcanzaron mayores valores finales. Los
resultados de sulfato (Figura 22c) indican claramente que FTL a ambos pH
iniciales tiene un comportamiento sobresaliente con valores mas altos a los

obtenidos por las cepas F y L y el consorcio FL.

La disolucion de la pirita puede generar azufre elemental como producto en
adicion al sulfato y el i6n férrico; elemento insoluble que se puede formar y
depositar como capas alrededor de la superficie del mineral que inhiben la
interacciébn medio biooxidativo-mineral [85]; por tanto la presencia de la cepa A.
thiooxidans, es clave en la oxidacion de este elemento insoluble. La presencia
de valores superiores de sulfato en solucién para el consorcio FTL indica la

disolucién directa del mineral o del azufre depositado.
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Figura 22. Resultados de biooxidacion para la combinaciéon bacterianay el
pH inicial. (a) Porcentaje maximo de disolucion de hierro. (b) Eh maximo.
(c) Maxima produccion de sulfato.

Porcentaje maximo de
disolucién de hierro

Ag°%AgCl (mV)

Eh méximo vs

Maxima produccién
de sulfato (g L)

a

=
o
o

80
60
40
20

700
600
500
400
300

m pH inicial 2,0 E pH inicial 1,6

F T L FT FL TL FTL Control
Combinacion de bacterias

® pH inicial 2,0 ® pH inicial 1,6

F T L FT FL TL FTL Control
Combinacion de bacterias

® pH inicial 2,0 ® pH inicial 1,6

F T L FT FL TL FTL Control

Combinacion de bacteiras

El estudio de la relacion entre las especies de hierro (férrica y ferrosa) es crucial

porque Fe*® es ampliamente conocido como un agente oxidante fuerte,

normalmente producido por la oxidacion quimica de Fe*?, pero en una cantidad

mucho mayor por la accion de bacterias biooxidativas [82]. Altas fracciones de
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Fe*3/Fe*? y productividades volumétricas de Fe*3 altas son esperadas en un
proceso biooxidativo efectivo. Los resultados listados en la Tabla 21 indican que
los valores maximos de Fe*3/Fe*? fueron superiores para F, L y FL, indicando el
desarrollo satisfactorio del rol de las cepas oxidantes del hierro ferroso. La
presencia de T, en cambio, supuso fracciones Fe*3/Fe*? bajas para la mayoria
de las combinaciones, siendo FTL el Unico consorcio con T capaz de sostener
productividades volumétricas de hierro y fracciones Fe*3/Fe*? similares a los

obtenidos por F, L y FL a ambos pH.

Tabla 21. Resumen de resultados para el disefio de experimentos de
biooxidacion (Combinacion de bacteria 'y pH inicial)

Productividad Productividad
volumétrica maxima  volumeétrica maxima
de Fe*? de sulfato
Tiempo Tiempo
Combinacion Fe*3/Fe*? Valor g(Lh)?* al que valor (gLh)* al que
de bacteria  Promedio *1072 selogré *107? se logro
(h) (h)
pH inicial 2,0
F 107+ 1 16+0,1 3 3,9+0,5 6
T 14+1 0,5+£0,1 6 7,0£0,4 15
L 94 +5 1,8+0,1 6 56+0,4 6
FT 51+1 1,4+0,1 9 8,1+£0,1 9
FL 1071 1,8+0,2 6 4804 6
TL 51+£3 1,4+0,1 9 8,4+£0,2 12
FTL 51+1 15+0,1 3 8,0 £0,3 12
pH inicial 1,6
F 98+1 20+0,1 3 3,9+0,5 9
T 9+1 09+0,1 3 7,4+0,3 9
L 109+3 20+0,1 9 4,2+0,3 9
FT 27+ 2 15+0,1 3 4,0+ 012 9
FL 106 £3 1,2+0,1 18 42 +0,1 12
TL 33+£2 0,7+0,1 6 3,7+0,1 15
FTL 49+ 1 1,4+0,1 9 9,5+£0,3 6
Control 0,1 1,1*103 0,4
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Considerando los resultados previos, las funciones o roles especificos para cada
bacteria pudieron distinguirse claramente al observar la capacidad de las cepas
A. ferrooxidans y L. ferrooxidas para disolver y oxidar hierro, mientras que para
la cepa A. thiooxidans la produccion de sulfato y los niveles de acidez fueron
superiores [40,88]. En consideracion de que el avance es demostrado cuando
hay evidencia de disolucion y oxidacion de hierro, aumentos en los valores de
Eh produccion de sulfato, y crecimiento celular, es posible establecer que el
mejor comportamiento fue obtenido con el consorcio conformado por las tres
bacterias con resultados de hierro similares a los obtenidos con F, Ly FL y
producciones de sulfato superiores, alcanzando altas densidades celulares y

velocidades especificas de crecimiento.

Los resultados generales indican la posible viabilidad de la biooxidacion como
pretratamiento del mineral refractario usando las cepas mesofilas seleccionadas,
ya que los valores obtenidos son similares a estudios donde la biooxidadacién
se aplico satisfactoriamente en el pretratamiento de minerales refractarios. Por
ejemplo, el valor de umax para FTL a pH inicial 2,0, cercano a 0,020 (h!) esta en
el rango de valores reportados para una cepa A. ferrooxidans adaptada con éxito
a concentrados de esfalerita de alto grado [90]. Las densidades celulares
alcanzadas (hasta 10° células mL* para FTL a pH inicial 2,0) estan en niveles
similares a las obtenidas por diferentes consorcios probados a escala laboratorio
[90] y superior al reportado para una aplicacion industrial de biooxidacion [91]. El
crecimiento bacteriano se reflejé directamente en la disolucién de hierro, valores
superiores al 75% fueron comunes para las mejores combinaciones, indicando
el éxito del proceso bioquimico con valores similares o inclusive superiores a los

reportados por diferentes autores [90, 46].

En principio los resultados obtenidos indican fuertemente el efecto de la
biooxidacién en la disolucion de la pirita como principal fase sulfurada y mineral
causante de la refractariedad. Se efectuaron analisis DRX con el propésito de
evaluar las variaciones de las fases cristalinas de las muestras minerales

biooxidadas para cada una de las combinaciones bacterianas. En la Figura 23
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se presentan los difractogramas correspondientes al mineral antes y después de
la biooxidacion para el consorcio FTL a ambos pH iniciales.

Figura 23. Difractogramas DRX antes y después de la biooxidacién usando
el consorcio FTL. (a) pH inicial 2,0. (b) pH inicial 1,6. O: otros (Moscovita,
cuarzo y rutilo); J: Jarosita; P: Pirita.
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En la Figura 23 se pueden observar los picos correspondientes a los fases
principales detectados en el mineral de acuerdo a la caracterizacion inicial
(Seccion 5.1.2), al comparar el difractograma inicial respecto al final, no se
identifican variaciones significativas en los picos correspondientes al cuarzo la
muscovita y el rutilo (letra O en la Figura 23), indicando su caréacter inerte a la
biooxidacion, de hecho los difractogramas para las demas combinaciones tienen

comportamientos similares en todos los casos (Anexo D).

Por otra parte la variacion de la pirita fue evidente (seccion punteada del
difractrograma correspondiente a un rango maximizado del mismo)
considerando que gran parte de los picos representativos de este mineral
desaparecieron total o parcialmente después de la biooxidacion, indicando de
nuevo como el consorcio FTL desarrollo un rol efectivo en la biooxidacion de la
fase sulfurada principal en el mineral, en la Figura 23 se sefialan 3 de los picos
con variaciones mas notorias. Espectros FTIR del mineral biooxidado por el
consorcio FTL a ambas condiciones de pH inicial (Figura 24) también indican
disminuciones en algunas de las bandas asociados a la pirita, soportando de
esta manera la capacidad de las cepas acidofilas de usar la pirita presente en el

mineral como fuente de energia.

Los difractogramas DRX y los espectros FTIR para las combinaciones
bacterianas diferentes a FTL representan lo previamente descrito con los analisis
de la dinamica de biooxidacion ya que las condiciones T y FT a ambos pH
iniciales y el consorcio TL a pH inicial 1,6, no mostraron variaciones significativas
ni en los picos tipicos de DRX ni en las bandas asociadas a la pirita, mostrando
que los bajos porcentajes de disolucion de hierro efectivamente son

consecuencia de la oxidacion ineficiente del mineral (datos no mostrados).

En cuanto al supergrupo alunita que puede ser como mineral alunita o jarosita
en funcion del metal que este en la estructura cristalina (aluminio o hierro); no se
pudieron evidenciar diferencias claras, puesto que en los picos detectados no
hubo variaciones notorias en la intensidades esto puede indicar que no hubo
formacion de jarosita adicional durante el proceso bioquimico o posiblemente

hubo formacion de fases poco cristalinas no detectables mediante la técnica de
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difraccion de rayos X [63]. Los espectros FTIR permitieron identificar variaciones
no detectadas con los analisis DRX, en el caso de los ensayos con el consorcio
FTL, la mayoria de bandas propias de la jarosita mantuvieron constantes o
disminuyeron con el paso del tiempo lo que sugiere que no se dio su formacion
como agente pasivante, caso contrario de lo que se encontré6 para las

condiciones T a ambos pH iniciales (Anexo D).
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Figura 24. Espectros FTIR antes y después de la biooxidacién usando el
consorcio FTL. (a) control. (b) 21 dias pH inicial 2,0. (c) 21 dias pH inicial

1,6.
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En procura de identificar las condiciones de pH inicial y tiempo de cultivo a usar

para las pruebas en biorreactor, en la Figura 25 se presentan los diagramas de

Pareto y el diagrama de efectos principales, usando la productividad volumétrica

de hierro férrico y sulfato como variables de respuesta.
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Figura 25. Andlisis estadistico del efecto del pH inicial y el tiempo sobre la
biooxidacion del consorcio FTL. (a)Gréfico de efectos principales para la
productividad volumétrica de Fe*3. (b) Gréafico de efectos principales para
la productividad volumétrica de sulfato.
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De acuerdo a la Figura 25 el pH inicial no afecta significativamente a la
productividad volumétrica de hierro ni a la productividad volumétrica de sulfato.
En el caso del tiempo se encontré un efecto estadistico significativo no linear
para ambos perfiles de productividad volumétrica con un punto de inflexién que
representa muy bien la inhibicion que se da en el proceso después del dia 15.
Teniendo en cuenta lo anterior para las pruebas posteriores se seleccion6 un pH
intermedio (1,8) y un periodo de cultivo menor (15 dias) como variables de

operacion.

4.2.4 Influencia del tamafio de particulay concentracion mineral. El tamafio
de particula y la concentracion de mineral son variables de gran interés en la

industria minera dado que estan asociadas a factores como el consumo de
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energia y la capacidad requerida en los equipos de una planta industrial de
beneficio [29].

La Figura 26 describe el avance de la biooxidacién con disolucion efectiva de
hierro, oxidacién constante de especies ferrosas y la produccién de sulfato en el
medio para todas las condiciones probadas. En general todas las variables
medidas, incluyendo la densidad celular y el potencial Redox (datos no
mostrados) tienden a una meseta que indica la estabilizaciéon o disminucién de
la actividad biooxidativa en la etapa final del proceso, una tendencia ya

encontrada para tiempos posteriores a los 15 dias (Figura 25).

Figura 26. Influencia del tamafio de particula y la concentracién de mineral
en la biooxidacion. (a) Concentraciones de hierro total y hierro ferroso. (b)
porcentaje de disolucion de hierro. (c) Concentracién de sulfato.
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Los resultados del andlisis estadistico ANOVA presentado en la Figura 27
indican que las variables analizadas tuvieron un efecto significativo sobre las
variables de respuesta (estadistico P< 0,05). El tiempo tuvo un efecto positivo
con un efecto no linear para ambas variables de respuesta con un punto de
inflexion ubicado entre los dias 12 y 15 que de nuevo indica el proceso tiende a
inhibirse a largos periodos de tiempo bajo las condiciones probadas. La
concentracion de mineral afectd positivamente la produccién de sulfato y no tuvo
efecto sobre el hierro y el tamafio de particula afecto positivamente la disolucion

de hierro sin afectar la formacion de sulfato (Figura 27ay 27c).

La grafica de efectos principales para las productividades volumétricas de estos
ensayos de biooxidacion (Figura 28b y 28d) muestra una relacion no lineal entre
el tiempo y las variables de respuesta, indicando claramente un punto de
inflexion a partir del cual las bacterias y el proceso en general se inhibe, este tipo
de comportamiento puede deberse a la fase de muerte celular debida a factores
como deficiencia de sustrato u oxigeno, exceso de productos o metabolitos

contaminantes y estrés celular [92,93].

Pese a que altas concentraciones de mineral pueden ralentizar al proceso dada
la presencia de mayores concentraciones de metales traza o compuestos
inhibitorios, asi como el mayor esfuerzo de corte que pueden sufrir las bacterias
al haber un mayor nimero de particulas de mineral en solucion [53], la Figura
27ay 27c indican que el porcentaje de mineral en el medio tuvo un efecto positivo
en la productividad de sulfato sin afectar la de hierro. Todo lo cual indica que las
bacterias a la concentracién 150 g L* tuvieron la capacidad de disolver y oxidar

la matriz mineral a tasas considerables sin inhibicién fuerte aparente.

Por ultimo el efecto del tamafio de particula en la disolucion de hierro y en la
productividad volumétrica fue negativo (Figura 27c y 27d), es decir a menores
tamafios de particula la disolucion de hierro se favoreci6 al haber una mayor area
de contacto entre la bacteria y el sustrato [94]. A su vez no se pudo visualizar
un efecto significativo en la productividad volumétrica de sulfato y en la

produccion de sulfato.
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Figura 27. Andlisis estadistico del

efecto tamafio de particula,

la

concentracion del mineral y el tiempo en labiooxidacion del consorcio FTL.
(@), (b) Diagrama de Pareto y grafico de efectos principales para la
productividad volumétrica de Fe*3. (c), (d) Diagrama de Pareto y gréafico de
efectos principales para la productividad volumétrica de sulfato.

a
CcC
C. Tiempo
A: Tamafio
de particula
AA
B:gL?
BC

AB

C
C: Tiempo
CC
B:gL?
BC
AB
A: Tamafio
de particula

—cm |

=1

1 4

Efecto estandarizado

6

10

“CEEE N

3 b
Efecto estandarizado

9

12

15

b
— Hc 0,02 F
0. - i \ R .
g ; 0,016; // \
S o H
=~ 0,012 - 1
S el
s 0 ‘ /
> © 0,008~ /
T O [
o = i
5@ oMb J
E L
= 0
o
> <3 <74 100 150 00 150
Tamafio de 9 |1 Tiempo
d particula (um) (dias)
= E 008 ~
- _ [ /
T o o /
S « I
S [ /
2 @ out
3§ [ /
S S onf
g
g I
El
<43 <74 10,0 150 00 15,0
Tamafio de gLt Tiempo
particula (dias)

4.3 ENSAYO DE OXIDACION EN BIOREACTOR
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Las condiciones usadas en el ensayo de biooxidacion del bioreactor fueron
seleccionadas teniendo en cuenta los resultados encontrados en los diferentes
disefios experimentales, en primer lugar el tiempo de biooxidacion correspondio
a un valor menor a los usados en los anteriores experimentos, siendo 12 dias el
valor escogido por ser el punto de inflexion que se encontrd para la biooxidacion
del consorcio FTL, esta seleccion se justifica en la necesidad de garantizar el
uso de las cepas en una fase en la que no sé de muerte celular para garantizar

una catalisis eficiente de la oxidacion del mineral.

A pesar de que las mejores condiciones de biooxidacion encontradas estuvieron
asociadas a un tamafo de particula menor y un contenido de mineral bajo,
también fue posible identificar en los ensayos de Erlenmeyer avance en la
biooxidacion cuando se us6 un tamafo de particula y concentracion de mineral
mayores. Por tanto, con el propdésito de evaluar el efecto de la biooxidacién en la
recuperacion de oro y plata a partir del mineral refractario de baja ley de
California Santander se decidié desarrollar una Unica prueba usando mineral en
una concentracion de 150 gL y un dso< 74 (um), condiciones que si bien no
fueron las optimas, si podrian visualizarse como niveles de operacion favorables

para una posible aplicacién a gran escala de la biooxidacion.

Los resultados mostrados en la Figura 28 resumen los perfiles obtenidos en el
bioreactor. Aunque se visualizé una fase de latencia inicial (3 dias), la
concentracion de hierro en solucién alcanzada y por ende el porcentaje de
disoluciéon fueron mayores en comparacion al obtenido en el ensayo
correspondiente (5,92 gL' y 67% respectivamente), mostrando un avance
satisfactorio del proceso pese al cambio de escala [56]. Por tanto se consideré
gue el mineral biooxidado en el bioreactor bajo las condiciones descritas podria
someterse a una cianuracion comparativa que vislumbre el potencial de la

aplicacion del pretratramiento bioquimico.

La cinética de la cianuracion, Figura 28d, muestra los resultados comparativos
tanto para el oro como para la plata. En ambos casos es visible la efectividad del

pretratamiento bioquimico en el mineral refractario de estudio, permitiendo un
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aumento en la disolucién del oro desde 75% inicial hasta un 93% y desde un
68% inicial hasta 99% en el caso de la plata.
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Figura 28. Perfiles biooxidacién prueba reactor 5L. (a) Densidad celular y
Eh. (b) pH y sulfato. (c) Hierro total y hierro ferroso (Fe*?). (d) Porcentaje de
oro y plata disuelto.
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4.4 COMPARACION DE LA DISOLUCION DE ORO CON LOS
PRETRATAMIENTOS DE BIOOXIDACION Y OXIDACION QUIMICA ANTES
DE LA CIANURACION

4.4.1 Experimentos de oxidacion quimica. Los resultados de las pruebas
preliminares para la oxidacion quimica presentados en la Figura 29 permiten
identificar en primer lugar que el proceso tiende a una meseta de disolucion de
hierro que indica que después de un tiempo de 5 a 7 horas no hay aumentos
significativas en la disolucion de hierro, comportamiento que esta asociado a la
rapida cinética de reaccidon reportada para este reactivo que tiende a
descomponerse en tiempos cortos de reaccion en agua y oxigeno [34]. Asi
mismo es importante resaltar que el pH acido, en el rango de los valores usados

para la biooxidacion, fue el que mostré la mejor cinética.

Figura 29. Disolucién de hierro para pruebas preliminares de oxidacion
quimica.
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Tomando los resultados de las pruebas preliminares se selecciona el pH acido
como constante para el disefio de experimentos descrito en la Tabla 8. Los
resultados obtenidos para cada una de las condiciones del disefio experimental

en términos de porcentaje de disolucion de hierro se presentan en la Tabla 22.
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La oxidacion quimica se favorecio en condicion de agitacion moderada, mayor
concentracion de peroxido de hidrogeno y la menor concentracién de mineral.
Es importante anotar que la concentracion de mineral en la oxidacion quimica no
tiene las limitaciones que en la biooxidacion puede representar la inhibicion por
concentraciones iguales o superiores al 200 g L en las bacterias, razén por la
que los niveles estudiados estan por encima de los valores usados con los

experimentos bioquimicos.

Tabla 22. Porcentajes de disolucién de hierro para las pruebas del disefio
de experimentos de la oxidacion quimica

NUumero Porcentaje
experimento disolucién hierro (%)

5,88 + 0,20
9,20+ 0,17
7,62 +0,20
9,22 +0,31
3,45 0,28
5,07 £0,17
4,64 +0,07
8,69 + 0,06

© 00 N oo o b~ w N P
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=
o
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=
=

3,93 +£0,10

=
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[ERN
w

6,36 +0,17

[EEY
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7,11 +0,32

=
(63}

4,66 0,27

IR
(@)

7,91 +0,68
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Tomando la condicion que generd los mayores niveles de disolucién se realizé
una prueba a mayor escala en procura de obtener la cantidad de mineral
necesaria para un ensayo final de cianuracion comparativo. Los resultados de
disolucioén de hierro (Tabla 23) de nuevo presentaron valores de disolucién bajos
en comparacion a los obtenidos con la biooxidacion, lo cual fue una constante
para todas las pruebas de oxidacion quimica y puede explicarse por la rapida
velocidad de descomposicion que tiene el peréxido de hidrégeno, asi como por

la marcada diferencia en la cinética de los dos procesos.

La cianuracion del mineral oxidado quimicamente fue evaluada Unicamente en
términos de la disolucion de oro. El efecto respecto a la cianuracion inicial sin
pretratamiento es bastante favorable con un aumento en el porcentaje de
disolucion similar a la obtenida en el caso de la cianuracion del mineral
biooxidado (93% para la biooxidacion y 93,75%) (Figura 30). Es claro que el
peroxido de hidrogeno genera una oxidacion, si bien no masiva como en el caso
de la oxidacion bioldgica, si eficiente que puede asociarse a puntos de corrosion
especifico y localizados a lo largo de la superficie del mineral que pudieron
generar la superficie de contacto necesario entre el agente lixiviante y el metal

precioso para la generacion de una disolucién efectiva.

Tabla 23. Cinética disolucion hierro para prueba de oxidacion quimica a
mayor escala

Tiempo Porcentaje

h P disolucion hierro
(h) (%)

1 6,66 + 0,30

2 6,94 + 0,18

3 6,69 + 1,02

4 7,13 +0,56

5 7,24 +£0,71
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Figura 30. Porcentaje disolucion oro mineral oxidado quimicamente.
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Si bien el proceso de oxidacién quimica muestra ventajas importantes en
términos cinéticos sobre la biooxidacion, esta ultima mostré potencial de ser un
proceso eficaz en el pretratamiento al mineral aurifero refractario de estudio,
teniendo como resultados la posibilidad de usar cepas de referencia con la
capacidad de adaptarse al mineral en un proceso eficaz y ambientalmente
favorable. Las desventajas asociadas a los largos tiempos de residencia pueden
compensarse a partir de diferentes estrategias ingenieriles a gran escala, como
lo pueden ser circuitos de arreglos en serie 0 en paralelo como se ha demostrado
en aplicaciones reales que ha mostrado tiempos de residencia inferiores a los 7
dias [78].
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5. CONCLUSIONES

El mineral 2 se seleccion6 sobre el mineral 1 como mineral aurifero de estudio al
presentar un mayor grado de refractariedad a la cianuracion (75% y 84% de
disolucidon maxima de oro, respectivamente). La refractariedad en la muestra
seleccionada se asocio a la presencia de pirita como principal fase sulfuraday la
posible existencia de particulas submicroscépicas de oro.

Dentro de un grupo de 21 cepas aciddfilas, A. ferrooxidans DSMZ 14882,
L. ferrooxidans DSMZ 2705 y A. thiooxidans DSMZ 504 tuvieron la mejor
respuesta a la adicion del mineral 2 al medio de cultivo, La adaptacion permitid
una mayor tolerancia de las cepas al mineral, representada en densidades
celulares similares o superiores a las obtenidas con el medio T&K sin modificar,

asi como con valores mas altos en hierro, sulfato y acidez en el medio.

El consorcio conformado por las tres bacterias fue la condicion que generé el
mayor grado de biooxidacién en el mineral, presentando valores superiores tanto
en términos de disolucion y oxidacién de hierro como también en formacion de
sulfato. Las demas condiciones generaron valores menores en alguno de los dos
productos de la biooxidacién; en el caso de F, L y FL la oxidacién y disolucion de
hierro fue superior, pero con valores de sulfato muy inferiores a los logrados por
T, TL y FT que a su vez no tuvieron tasas de disolucién y oxidacion de hierro

remarcables.

El efecto del pH inicial no tuvo una tendencia general para todas las
combinaciones bacterianas probadas. Para las combinaciones TL y FT tuvo un
efecto positivo teniendo en cuenta que el pH inicial 2,0 favoreci6 la
disolucién-oxidacion de hierro y formacion de sulfato. En el caso de las
combinaciones F y T el efecto fue negativo, mientras que tuvo signos opuestos

para ambas variables en el casode L, FL y FTL.
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La biooxidacion del mineral de estudio no mostré inhibiciones con las
concentraciones y tamafios de particula usados, sin embargo un menor tamafio
de particula favorecio el desarrollo de la biooxidacion, indicando la existencia de
una mayor area superficial disponible para la accion de los microorganismos.
Aunque a 150 g L-1 de mineral no se alcanzaron los mismo porcentajes de
disolucion que a 100 g L-1, si se obtuvieron productividades volumétricas
similares, indicando que esta concentracion en una aplicacion real permitiria
procesar una mayor cantidad de mineral con similares velocidades de

biooxidacion.

La biooxidacion del mineral como pretratamiento a la cianuracion favorecio la
disolucién de oro y plata, aumentando los valores desde 75% a 93% y desde
68% hasta 99% respectivamente, indicando de esta manera que la
refractariedad de este mineral esta fuertemente relacionada con la presencia de
las fases sulfuradas disueltas. Asi mismo se identific6 que el tratamiento
oxidativo bacteriano a pesar de tener una cinética mas lenta que la obtenida con

la oxidacion fuerte con peréxido de hidrégeno, puede representar valores de

disolucién de oro similares ~93% en ambos casos.
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6. RECOMENDACIONES

Evaluar el uso de la biooxidacion mediante arreglos de percolacion, en procura
de identificar las diferencias en los tiempos requeridos respecto a ensayos en

tanques agitados para alcanzar tasas de biooxidacion similares

Desarrollar estudios econémicos que permita determinar la viabilidad econdémica

de un proceso que vincules la biooxidacion como pretratamiento a la cianuracion

Aplicar un tamizado bacteriano a drenajes acidos u otras fuentes potenciales de
bacterias acidofilas con el propdsito de aislar cepas nativas en las que se pueda

estudiar el potencial de aplicacion en la biooxidacién

Implementar estudios a mayor escala que aporten en la blusqueda de generar
una aplicacion industrial de la biooxidacion como pretratamiento a la cianuracién

con minerales propios de la regién Vetas California Santander.
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ANEXOS

ANEXO A. Formulacion medio de cultivo T&K

Tabla B1. Formulacion medio de cultivo usado durante la investigacion

Componente Concentracion
K2HPO4 0,44 gLt
MgS0Oa4-7H20 0,44¢gL?
(NH4)2S04 0,44 gL?
FeSO4:-7H20* 33glL?

Azufre elemental (S)** 10 g L*?

*La concentracion se modificd, disminuyendo los valores has una sustitucion total con mineral
como fuente de energia después de la adaptacion

Se adicioné invariablemente para todos los ensayos con A. thiooxidans
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ANEXO B. micrografias MOLPP de secciones pulidas del mineral 2

Secciones pulidas del mineral 2 (mineral de California) se analizaron usando un
microscopio Optico de luz plana polarizada MOLPP BX 41 (Olimpus, Japén), en
modo luz reflejada. Las superficies se prepararon a partir de la mezcla de mineral
con resina epoxica. Después de un tiempo de secado las secciones se
sometieron a un proceso de desbaste con papeles de abrasion de diferente
tamafio de grano y un posterior proceso de pulido con liquidos abrasivos

(suspensiones de diamante) de diferente tamafio de particula.

A partir de las observaciones se pudo identificar la pirita como mineral principal
con ocurrencia en diferentes tamafios de grano y morfologia. Asi mismo
minerales que mediante analisis de DRX y FTIR no pudieron ser detectados se
encontraron con bajo grado de ocurrencia como pequeias inclusiones o venillas
asociadas a los granos de pirita 0 a la ganga. Las micrografias mostradas en las
Figura B1 muestran la presencia de pirita, esfalerita, galena y calcopirita (estos
tres ultimos en mucho menor proporcidn), minerales que se pueden distinguir en
funcion de las diferentes coloraciones que generan ante la reflexion de la luz
plana polarizada incidente, asi: pirita blanco grisaceo, galena gris, esfalerita azul

grisaceo y calcopirita amarillo laton [95].
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Figura B1. Micrografias seccion pulida mineral 2.
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ANEXO C. Perfiles de biooxidacion tamizaje 21 cepas acidoéfilas de

referencia

Figura C1. Perfiles de biooxidacion comparativos (tamizaje bacteriano)
entre cepas de la especie Acidithiobacillus ferrooxidans.
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Figura C2. Perfiles comparativos entre cepas de la especie Leptospirillum

ferrooxidans.
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ANEXO D. Difractogramas y espectros para el mineral biooxidado a las

diferentes combinaciones bacterianas

Figura D1. Difractogramas del mineral biooxidado para las diferentes combinaciones de
bacterias a ambos pH iniciales.
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Figura C3. Perfiles comparativos entre cepas de la especie
Acidithiobacillus thiooxidans.
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