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Resumen

Se llevaron a cabo procesos de biodesulfurizaciéon de dos carbones colombianos ricos en azufre (“Mina Vieja” y “Vam-
piro”), en reactores de lecho empacado a nivel de erlenmeyer, utilizando un consorcio de Acidithiobacillus ferrooxidans
(ATCC 23270) y Acidithiobacillus thiooxidans (ATCC 15494), evaluando la adicion de cisteina a la solucion lixiviante. Los
ensayos fueron monitoreados por medidas de hierro en solucién, pH y potencial redox. Adicionalmente, se hicieron anali-
sis mineraldgicos por difraccion de rayos X (DRX) antes y después de los experimentos. Los ensayos sin adicion de cisteina
alcanzaron una oxidacién de pirita de 45.3% y 57.9% para “Mina Vieja” y “Vampiro” respectivamente. Cuando se adicio-
né cisteina, la oxidacion aumentd en 14.9% para “Mina Vieja” y 6.4% para “Vampiro”. Por otra parte, todos los ensayos
evidenciaron remocion de caolinita, debido a su interaccion con el dcido sulfirico del medio. Con base en los resultados
obtenidos, los componentes del carbén influenciaron tanto crecimiento bacteriano como la eficiencia de la cisteina sobre
el grado de pirita oxidada.

Palabras clave: biodesulfurizacién de carbén; reactor de lecho empacado; cisteina; Acidithiobacillus ferrooxidans; Aci-
dithiobacillus thiooxidans.

Abstract

Biodesulphurization processes of a two sulphur-rich coals from Colombia (“Mina Vieja” y “Vampiro”) were carried out at
packed-bed reactors at erlenmeyer level, using a consortium of Acidithiobacillus ferrooxidans (ATCC 23270) and Acidithio-
bacillus thiooxidans (ATCC 15494). Cysteine addition were evaluated. The assays were monitored by measurements of iron
content, pH, and redox potential. X-ray diffraction (XRD) were used to establish the mineralogy before and after the process.
The assays without cysteine respectively reached a pyrite oxidation of 45.3% (“Mina Vieja”) and 57.9% (“Vampiro”) after
38 days. Cysteine addition improved pyrite oxidation by 14.9% (“Mina Vieja”) and 6.4% (“Vampiro”). On the other hand,
all the assays removed kaolinite by interaction with sulphuric acid of the media. In base to the results, coal compounds
influence bacterial growth and affects the efficiency of cysteine over pyrite oxidation.

Key words: coal biodesulphurization; packed-bed reactor; cysteine; Acidithiobacillus ferrooxidans; Acidithiobacillus thiooxi-
dans.

Recibido: septiembre 6 de 2015 Aprobado: mayo 2 de 2016

Introduccién

Los procesos de remocién de azufre mediados por mi-
croorganismos se consideran una alternativa econémi-
ca y ambientalmente viable que puede competir con
los procesos fisicos y quimicos convencionales. En los

dltimos anos, se han evaluado diferentes configuracio-
nes de procesos, al fin de disenar un sistema que pue-
da ser aplicado a nivel comercial (Caicedo et al., 2012;
Cara et al., 2006). Se ha estimado que los sistemas de
lixiviacion en lecho empacado, reducen hasta un 70%
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los costos de operacion, puesto que, al no necesitar
agitacion mecanica, los costos energéticos son bajos
(Cara et al., 2001). Sin embargo, su industrializacién
aun no ha sido perfeccionada, debido a que se requie-
ren tiempos de residencia largos para obtener remo-
ciones de pirita considerables, lo cual no es rentable
econémicamente con base en la demanday precio del
carbén (Rossi, 2013). No obstante, el proceso podria
llegar a ser factible si se disminuyen adn mas los costos
de operacion.

Con el fin de equilibrar la razén costo/beneficio del
proceso, se han propuesto estrategias de lavados
intermitentes, donde se han obtenido remociones
alrededor del 50% después de 45 dias, irrigando el
material cada cierto ndmero de dias (Cara et al., 2006,
2001). Sin embargo, la velocidad de oxidacion de pi-
rita sigue siendo un factor clave. Basados en estudios
que proponen el uso de aditivos potenciadores de la
velocidad de oxidacion de pirita, se ha reportado que
Acidithiobacillus ferrooxidans incrementa notablemen-
te la oxidacién de pirita en presencia de aminodcidos
o proteinas que contienen el grupo sulfhidrilo en su
estructura (-SH), especialmente cisteina, ya que este
compuesto se comporta como un agente corrosivo y
ademas facilita el transporte quimico de energia entre
la pirita y los microorganismos (Liu et al., 2006; Rojas-
Chapana & Tributsch, 2000). No obstante, esto sélo
fue probado en pirita pura y no se consideré el efecto
de otros minerales o compuestos que naturalmente se
encuentran en el carbon.

En este trabajo se describe el efecto de la adicion de
cisteina en un proceso de biodesulfurizacién en lecho
empacado, con el fin de obtener una base que permita
desarrollar una alternativa con una mejor velocidad de

disminucion de azufre. Para ello, se utilizaron andlisis
quimicos y mineralégicos, a fin de explicar los fenéme-
nos encontrados en todos los procesos.

Materiales y métodos

Carbon

Se recolectaron dos muestras de carbén de los mantos
“Mina Vieja” y “Vampiro” de la Mina “La Angostura”
(Municipio de Morales, Cauca, Colombia). Después
de un proceso de cuarteo, las muestras se molieron
a un tamano de particula entre pasante malla 8 (2.38
mm) y retenido malla 30 (0.50 mm), de acuerdo con la
serie Tyler de tamices (-8 +30 #Ty). La tabla 1 muestra
los analisis préximos, formas de azufre, composicion
de hierro de los materiales a tratar.

Microorganismos

Se seleccioné un consorcio conformado por A. thiooxi-
dans ATCC 15494 y A. ferrooxidans ATCC 23270. El
cultivo tuvo una adaptacién previa a cada muestra de
carbon y a cisteina (hasta una concentracion de 60
mg/L), con base en protocolos de investigaciones pre-
vias en carbones colombianos (Caicedo et al., 2011;
Cardona & Marquez, 2009). Cada in6culo se prepard
en erlenmeyers de 350 mL, con un volumen de trabajo
de 150 mL y una relacion de 1 g de carbon por cada
10 mL de solucion lixiviante, compuesta por 10% v de
indculo bacteriano (5x108 células/mL), 150 mg Fe?*/L
(a partir de FeSO4.7H.0), 1.5 mL H,SO4 (98% Vv)/L, y
solucion base el medio T&K (500 mg (NH4).SO.4/L, 500
mg MgSO..7H,O/L y 500 mg KH2PO./L) (Tuovinen &
Kelly, 1973). Los cultivos se incubaron en un agitador

Tabla 1. Analisis préximos, formas de azufre, composicién de hierro y composicién mineraldgica en las muestras de carbén.

Analisis proximos “Mina Vieja” “Vampiro” Método
Humedad residual (%) 4.6 2.6 ASTM D 3173
Cenizas (%) 27.0 16.5 ASTM D 3174
Materia volatil (%) 34.7 38.1 I1ISO 562
Carbono fijo (%) 33.7 42.8 ASTM D 3172
Capacidad calorifica (Cal/g) 5106 6341 ASTM D 5865
Formas de azufre (%)

Piritico 4.00 2.67 ASTM D 2492-02
Sulfatos 0.79 1.90 ASTM D 2492-02
Organico 1.48 1.43 ASTM D 4239
Composicion de hierro (%)

Piritico 3.50 2.34 ASTM D 2492-02
No Piritico 0.65 1.63 ASTM D 2492-02
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orbital, por 12 dias, a una temperatura de 30°C £ 1°Cy
una velocidad de agitacion de 180 rpm £ 2 rpm.

Proceso de biodepiritizacion

Se prepararon biorreactores de columna (didmetro:
3.8 cm, alto: 25 cm), con sus respectivos tanques para
lixiviado (volumen: 100 mL). Cada columna fue llena-
da con 200 g de carbén. Todos los ensayos tuvieron 4
etapas de proceso, basadas en un protocolo estableci-
do por otros autores (Cara et al., 2001):

+ Acidificacion: el carbon en la columna fue lavado
con una solucion de H:SO4 (pH=1.6) hasta que la
diferencia entre el pH de entrada y de salida no fue-
ra superior a 0.2. Después esta solucion fue analiza-
da y descartada.

+ Preparacion de indculo: paralelo a la etapa de aci-
dificacion, se prepararon 100 mL de cultivo bacte-
riano, el cual contuvo 10% de in6culo preparado en
la seccion anterior, 1250 mg/L de Fe?* (a partir de
FeSO4.7H,0), 1.5 mL/L de H,SO4 al 98% y solucion
base del medio T&K, utilizada en la preparacion de
los microorganismos. El cultivo se dejé en un agita-
dor orbital, con una velocidad de agitacion de 180
rpm £ 2 rpm, hasta no observar cambios significati-
vos en el potencial de 6xido-reduccion (Eh).

- Biodepiritizacion: se aliment6 el inéculo por la par-
te superior de la columna a una razén de 3.7 mL/
min = 0.3 mlL/min (irrigacion). Posteriormente, se
recolecté en el tanque de lixiviado y se llevé a un
agitador orbital (180 rpm £ 2 rpm). Este proceso se
repitio cada dos dias, por 38 dias. Al segundo dia 'y
cada cuatro dias, la mitad del lixiviado fue reempla-

s

Figura 1. Biorreactores de columna a nivel de laboratorio.
Cada biorreactor consta de la columna donde va el carbén
(1), erlenmeyer donde se preparé el inéculo/tanque de lixi-
viado (2), tanque de alimentacién de lixiviado (3) y vélvula
reguladora de flujo (4).

zada por agua destilada. Al dia veintidés, todo el lixi-
viado fue sustituido por agua destilada. Después, el
proceso continuo, usando el mismo protocolo que
los primeros veinte dias.

- Lavado: al final de los procesos de biodepiritiza-
cion, el carbon fue lavado con agua destilada, para
eliminar gran parte del hierro remanente de la oxi-
dacion de pirita.

La figura 1 muestra el montaje de los biorreactores de
columna. Para cada muestra de carbon, se evaluaron
dos procesos por duplicado: (i) sin adicion de cisteina
y (ii) con adicién de 100 mL de una solucién de 60 mg
Cys/L, previa a la etapa de biodepiritizaciéon, mas 0.3
mg Cys cuando se reemplazaba parte del lixiviado por
agua destilada. Todas las etapas fueron trabajadas a
temperatura ambiente.

Durante la etapa de biodepiritizacion se hicieron me-
diciones de pH y potencial redox (Eh) a los lixiviados
antes y después de cada irrigacion, mediante el uso
de un equipo SCHOTT Handylab, con un electrodo de
Eh de Ag/AgCl y un electrodo de pH con electrolito
de KCl. El hierro total de todo el proceso fue determi-
nado en un espectrofotometro Thermo GENESYS UV
10, utilizando el método de la o-fenantrolina ASTM E
394-09. Al final de cada ensayo, se midieron el azufre
piritico y el azufre en forma de sulfatos al carbén tra-
tado, con base en el método ASTM D 2492-02. Adicio-
nalmente, se establecié la composicion mineralégica
de las muestras tratadas mediante difraccién de rayos
X (DRX). La muestra de carb6n se molié en mortero de
dgata hasta -200 #Ty y se analizé en un difractometro
marca Rigaku Miniflex 1l, mediante el método paso a
paso, en el intervalo 26 entre 5°y 70°, tamafo del paso
de 0.01°, con un tiempo de conteo de 1 segundo. Los
minerales presentes en el carbén fueron cuantificados
mediante refinamiento de Rietveld, cuyas simulacio-
nes y calculos se llevaron a cabo en el programa X'Pert
HighScore Plus© y la base de datos PDF2.

Resultados

Durante la etapa de preparacion del inéculo, los mi-
croorganismos mantuvieron valores de pH y Eh maxi-
mos de 1.75 y 645 mV respectivamente, después de
5 dias en el agitador orbital. Sin embargo, estos para-
metros cayeron, hasta 1.35 y 470 mV en los ensayos
“Mina Vieja” y 1.45 y 480 mV en los ensayos “Vampi-
ro”, luego del primer ciclo de irrigacion de la etapa de
biodepiritizacion.

Proceso de biodepiritizacion

La figura 2 muestra el pH de los lixiviados antes y des-
pués de cada irrigacion, durante la etapa de biodepiri-
tizacion. En general, puede observarse que los ensayos
“Mina Vieja” (figura 2a) obtuvieron menores valores
que los ensayos “Vampiro” (figura 2b), donde la adi-
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cién de cisteina tuvo un efecto acidificante. En los pri-
meros 20 dias de proceso, cuando se reemplazaba la
mitad del lixiviado por agua destilada, el pH antes de la
irrigacion se incrementaba significativamente en todos
los ensayos, mientras que los valores después de la
irrigacion se mantuvieron en el rango de 1.38 £ 0.10
y 1.43 £ 0.07, en los ensayos “Mina Vieja” y “Vampi-
ro” respectivamente. Después del dia 20, aunque el
pH antes de la irrigacion variaba significativamente,
cuando se reemplazaba la mitad de solucién por agua
destilada, los valores luego de la irrigacion tuvieron un
ligero incremento respecto a los valores de los dias
previos.

La figura 3 muestra el comportamiento del Eh duran-
te la etapa de biodepiritizacion. A nivel general, los
ensayos no tuvieron diferencias en sus valores antes
y después de la irrigacion, en los primeros dias de pro-
ceso. A partir del dia 12, el Eh antes de la irrigacion
incrementé considerablemente para todos los ensa-
yos, especialmente “Vampiro” (Eh alrededor de 650
mV, figura 3b), mientras que los valores luego de la
irrigacion aumentaron con una pendiente menos pro-
nunciada, especialmente en los ensayos “Mina Vieja”
(figura 3a), que no superaron los 560 mV. Al vigésimo
dia, el reemplazo total de la solucion por agua des-
tilada, no afect6 los valores después de la irrigacion,
los cuales preservaron la misma tendencia. Después
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del vigésimo segundo dia y hacia el final del proceso,
los ensayos “Mina Vieja” ajustaron sus valores alrede-
dor de 550 mV vy los ensayos “Vampiro” alrededor de
570 mV. Por otra parte, la adicién de cisteina hizo que
los ensayos “Mina Vieja” alcanzaran valores mds altos
antes de la irrigacion que sus contrapartes sin el ami-
nodcido. En contraste, el aminoacido disminuyé ligera-
mente el Eh en los ensayos “Vampiro”.

La figura 4 muestra el hierro removido de los carbo-
nes durante todas las etapas del proceso. Todos los
ensayos presentaron remocion durante la etapa de
acidificacion, la cual fue mucho mayor en los ensayos
“Vampiro”. Durante la etapa de biodepiritizacion, se
observé un aumento continuo en el hierro removido
en todos los ensayos, aunque con una velocidad me-
nor que la observada en la etapa de acidificacion. A
partir de los ensayos con adicion de cisteina, puede
observarse que el aminoacido tuvo un efecto positi-
vo significativo sobre este parametro en los ensayos
“Mina Vieja”, mientras que en los ensayos “Vampiro”
solo se observo su efecto a partir del vigésimo sexto
dia. Por otra parte, en la etapa de lavado, el agua des-
tilada removio parte de hierro remanente de las etapas
anteriores.

La tabla 2 muestra los porcentajes de pirita oxidada
y sulfato removido para todos los ensayos al final de
todas las etapas del proceso. Los ensayos “Vampiro”
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Figura 2. Comportamiento del pH vs. tiempo antes (a) y después (d) de cada irrigacién en la etapa de biodepiritizacién, utilizando
0 mg Cys/L (0) y 60 mg Cys/L (C) en los ensayos: a) “Mina Vieja” (M) y b) “Vampiro” (V).
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Figura 3. Comportamiento del Eh vs. tiempo antes (a) y después (d) de cada irrigacién en la etapa de biodepiritizacién, utilizando
0 mg Cys/L (0) y 60 mg Cys/L (C) en los ensayos: a) “Mina Vieja” (M) y b) “Vampiro” (V).
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Figura 4. Comportamiento del hierro removido vs. tiempo
durante todas las etapas del proceso. M: “Mina Vieja”, V:
“Vampiro”, 0: 0 mg Cys/L, C: 60 mg Cys/L, Ac: etapa de aci-
dificacién y Ws: etapa de lavado.

obtuvieron mejores resultados que los ensayos “Mina
Vieja”. Por otra parte, la adicion de cisteina sélo tuvo
un efecto significativo sobre el carbon “Mina Vieja”,
incrementando la oxidacion de pirita en 14.9% vy la
remocion de sulfatos en 10.9%, respecto a la obtenida
en el ensayo sin adicion de aminodacido, mientras que
en los ensayos “Vampiro” estos porcentajes fueron de
6.39% y 0.95%.

Tabla 2. Pirita oxidada y sulfato removido al final de los
procesos. M: “Mina Vieja”, V: “Vampiro”, 0: 0 mg Cys/Ly C:
60 mg Cys/L.

Ensayo Pirita oxidada (%) Sulfato(z/(:;'n ovido
M-0 453 £0.8 433 +£2.2
M-C 52.0+1.2 48.1£0.9
V-0 57.9+23 80.3 +4.2
V-C 61.6 +2.5 81.2+2.8

Andlisis Mineraldgicos

La figura 5 muestra los difractogramas para las mues-
tras tratadas comparados con los espectros de los car-
bones originales. A nivel general, los difractogramas
de ambos carbones evidenciaron presencia de pirita
(FeS2), caolinita (ALSi2Os(OH)4) y cuarzo (SiO2), los
cuales, con excepcion del cuarzo, se expresan con
mayor intensidad en “Mina Vieja”. También se obser-
vO una curvatura en la linea base entre 20 = 13°-23°,
interpretada como debida a la fase amorfa del carbén
(Lu et al., 2001). Adicionalmente, “Mina Vieja” eviden-
ci6 jarosita (KFe;(SO4)2(OH)s), mientras que “Vampiro”
contuvo rozenita (FeSO4.4H,0). Una vez terminada la
experimentacion, todos los difractogramas de los car-
bones tratados mostraron disminucion en los picos

Ro V-0

Ka Ka \ Py Py Py
& s f\ %K\ajv Kay! a | Py PyKa Py e
/ M2 A2l sl ey mongna
1o 20 30 40 50 60 70

Posicion 20

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

de pirita y aparicion de pequefos picos de jarosita.
Adicionalmente los ensayos “Mina Vieja” presentaron
variaciones de los picos de caolinita, especialmente los
comprendidos entre 20° y 23°, mientras que en los
ensayos “Vampiro” se observé una desaparicion total
de rozenita.

La tabla 3 muestra las composiciones de los minerales
a partir del refinamiento de Rietveld de los difracto-
gramas de la figura 5, para las muestras originales y
tratadas, sin considerar la fase amorfa (Kniess et al.,
2012) y considerando el analisis quimico de azufre
piritico (tabla 1), con un indice de bondad de ajuste
(goodness of fit: GOF) alrededor de 1.1% y un pefrfil
residual ponderado (weighted residual profile: Rwp) por
debajo del 18%, que determinaron que el modelo de
refinamiento fue bueno para aceptar los valores obte-
nidos (Kniess et al., 2012; Simanjuntak & Sembiring,
2011). Los ensayos “Mina Vieja” presentaron una re-
duccién significativa en el porcentaje de caolinita. Por
otra parte, en los ensayos “Vampiro” se corroboré la
desaparicion de rozenita; sin embargo, no se aprecia-
ron variaciones significativas en el porcentaje de cao-
linita. Los ensayos con ambos carbones evidenciaron
un leve aumento del cuarzo y proporciones de jarosita
menores a 0.5%.

Discusién

Los resultados encontrados en este trabajo mostraron
que los componentes del carbon (caolinita, matriz or-
ganica, hierro no piritico) pueden afectar, en gran par-
te, la remocion de sulfatos y la biooxidacion de pirita.
Sin embargo, estos compuestos se pueden controlar
a partir todas las etapas ejecutadas para cada ensayo.

A nivel general, la acidificacién permitié eliminar hasta
un 80% del hierro no piritico de ambos carbones (fi-
gura 4), especialmente en los ensayos con el carbén
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Tabla 3. Porcentajes de caolinita y cuarzo en los carbones, antes y después del proceso en lecho empacado. M: “Mina Vieja”, V:
“Vampiro”, 0: 0 mg Cys/L, C: 60 mg Cys/L, Ja: Jarosita, Ka: caolinita, Py: pirita, Qz: cuarzo, Ro: Rozenita.

Muestra Py (%w) Ka (%w) Qz (%w) Ro (%w) Ja (%w)
Mein watar 7.50 28.86 1.69 - <0.50
M-0 4.11 17.73 2.51 - <0.40
M-C 3.60 18.20 2.47 - <0.40
Viin tratar 5.01 14.96 3.42 4.16 -
V-0 2.1 14.08 4.33 - <0.20
V-C 1.92 12.65 4.10 - <0.20

“Vampiro” (el cual presenté estos compuestos en ma-
yor proporcién, tabla 1). Esto es importante, debido a
que altas concentraciones de hierro pueden generar
sobresaturacion en la solucion lixiviante cuando la pro-
porcién carbén/liquido es alta, lo cual puede inducir
a la precipitacion de sales (hidroxi) sulfatos de hierro
insolubles (como jarosita), que afectarian el porcentaje
de biodesulfurizacion global al depositarse nuevamente
sobre la superficie del carbon (Cara et al., 2006, 2001).

Adicionalmente, el reemplazo de la mitad de la solu-
cion lixiviante por agua destilada, durante la etapa de
biodepiritizacién, pudo contribuir a que se observase
una remocion continua de hierro, sin notar caidas en
los valores (figura 4), puesto que ayud6 a mantener
una concentracion de hierro baja, evitando la precipi-
tacion de sulfatos (Cara et al., 2001). Por otra parte, la
etapa de lavado permitié remover una porcién de sa-
les de hierro remanentes luego de la biodepiritizacion.
Aunque la tabla 2 indicé que no todo el sulfato fue so-
lubilizado, probablemente porque las especies salinas
remanentes tenian un grado de solubilidad bajo (ej.:
jarosita, tabla 3), la concentracién de sulfatos de los
carbones tratados fue mucho menor (en comparacion
con el carbén original) lo cual aporta significativamen-
te al grado de desulfurizacién global.

Respecto a los valores de pH y Eh (figuras 2 y 3), se
observaron variaciones significativas antes y después
de la irrigacion. Para propésitos de analisis, los valores
antes de la irrigacion explican los procesos de biooxi-
dacion llevados a cabo por los microorganismos du-
rante su estancia en el agitador orbital, sin entrar en
contacto con el carbén; mientras que a partir de los
resultados después de la irrigacion se pueden explicar
los fendmenos ocurridos dentro de la columna, res-
pecto a las interacciones entre el carb6n y los microor-
ganismos, mas la solucién lixiviante remanente que
fueron adsorbidos.

Comportamiento del pH — Etapa de biodepiritizacion

Aunque la solucion antes de la irrigacion presentaba
valores variables y altos en todos los ensayos (especial-

mente cuando se hacia reemplazo por agua destilada),
el comportamiento después de la irrigacion mantuvo
valores dentro de un rango estable en la mayor parte
del proceso (figura 2). Teniendo en cuenta los meca-
nismos de biooxidacién de pirita (Sand et al., 2001), se
puede deducir que los microorganismos presentes en
la solucion adsorbida por el lecho empacado fueron
capaces de producir suficientes iones H*, para acidifi-
car el proceso y contrarrestar cualquier aumento en el
pH, generado por la biooxidacién de iones Fe?* y/o las
interacciones con la caolinita presente en los carbones
(Malik et al., 2004; Panda et al., 2010).

Hay que tener en cuenta que el reemplazo de una
porcion de la solucion por agua destilada, ademas de
controlar la concentracion de hierro, también pudo
evitar que el sistema sufra una acidificacién excesiva,
manteniendo los valores en un rango idéneo para los
microorganismos. Esto es importante, pues si el pH
se acerca a 1 puede ocurrir inhibicién de la actividad
bacteriana de A. ferrooxidans, los microorganismos en-
cargados de la biorregeneraciéon de iones Fe3", nece-
sarios para la oxidacion de pirita (Caicedo et al., 2011;
Daoud & Karamanev, 2006; Nemati et al., 1998). Cabe
sefalar que los valores ligeramente menores de pH
después de la irrigacion, en los ensayos con adicion
de cisteina, fueron debidos en parte a la acidez apor-
tada por este aminoacido (Rojas-Chapana & Tributsch,
2000), lo cual pudo influir sobre la mayor velocidad
de remocién de hierro, especialmente senalada para el
ensayo “Mina Vieja” en la primera etapa del proceso y
para “Vampiro” en la segunda (figura 4), aunque no in-
fluyé significativamente sobre la remocion de sulfatos
en el carbon (tabla 2).

Comportamiento del Eh — Etapa de biodepiritizacion

Los resultados obtenidos antes y después de la irri-
gacion (figura 3) dan indicio que el carbon regulo la
biooxidacion de iones Fe?*, puesto que el Eh explica
los cambios en la razén Fe*/Fe?* dentro del proceso
(Meruane, 2002). Al comparar el comportamiento de
este parametro entre todos los ensayos (figura 3), la
disminucion significativa del valor del inéculo libre de
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carbon al dia 0 y la tendencia por debajo de 500 mV
antes y después de la irrigacion en los primeros 4 dias
denotan una reduccion en la velocidad de biooxida-
cién de iones FeZ", frente al consumo de iones Fe3*
en la oxidacién de pirita, lo cual pudo generar la razén
Fe3*/Fe?" baja en la solucion adsorbida en el lecho
empacado. En cambio, en el lixiviado que se llevaba
al agitador orbital, libre del efecto del carbon, el mi-
croorganismo probablemente recuperé su actividad
original.

Respecto al efecto del carbén, dos componentes del
material pueden ser los responsables de reducir la ac-
tividad bacteriana: (i) la caolinita, por liberar concen-
traciones de aluminio durante su interaccion con los
iones H* de la solucién, que pueden ser téxicas para
los microorganismos (Malik et al., 2004; Panda et al.,
2010) vy (ii) la matriz organica, por desprendimiento
de compuestos organicos toxicos para las bacterias,
friccion y colision entre particulas, que pueden cau-
sar dafo celular o limitaciéon del oxigeno disuelto
(Acharya et al., 2001; Beyer et al.,, 1986; Caicedo &
Marquez, 2013; Loi et al., 1994; Malik et al., 2004; Ryu
etal., 1993).

En cuanto al efecto de la disolucion de caolinita (ta-
bla 3), podria asumirse que la presencia de iones APP*
en la solucion de irrigacion se mitigaba, cuando se re-
emplazaba una parte de esta por agua destilada, lo
cual reducia la toxicidad generada en la medida que
avanzaba el proceso, permitiendo un incremento en
la actividad bacteriana. Esta pudo ser una de las razo-
nes por las cuales la solucion recolectada después de
la irrigacion alcanzaba altas razones de oxidacion de
iones Fe?* a partir del doceavo dia, cuando se llevaba
al agitador orbital.

Adicionalmente se observd que los ensayos “Vampi-
ro”, cuya proporcion de caolinita fue menor y reporto
una minima lixiviacién de la misma (tabla 2), presenta-
ron incrementos mas altos en el potencial de 6xido-re-
duccion en la solucion después de la irrigacion durante
todo el proceso, con una diferencia significativa desde
los primeros dias, respecto a los resultados obtenidos
para los ensayos “Mina Vieja” (figura 3). Esto quiere
decir que a menor cantidad de caolinita (tabla 3) hay
menos cantidad de iones AIP* lixiviados, permitiendo
que la actividad bacteriana en la regeneracion de io-
nes Fe3* se vea menos inhibida. Lo anterior, evidencia
la probable relacién existente entre la velocidad de re-
generacion de iones Fe3* y la proporcién de caolinita
de los carbones. Sin embargo, aunque la caolinita no
tuvo un mayor efecto sobre el proceso en los ensayos
“Vampiro”, los resultados encontrados evidencian la
influencia por parte de la matriz organica.

Es importante tener en cuenta que, en un lecho empa-
cado, el material se encuentra estatico (sin agitacion),
por lo que las interacciones de colision y deslizamiento
entre particulas, observadas en procesos de biodesul-
furizacion en suspension (Beyer et al., 1986; Loi et al.,

1994; Ryu et al., 1993), se anularian en su totalidad.
Por lo tanto, los microorganismos adsorbidos dentro
del carb6on no incurririan en inconvenientes como
rompimiento celular, incluso permitiéndoles adherirse
dentro del material. Adicionalmente, en estos proce-
sos existiria una minima probabilidad de desprendi-
miento de microparticulas de compuestos organicos,
inhibidores de microorganismos acidéfilos. Incluso, al-
gunos remanentes de la superficie de los granos luego
de la molienda del material pudieron desaparecer du-
rante la etapa de acidificacion (Loi et al., 1994; Malik
etal., 2004). Teniendo en cuenta lo anterior y con base
estudios de biooxidacion de pirita en pilas (Bennett &
Ritchie, 2004; Bouffard & Dixon, 2009), el efecto de la
matriz orgdnica si pudo incidir sobre la transferencia
de oxigeno disuelto, pudiéndose crear gradientes de
concentracion del gas a lo largo de la columna, que
reducirian la cantidad disponible durante la oxidacién
del sulfuro, implicando otra probable causa de la dis-
minucién de la velocidad de biooxidacion de iones
Fe?*, en comparacion al proceso que se lleva a cabo
en la solucion cuando esta en el agitador orbital (Cai-
cedo et al., 2011).

En cuanto a los ensayos con adicién de cisteina, se
observé una disminucion en el Eh cuando se reempla-
zaba la mitad de la solucién por agua destilada (figura
3). Probablemente se debi6 a la adicién de aminoa-
cido fresco, en ese instante de tiempo, la cual tuvo
un efecto reductor sobre los iones Fe3*. No obstante,
esto no afectaba los valores después de la irrigacion,
ni durante la etapa donde no se hacia el cambio de
solucién, indicando un efecto adsorbente del carbén
sobre el aminodcido (Jackson, 1970; Linares-Solano et
al., 2000; Teng et al.,, 1998). Lo anterior también da
indicio que los iones Fe3* de la solucién irrigada no
son los que predominan sobre la biooxidacion de pi-
rita, sino las interacciones que ocurren en la solucion
adsorbida dentro de la columna.

Es importante sefalar que el ensayo “Mina Vieja” pre-
senté un incremento en la razén Fe**/Fe?* antes de
la irrigacion, mas no tuvo variaciones en los valores
después de la irrigacion respecto al ensayo sin ami-
noacido (figura 3). Se sabe que A. thiooxidans no oxida
pirita, pero en sistemas similares al de los experimen-
tos puede degradar cisteina (Kodama & Mori, 1968).
Podria pensarse que los compuestos producidos a
partir de la cisteina degradada pudieron fortalecer la
resistencia de A. ferrooxidans a la toxicidad generada
por los iones AI** (solubilizados de la caolinita), lo cual
permitiria incrementar la velocidad de regeneracion
de iones Fe** en solucion.

Ala fecha, y a excepcion de este trabajo, no existen re-
portes que demuestren que las interacciones cisteina-
A. thiooxidans intra o extracelulares puedan mejorar
las defensas de los microorganismos acidofilos frente
a la toxicidad del aluminio, ni muchos menos que pue-
da ser traspasado a bacterias en consorcio como A.
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ferrooxidans. Sin embargo, en estudios botanicos re-
cientes, se ha observado cémo las células vegetales
pueden resistir altas concentraciones de aluminio en
suelos acidos, mediante degradacion de cisteina por
enzimas L-cisteina desulfhidrasas, las cuales producen
sulfuro de hidrégeno (H:S), que bloquea la toxicidad
de los iones AP (Chen et al.,, 2012; Fu et al., 2013).
Debido a que la accion téxica del aluminio hacia los
microorganismos aciddfilos es similar a la de las células
vegetales, de acuerdo con su rango taxonémico es-
perado, se sugiere que A. thiooxidans pudo ser capaz
de llevar a cabo el mecanismo de reaccién de la ruta
L-cisteina desulfhidrasa en los ensayos de este trabajo
(Caspi et al., 2010), permitiendo asi reducir la inhibi-
cién por la presencia de caolinita.

El proceso se explicaria hipotéticamente de la siguiente
forma: (i) cuando se irrigaba la solucién lixiviante (con-
teniendo cisteina), la caolinita y la matriz organica del
carbén, al encontrase en mayor proporcion que la piri-
ta, adsorberian una cantidad considerable de aminoa-
cido, lo que reduciria su interaccién con el sulfuro. (ii)
A pesar de que el aminodcido fuera adsorbido sobre la
matriz organica y la caolinita, podria haber sido degra-
dado por A. thiooxidans, produciendo los compuestos
que ayudarian a mitigar la toxicidad de los iones AIP*.
(iii) Al tratarse de un proceso en lecho empacado, la
concentracion de los compuestos producidos a partir
de la degradacion de cisteina no habria sido uniforme
en los diferentes puntos de la columna (Bennett & Rit-
chie, 2004; Bouffard & Dixon, 2009), lo cual reduciria
su efecto en algunas zonas. No obstante, después de
lairrigacion, su solubilizacion permitiria mitigar el efec-
to de los iones A" en la solucién cuando se llevo al
agitador orbital, puesto que bajo agitacion la concen-
tracion si serfa uniforme.

Por otra parte, en el ensayo “Vampiro” con adicién
de cisteina, el aminoacido parecié no tener un efecto
positivo sobre los valores de Eh. Como se explicé ante-
riormente, la solubilizacion de caolinita en los ensayos
con este carbén fue minima (tabla 3), y probablemen-
te las concentraciones de iones AI** lixiviadas no afec-
taron notablemente la biooxidacién de iones Fe?*, por
lo que el efecto de la adicion de cisteina seria menos
significativo.

Comportamiento del hierro removido y oxidacion de
pirita — Etapa de biodepiritizacion

La remocion considerable de hierro durante la etapa
de acidificacion (figura 4) puede atribuirse a lixiviacion
de gran parte del hierro no piritico (tabla 1). Por lo
tanto, los cambios observados durante la biodepiriti-
zacion pueden relacionarse principalmente a la oxida-
cion de pirita.

Al comparar el porcentaje de hierro removido total de
todos los ensayos (figura 4) respecto al porcentaje de
pirita oxidada (tabla 2), pudo observarse que la solu-

bilizacion de este elemento fue parcial. Esto también
coincide con el porcentaje de sulfato removido del
carbon (tabla 2), indicando la probable generacion de
precipitados de hierro producto de la oxidacién de pi-
rita (Daoud & Karamanev, 2006). No obstante, ya que
la remocioén de hierro presenté una tendencia conti-
nua (figura 4), sin mostrar caidas en los valores, y hubo
una reduccion del sulfato inicial (tabla 2), puede dedu-
cirse que la precipitacion de los productos de oxida-
cion de pirita en la interfase liquido-sélido fue menor a
la cantidad que se lixiviaba en cada irrigacion.

Los incrementos observados por la adicion de cisteina
fueron bajos comparados con los obtenidos por otros
autores, en ensayos con pirita pura de fino espesor
(Rojas-Chapana & Tributsch, 2000). En un proceso de
biodesulfurizacion, la distribucion heterogénea de for-
ma y tamano de la pirita puede reducir el comporta-
miento cinético de las interacciones del aminodcido
con el sulfuro, asi como su adsorcion sobre los com-
puestos del carbén. No obstante, al ver que la cisteina
tuvo un mejor efecto sobre los ensayos con el carbén
“Mina Vieja”, probablemente su accién es mas rele-
vante cuando la concentracién de iones AIP* afecta la
actividad bacteriana, donde el efecto mitigante de las
interacciones A. thiooxidans-cisteina jugaria un papel
importante.

Conclusiones

Los componentes del carbon (principalmente la matriz
orgdnica y la caolinita) jugaron un papel importante
en los procesos de biodepiritizacion mediados por A.
ferrooxidans, principalmente como controladores de la
proporcién Fe3*/Fe?*, influyendo directamente sobre
la oxidacion de pirita. En este trabajo, la caolinita en
el carbon pudo ser el componente que mas limité la
velocidad de la biorregeneracién de Fe?*, mediada por
A. ferrooxidans, ya que, su disolucién en medio aci-
do liberarfa iones Al**, los cuales, son téxicos para los
microorganismos en altas concentraciones, lo que re-
percutiria negativamente sobre los porcentajes de oxi-
dacion de pirita, afectando la eficiencia del proceso.

En cuanto a la adicion de cisteina, se observd que,
aunque mejora el indice de oxidacion de pirita, pierde
efecto en presencia de carbon, al compararse con re-
sultados de trabajos de otros autores en pirita pura. La
caolinita y la matriz organica del carb6n pudieron ad-
sorber el aminoacido, reduciendo la probabilidad de
que interactde con el sulfuro. No obstante, A. thiooxi-
dans, presente en el consorcio, pudo haber roto los
enlaces entre el carbén vy la cisteina adsorbida, produ-
ciendo compuestos que evitaron los efectos téxicos
de los iones AI** (lixiviados de la caolinita). Se requiere
el uso de técnicas analiticas a nivel molecular que per-
mitan ver de forma directa, si efectivamente ocurri6 el
escenario supuesto en este trabajo. Esto también ayu-
daria a entender qué aditivos especificos se pueden
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utilizar en presencia de diferentes tipos de materiales
o minerales a tratar.

Aunque no se obtuvieron incrementos en la oxidacion
de pirita similares a los reportados para pirita pura,
este trabajo es un indicio de cémo la combinacion de
ciertos compuestos, en presencia de microorganismos
acompanantes en el consorcio, pueden mejorar la ve-
locidad y la cinética del proceso en ambientes poco
favorables.
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