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Resumen

A nivel de erlenmeyer, se evaluaron procesos de biodesulfurizaciéon de un
carbon rico en azufre con un tamafo de particula entre 0,24 cm — 0,06 cm,
empleando consorcios bacterianos de cepas compatibles con Acidithiobacillus
ferrooxidans y compatibles con Acidithiobacillus thiooxidans. Se analizaron
los principales factores fisicoquimicos que pueden influir, con monitoreos de
pH, potencial redox en el liquido lixiviante y sulfato en solucion y precipitado,
producido a partir de compuestos reducidos de azufre presentes en el carbon
y en el medio. De acuerdo con los resultados obtenidos, se alcanz6 71,50%
de sulfato producido con relacion al maximo posible después de 16 dias de
proceso. Estos resultados son claves para la escogencia de cepa a la hora de
trabajar procesos de biodesulfurizacion a escala mayor.

----- Palabras clave: Biodesulfurizacién, carbén, azufre inorganico,
consorcio bacteriano

Abstract

In a flask, biodesulfurization processes of a coal with high sulfur content
were evaluated. The particle size of coal ranged between 0.24 cm — 0.06
cm. The processes used consortiums compounds by Acidithiobacillus
ferrooxidans like bacteria + Acidithiobacillus thiooxidans like bacteria. In
the biodesulfurization processes, the principal factors like pH, redox potential
and sulfate in solution and precipitated, produced from sulfur compounds
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reduced in the coal and medium were analyzed. According to the results a
71.50% of sulfate produced with respect to the maximum possible was
obtained after 16 days of processing. These results are key to select cultures
for biodesulfurization process in a larger scale.

----- Keywords: Biodesulfurization, coal, inorganic sulfur, bacterial

consortium

Introduccion

El carbon es la segunda fuente energética en im-
portancia en el mundo después del petrdleo y es
el principal combustible empleado en la industria
metalargica: cerca del 70% de la produccion de
acero depende del carbdn [1]. Este recurso ener-
gético tiene tanto compuestos organicos como
inorganicos [2]; entre estos materiales se puede
encontrar azufre tanto inorganico (azufre piriti-
co principalmente) como organico [3], que juega
un papel importante en casi todos los sistemas de
utilizacion del carbdn, en especial los utilizados
en procesos de combustion, donde se generan
compuestos volatiles sulfiricos en su mayoria
SO,, que se encuentra dentro del grupo de sustan-
cias mas toxicas que polucionan la atmosfera [4],
siendo uno de los precursores en la formacion del
fenomeno conocido como lluvia acida [5, 6, 7].
Se considera que el mejor método para limitar la
cantidad de 6xidos de azufre emitidos a la atmos-
fera, consiste en reducir la cantidad de azufre (or-
ganico e inorganico) presente en el carbon, antes
de su combustion [8].

Entre los procesos de desulfurizacion tradiciona-
les, los métodos fisicos son incapaces de remover
completamente el azufre [9], por lo cual se han
desarrollado muchos procesos de desulfurizacion
quimicos y fisico-quimicos; aunque con estos
métodos se logran mayores tasas de reduccion,
sus costos son altos y por lo general implican la
generacion de residuos y efluentes contaminantes
ademas de la disminucién de algunas propieda-
des coquizantes del carbon [7].

En la bsqueda de nuevas tecnologias para eli-
minar el azufre del carbon, los métodos biold-
gicos han despertado mayor interés, debido a su
simplicidad de disefio y construccion, ademas
de las multiples ventajas que posee [3, 4, 10].

La biodesulfurizacién basada en mecanismos de
biolixiviacion, consiste en una oxidacion de sul-
furos metalicos insolubles catalizada por micro-
organismos acidofilos en un medio acuoso, para
volverlos solubles en forma de sulfatos [11-13].

Se han estudiado y evaluado a nivel de labora-
torio diferentes factores fisicoquimicos (pH, OD,
temperatura, concentracion de hierro en el lixivia-
do, etc.) y bioldgicos (tipo de indculo de microor-
ganismos y su perfeccionamiento), buscando una
alternativa para su aplicacion a nivel industrial
[11], con el fin de avanzar en el conocimiento de lo
que ocurre en los procesos biohidrometalurgicos,
aumentando posiblemente la eficiencia en dichos
procesos y por ende la utilizacion y posible adop-
cion de estas tecnologias como solucion alternati-
va para uno de los principales problemas ambien-
tales en la industria minera del carbon. Uno de los
factores importantes que influye en la eficiencia
de los procesos es la seleccion y adaptacion de los
microorganismos que mejor se desempefien en un
proceso sobre un carbon determinado. El enfoque
de este trabajo es evaluar consorcios de microor-
ganismos acidofilos, sobre un proceso de biodes-
ulfurizacion. Se pretende obtener un mecanismo
que permita seleccionar cultivos que brinden una
alternativa bioldgica para la utilizacion de carbo-
nes ricos de azuftre.

Experimentaciéon

Caracterizacion del carbén

El carbon utilizado fue muestreado de mantos de
la mina La Angostura ubicada en el municipio
de Morales, Cauca. Este carbon se escogio por
su alto contenido de azufre. Después de uno o
varios cuarteos sucesivos, se redujo el tamafio de
particula mediante trituradora de mandibula, con
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el fin de preparar las muestras para el proceso de
biolixiviacion El rango de tamaifios escogido esta
comprendido entre malla % (1,90 cm) y malla

30 (0,06 cm). Los analisis inmediatos, poder
calorifico y formas de azufre son mostrados en
la tabla 1.

Tabla 1 Analisis inmediatos, poder calorifico y formas de azufre del carbon muestreado mina La Angostura (base

himeda)
Unidades Meétodo utilizado

Azufre total® % 7,37 ASTM D 4239
Azufre piritico® % 4,63 ASTM D 2492-02
Azufre orgénico? % 2,43 ASTM D 2492-02
Azufre sulfatos® % 0,33 ASTM D 2492-02
Humedad residual % 2,60 ASTM D 3173
Cenizas® % 16,50 ASTM D 3174
Materia volatil® % 38,10 ISO 562
Carbono fijo¢ % 42,80 ASTM D 3172
Poder calorifico base bruta® callg 6341 ASTM D 5865

Los equipos utilizados para los analisis fueron: a. Determinador de azufre LECO SC-132, b. Espectrofotometro GENESYS UV 10, c. Estufa
de secado Preiser Scientific TMO-694, d. Mufla Terrigeno D8-Serie 381 y e. Calorimétrico automatico IKA-Werke C5003.

Adaptacién de microorganismos

Del cepario del Laboratorio de Biomineralogia
de la Universidad Nacional de Colombia,
Sede Medellin, se tomaron 5 aislados nativos
preseleccionados, provenientes del depdsito
de carbon de la mina “La Angostura”, de los
cuales 3 son compatibles con Acidithiobacillus
ferrooxidans, denominados F, F, y F, y 2
compatibles con Acidithiobacillus thiooxidans,
denominados T, y T,., las cuales se activaron
metabolicamente en medio de cultivo liquido
T&K y 9K respectivamente [14, 15], tomando
10% v/v de indculo, con una concentracion
celular entre 107-10° células/ml, para un volumen
de trabajo de 200 ml en cada caso. Las células
fueron contadas en camara de Neubaiier. Para la
adaptacion de los microorganismos compatibles
con A. ferrooxidans, se prepar6d la solucion de
medio T&K modificado, empleando 5% v/v de
una solucién de FeSO,.7H,O al 33,33% w/v.
Para los microorganismos compatibles con A.
thiooxidans, se prepard la solucién de medio
9K con 1% w/v de azufre. En ambos casos fue
empleado 10% in6culo con una concentracion
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media entre 107-10% células/ml y 5% w/v de
carbon, con tamafio de particula entre 1,90 cm
- 0,96 cm. Se utilizdo un volumen total de 200
ml, en erlenmeyers de 500 ml. Seguidamente se
tom6 10% v/v de in6culo del anterior cultivo y
se agrego6 a medio fresco, con 5% w/v de carbdn,
con tamafio de particula entre 0,96 cm - 0,24 cm,
incubandose igual que el primero. Este proceso
se repitid para carbon con tamafio de particula
comprendido entre 0,24 cm — 0,06 cm. Una vez
se llegd al tamafio de particula mas pequefo, se
procedi6 a reducir la fuente de energia en cada
medio de cultivo, agregando igual cantidad de
carbon sin variar el tamafio de particula.

Condiciones de biodesulfurizacion

Se evaluaron todas las combinaciones de
microorganismos T, + F, posibles, por un periodo
de 16 dias. La preparacion del consorcio fue
hecha en un medio que contiene las sales basales
del medio 9K, carbdn con un tamafio de particula
entre 0,24 cm — 0,06 cm y las proporciones de
sulfato ferroso y azufre de la ultima etapa de
adaptacion, para cada tipo de cepa. El in6culo se



prepar6 agregando 5% v/v de la cepa compatible
con A. ferrooxidans, y 5% v/v de la compatible
con A. thiooxidans. Fueron utilizadas las
mismas condiciones de trabajo que en la fase de
adaptacion. Cada ensayo se realizo por duplicado
y adicionalmente se prepard un control negativo
con ausencia de bacterias.

Se realizaron monitoreos cada dos dias de pH,
potencial redox (Eh) mediante el uso de un equipo
SCHOTT Handylab, con un electrodo de Eh de
Ag/AgCl y un electrodo de pH con electrolito
de KCl, cada 4 dias sulfatos en solucion, en un
espectrofotometro marca GENESYS UV 10, bajo
lanorma 4500 SO,*, por el método turbidimétrico
[16], con un error analitico del 4,25%.

Al finalizar cada ensayo, el s6lido remanente se
tratdé con acido clorhidrico 4 N, a fin de extraer
los sulfatos precipitados y calcular la proporcion
de estos en el carbon. Fue calculada la cantidad
de sulfato producido total disuelta en el medio al
finalizar el proceso, a partir de la concentracion
de sulfato en solucion menos la concentracion de
sulfato inicial. Finalmente, se sumaron los dos
valores para obtener el total de sulfato producido.

Resultados y discusién

La figura 1 muestra el comportamiento del pH
durante la biodesulfurizacion. Puede apreciarse
un incremento en el pH durante los primeros dos
dias de operacion, posiblemente debido a laaccion
de sales de carbonatos presentes en el carbon, que
aportarian alcalinidad al medio [17], otra causa
que puede contribuir a este aumento, con base
en los mecanismos indirectos propuestos en la
literatura, es el consumo de protones por parte
de las bacterias, necesario para la generacion de
los iones férricos en la solucion, sin embargo el
hecho de que el pH disminuya con el tiempo es
causado por la generacion de acido sulflrico en
la biooxidacion de la pirita y oxidacion del azufre
elemental, como es de esperarse para este tipo de
bioprocesos, [15, 18]. A lo largo del proceso el
pH disminuye, hasta alcanzar valores alrededor
de 1,5, favoreciendo una mejor lixiviacion
del azufre oxidado como sulfato [11]. Con el
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potencial redox (figura 2), se observo lo contrario,
aumentando hasta alcanzar valores por encima
de 600 mV, indicando una buena actividad de
la cepa bacteriana a las condiciones del sistema.
Durante el proceso, el valor de potencial redox se
mantuvo sobre 600 mV, indicando de nuevo una
persistencia en la actividad de la cepa adaptada
al proceso de biodesulfurizacion, acorde con
lo reportado por otros autores en la literatura
[17,19].
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Figura 1 Comportamiento del pH vs. tiempo para

cada ensayo durante el proceso de biodesulfurizacion

de carb6n
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Figura 2 Comportamiento del Eh vs. tiempo para
cada ensayo durante el proceso de biodesulfurizacion
de carbén

Los resultados obtenidos mostraron que
ambas cepas actuaron en el proceso. Reportes
en la literatura anotan que, en un proceso de
biooxidacion empleando un consorcio similar,
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valores altos de potencial redox se pueden deber
a la presencia de A. ferrooxidans y la rapida
disminuciéonde pH alapresenciade 4. thiooxidans
[14]. En general, los consorcios presentaron un
comportamiento similar entre ellos. A lo largo
del proceso, en el control negativo los valores de
Eh disminuyeron por debajo de 250 mV y el pH
aument6 por encima de 4, indicando que no hubo
indicios de actividad en ausencia bacteriana.

A diferencia de los reportes en la literatura, donde
la oxidacion de pirita se evaltia con base en la
lixiviacion de hierro, para este caso se optd por
un método diferente, el cual se consideré mas
directo y rapido, a la hora de evaluar la capacidad
oxidativa de las bacterias de los compuestos
reducidos de azufre en el medio (pirita en el
carbon y azufre elemental); consiste en calcular
la cantidad de sulfato producido durante el
proceso, en cada medio de cultivo, enrelacion a la
cantidad maxima de sulfato que se puede producir
a partir de compuestos inorganicos reducidos de
azufre y sulfato remanente en el carbon, como se
muestra en la tabla 2. La base de calculo fue 10
g de carbon y 500 mg de azufre elemental, las
cantidades agregadas a cada ensayo.

Tabla 2 Cantidad de sulfato maximo que se puede
producir en los cultivos, con base en los compuestos
que contienen azufre inorganico en el medio (base de
calculo= 10g)

Sulfato maximo S piritico (g) 1,389
Sulfato maximo S sulfato (g) 0,099
Sulfato méximo S (g) 1,500
Sulfato méximo total (g) 2,988

La figura 3 muestra el comportamiento de la
concentracion de sulfato en solucion menos la
concentracion de sulfato inicial (ASO,*) con
el tiempo. En general, durante los primeros 4
dias del proceso se observo una precipitacion
de sulfatos del medio de cultivo, interpretada
en relacion al aumento de pH en esa etapa del
proceso. Sin embargo, con el transcurso del
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proceso la concentracion subid, mostrando una
clara actividad oxidativa de la pirita por parte de
los microorganismos, ya que el control no mostro
aumento en la concentracion. Los bioensayos
T +F, y T,+F,, presentaron mayor produccion de
sulfato respecto a los demas.
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Figura 3 Comportamiento del sulfato producido
vs. tiempo para cada ensayo durante el proceso de
biodesulfurizacion de carbon

La tabla 3, muestra el porcentaje de sulfato
producido para los diferentes ensayos respecto
al maximo posible. Con relacion a la cantidad
de sulfato en el precipitado, se pudo ver que
la cantidad precipitada es inferior al 6% del
total para todos los casos. Esto concuerda con
lo sugerido por otros autores para procesos
de biodesulfurizacion de carbones, los cuales
aseveran que en ambientes mas acidos, como
es el caso de los consorcios en este trabajo, se
disminuye la precipitacion de sulfatos [7]. Los
bioensayos con T +F, presentaron el mayor
porcentaje de produccion, con un 71,4993% en
promedio. Ademas puede observarse que F, tuvo
una mejor simbiosis con la cepa T , con relacion
al consorcio T, +F,, donde se obtuvo el 60,2510%
en promedio de produccion de sulfato.

Algunas investigaciones se ha deducido que, no
se tiene evidencia directa de que 4. thiooxidans,
oxide pirita, ya que en la mayoria de ensayos
se utiliza azufre elemental como sustrato y
este se convierte en el principal aportante de
acido sulfurico al medio [20]. Se piensa en
A. thiooxidans como una ‘“ayudante” de A.



ferrooxidans cuando se trabajan en consorcio,
cuya labor consiste en mantener un pH bajo, que
puede mejorar el proceso de biodesulfurizacion,
al generar condiciones donde la precipitacion de
jarosita y otros sulfatos de hierro es en principio
reducida [14].

Tabla 3 Sulfato producido lixiviado en cada ensayo
con relacion al maximo posible, al finalizar el proceso
de biodesulfurizacion

Ensayo %_S (_)4 _%S_O“ %So‘f
precipitado lixiviado producido
T +F, 5,5221% 50,7028%  56,2249%
T,+F, 5.2711% 55,9036%  61,1747%
T+F, 3,8487%  67,6506% 71,4993%
T,+F, 5,3213% 46,3387%  51,6600%
T,+F, 4,9364% 63,1158%  68,0522%
T,+F, 4,9531% 95,2979%  60,2510%

A partir del ensayo donde se obtuvo mayor
produccion de sulfatos, se quiso saber cuanto
de ese compuesto venia del azufre piritico. Se
hizo un montaje con las mismas condiciones
que los anteriores, pero sin adicion de azufre
elemental. Al finalizar el proceso, se encontrd
un equivalente de 67,7505% de pirita oxidada.
Reportes en la literatura en procesos similares,
muestran remociones de azufre entre 80% - 90%
en ensayos a nivel de erlenmeyer [17, 19], sin
embargo estos fueron desarrollados con tamafios
de particula méas finos (menores a 45 mm), que
los empleados en este estudio (0,24 cm — 0,06
cm). Es importante tener en cuenta que en
procesos de biodesulfurizacion como los de lecho
empacado, los tamafos de particula son mayores
a 0,05 cm [21], por eso los ensayos desarrollados
permiten determinar el grado de remocidn que se
puede alcanzar en tamaiios de particula mayores,
utilizando bacterias adaptadas a un tamafio de
grano mayor.

Conclusiones

La etapa de seleccion y adaptacion de microor-
ganismos permitio evaluar las cepas que se acos-
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tumbraron mejor a los ambientes donde se lleva-
ron a cabo los procesos de biodesulfurizacion de
carbon. El consorcio bacteriano 4. ferrooxidans
+ A. thiooxidans favorece la reduccion de jaro-
sitas y otros sulfatos precipitados al generarse un
ambiente cooperativo entre ambos microorga-
nismos, reflejando posibles interacciones sinér-
gicas entre las especies. Esta experiencia es un
comienzo en la investigacion de las condiciones
que pueden alterar el proceso con relacion al ma-
nejo de los microorganismos involucrados.
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