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RESUMEN

En este estudio se evalud la influencia de la relacién inicial de Fe’*/Fe*" en el proceso
de biodesulfurizacion de una muestra de carbon. Se utilizé un medio de cultivo em-
pleando una cepa de Acidithiobacillus ferrooxidans con una concentracion inicial de
hierro total de 1200 mg/L, variando las proporciéon Fe3*/Fe?" entre 80:20, 50:50 y 20:80
respectivamente. Se utilizé un tamano de particula pasante de malla 60 (dp<246 pm).
Se analizaron los principales factores fisicoquimicos que pueden influir, con monitoreos
de pH y potencial redox en el liquido lixiviante y mediciones de concentracion de hierro
total, Fe** y Fe?* en solucion. De acuerdo con los resultados obtenidos, los experimen-
tos 50:50 y 20:80 mostraron mayor eficiencia, presentando los mayores porcentajes
de biolixiviacion de hierro en solucion, alcanzando 65% y 74% respectivamente de
oxidacion de pirita después de 14 dias de proceso.
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ABSTRACT

In this study there was evaluated the influence of the initial relation of Fe**/Fe?" in a
process of biodesulfurization of a coal sample. We used a culture medium and a strain
of Acidithiobacillus ferrooxidans, with an initial concentration of 1200 mg/L total iron,
varying the Fe3*/Fe?" ratio between 80:20, 50:50 and 20:80. It was used a particle size
minus 60 mesh (dp<246 um). The process was monitored by periodic measures of pH,
redox potential, concentration of total iron, Fe>" and Fe2" in solution. According to the
obtained results, experiments using proportions Fe3*/Fe* of 50:50 and 20:80 showed
better efficiency, presenting the highest percentages of bioleaching of iron in solution,
reaching respectively 65% and 74% of oxidation of pyrite, after 14 days of process.
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INTRODUCCION

La primera crisis petrolera de los afios 70 de-
mostrd que sigue siendo importante el carbon como
fuente de energia. La reserva de este material es, sin
duda, la mas abundante de todos los combustibles
solidos y, aunque hay limitaciones ambientales cada
vez mas estrictas para su utilizacion, las previsiones
apuntan a su consumo (Bauer 1986).

El principal problema asociado la combustion
de carbon, bajo cualquier concepto, es la proteccion
del ambiente, ya que se emiten gases contaminantes
provenientes de la presencia de otros minerales
asociados como la pirita (FeS,) (Eligwe 1988). El
dioxido de azufre es el gas emitido mas importante
y junto con los 6xidos de nitrégeno son los princi-
pales responsables de la lluvia acida. Es por esta
razon que muchos de los proyectos de investigacion
actuales estan dirigidos al desarrollo y mejora de
métodos para remover el azufre del carbon por
diferentes vias (fisicas, quimicas o bioldgicas)
(Blazquez 1993).

El proceso de biodesulfurizacion es autorregene-
rador del catalizador, y con base en el mecanismo de
reaccion implicito en el proceso, también se genera
el medio 4cido necesario para que se lleve a cabo
la reaccion (Rawlings 2005, Sand y Gehrke 2006);
ademas podria proporcionar rutas alternativas para el
proceso de conversion y limpieza del carbon (desul-
furacion) (Malik et al. 2001).

El azufre en el carbon estd presente en formas
orgénicas e inorganicas. Las formas organicas pueden
ser alifaticas y aromaticas o heterociclicas. El azufre
inorgénico en el carbon esta predominantemente en
forma de sulfuros metalicos y sulfatos (SO4>). La
pirita (FeS,) es generalmente la forma inorgédnica de
azufre mas abundante en el carbon.

Los cristales de pirita estan distribuidos al azar
en toda la matriz del carbon (Malik ef al. 2001) y se
oxidan quimicamente en soluciones acuosas cuando
se expone al i6n férrico (Ec. 1), al acido y al oxigeno,
que estan presentes de manera natural en el medio y
que son regenerados continuamente por las bacterias
oxidantes de hierro/azufre (Ec. 2) (Ossa ef al. 2005,
Akcil et al. 2007).

FeS, +14Fe*" +8H,0 ——» 15Fe?" +2S04%~

+16H* (1)
2FeSO4 +1/2 O, + H,SO, Bacteriag Fe,(SOy)s

+H,0 (2)
S0+ 3/2 O, + H,O Bacterizs H,50, 3)

FCSQ + 7Fez(SO4)3 + 8H20 —_— 15F€SO4
+ 8H,80, 4

Las bacterias acidofilas del género Acidithioba-
cillus como A. ferrooxidans crecen autotroficamente
pues obtienen energia a partir de la oxidacion del
hierro ferroso o azufre elemental o compuestos de
azufre reducidos (Kelly et al. 2000).

La oxidacién bioldgica de la pirita ocurre directa
o indirectamente. El mecanismo directo ocurre con
la adhesion de células bacterianas a los granos de
pirita, donde las células oxidan bioldégicamente el
azufre o el hierro (Ec. 1). En el mecanismo indirecto
las células oxidan el hierro ferroso soluble a hierro
férrico (Ec. 2), que a su vez oxida quimicamente a la
pirita (Brock et al. 1998, Silverman et al. 2001). Yu
et al. (2001) demostraron que el mecanismo directo
domina durante el periodo de adaptacion bacteriana
(es decir, fase de latencia o lag). Sin embargo, en
general se concluyé que el mecanismo indirecto es
el mas probable (Sand ef al. 2001, Rohwerder et al.
2003). Sand et al. (2001) indicaron que aunque la oxi-
dacién microbiana de la pirita opera indirectamente
através de hierro férrico, las bacterias son realmente
fijadas a las superficies minerales.

En el presente trabajo se hizo un estudio de bio-
desulfurizacion de carbones en suspension, introdu-
ciendo cantidades de Fe*" y Fe3* iniciales, partiendo
de la hipdtesis de que los iones férricos o los protones
son los unicos agentes (quimicos) que disuelven al
sulfuro. El papel de las bacterias es regenerar los
iones férricos o los protones y concentrarlos en la
interfase mineral/agua o mineral/célula bacteriana
para favorecer y aumentar la degradacion del mineral
(Ballester 2005).

MATERIALES Y METODOS

Minerales

El carbdn utilizado fue muestreado del manto
k de la mina La Guacamaya ubicada en el muni-
cipio de Puerto Libertador, en el departamento de
Cérdoba, Colombia. Después de varios cuarteos
sucesivos, se redujo el tamafo de particula me-
diante trituradora de mandibula, el fin de preparar
las muestras para el proceso de biolixiviacion. El
tamafio escogido es pasante de malla 60 de acuerdo
con la serie Tyler de tamices (dp<246 pm) (Caicedo
et al. 2010).

Bacterias y medios de cultivo
Se eligio un cultivo Acidithiobacillus ferrooxi-
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dans, conservada a4 °C £ 1 °C en el cepario del Labo-
ratorio de Biomineralogia de la Universidad Nacional
de Colombia, Sede Medellin, las cuales tuvieron una
adaptacion previa a un proceso de biodesulfurizacion
de carbdn, bajo un protocolo preestablecido (Caicedo
2008). Esta cepa se cultivé en medio de cloruros que
contenia (g/L): 0.5 NH4Cl, 0.5 MgCl,, 0.5 KH,PO4
y 0.01 Ca(NO3),.

Procedimientos experimentales

Las soluciones, el carbén y el sulfato férrico
fueron esterilizados en autoclave a 120 °C y 1.36
atm durante 20 minutos antes de la inoculacion. El
sulfato ferroso se esterilizé en filtro por vacio. El
pH inicial del medio se ajust6é a 1.4 con H,SO4 1IN
con el fin de reducir precipitaciones de hierro. Los
frascos se incubaron en un agitador orbital a 180
rpm y 30 °C. Cada ensayo se realizo por duplicado
y se prepard un control negativo en las pruebas
con ausencia de bacterias con medio nutritivo en
condiciones estériles.

Los experimentos de biolixiviacion se llevaron a
cabo en Erlenmeyer de 500 mL que contenian 170 mL
del medio basal, 20 mL de in6culo y 10% m/v de
carbon con un tamafo de particula pasante de malla
60 (dp < 246 pm).

Los tres ensayos se hicieron con una concen-
tracion inicial de hierro total de 1200 mg/L con las
siguientes relaciones Fe**/Fe?", a partir de adicion de
sulfato férrico y ferroso respectivamente:

El: 80:20
E2: 50:50
E3:20:80

Procedimientos analiticos

Se realizaron monitoreos cada dos dias de pH y
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 KCI.
El crecimiento de los cultivos bacterianos en solu-
cion se midid periddicamente mediante el recuento
de células en camara de Neubaiier (profundidad de
0.100 mmy 1/0.0025 mm? de 4rea) y microscopio
marca Olympicus.

Cinco mL del sobrenadante fueron retirados pe-
riddicamente de los frascos y centrifugados a 3000
rpm durante 15 minutos para separar el material
solido y asi determinar las concentraciones de iones
en la solucidon. Las concentraciones de hierro se
determinaron mediante espectrofotometria UV
visible en un espectrofotometro marca Genesys UV 10
bajo la norma estandar 3500-Fe B.

Al finalizar los ensayos se midieron las formas de
azufre presentes en el carbon mediante los métodos
ASTM D 4239 y ASTM D 2492-02.

RESULTADOS Y DISCUSION

Medidas de pH y Eh

La figura 1 muestra el comportamiento del pH
durante el cultivo de la cepa de A. ferrooxidans
con sus respectivas réplicas con una duracion de
12 dias. Cada ensayo empezd con un pH alrededor
de 1.50 para reducir al minimo los efectos perju-
diciales de la precipitacion del hierro, mostrando
posteriormente una caida de valores hasta alrededor
de 1.14, caracteristico de este tipo de microorga-
nismos, favoreciendo una mejor lixiviacion del
azufre oxidado como sulfato (Cara et al. 2005). Se
observo una tendencia de disminucion en el pH en
presencia de bacterias en contraste con las pruebas
testigo, aunque estos presentaron una pequefia
disminucién en el pH debido a la hidrdlisis del i6n
Fe3* (Daoud et al. 2006). El aumento de la acidez
puede deberse a la oxidacion de la pirita (Ec. 4)
(Deveci ef al. 2004).

14
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Fig. 1. Comportamiento del pH en funcién del tiempo para los
diferentes ensayos de experimentacion (relacion Fe3/
Fe?). Cl: testigo de E1, E1: 80:20, C2: testigo de E2,
E2: 50:50, C3: testigo de E3, E3: 20:80

Segtin los planteamientos de varios autores respecto
al proceso de biooxidacion (Prayuenyong 2002, Balles-
ter et al. 2005, Daoud et al. 2006,) se sugiere que en
la oxidacion de la pirita (Ecs. 3 y 4) se genera acido,
que compensa el consumo en la oxidacion de hierro,
mostrado en la disminucion de este valor, en los dias
posteriores para los bioensayos y los testigos abidticos.
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También se puede decir que las variaciones en
los valores, especificamente el aumento en el pH
(aunque no es tan marcado) en algunos dias de pro-
ceso, posiblemente fuera debido a la oxidacion de
iones ferrosos a férricos por parte de la bacteria, que
implica un consumo de acido (Caicedo et al. 2010).

En la figura 2 se muestra el comportamiento del
potencial de oxido-reduccion (Eh) con el tiempo
para la cepa pura de A. ferrooxidans. En general se
alcanzaron valores en el intervalo de 550 - 680 mV
durante el proceso con tendencia a estabilizarse, en
contraste con los valores de los testigos negativos
que se mostraron por debajo de 450 mV, lo que in-
dica que no hubo actividad oxidativa en ausencia de
bacterias. Segiin Meruane (2002), el valor del Eh se
encuentra definido por los pares de 6xido-reduccion
que interactiian sobre el electrodo de platino.

700
650
—>*%-C1
600 = E1
2550 —+C2
5 --E2
500 .
450 o E3
400
350

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (d)

Fig. 2. Comportamiento del Eh en funcion del tiempo para los
diferentes ensayos de experimentacion (relacion Fe’~/
Fe?). Cl: testigo de E1, E1: 80:20, C2: testigo de E2,
E2: 50:50, C3: testigo de E3, E3: 20:80

En el caso de los sistemas de biolixiviacion, los
pares de interés son: el par ferroso/férrico y el par
oxigeno (disuelto)/agua. Sin embargo, la presencia
de hierro en solucién, hace que el efecto del oxigeno
no sea considerable y para efectos practicos se con-
sidera que el Eh esta fundamentalmente definido por
el cambio en la relacion Fe**/Fe?" (Meruane 2002).
Esto explica por qué los ensayos 1 y 2 empezaron
con valores mayores que los ensayos sin adicioén de
estos iones (400 — 430 mV). Cuando esta relacion
aumenta en la solucion, favorece a la oxidacion de
la pirita (Rossi 1993, Malik et al. 2001, Ackil et al.
2007, Cardona et al. 2009).

Se podria decir que estos valores indican que las
bacterias presentaron una buena actividad oxidativa,

lo que es acorde con lo reportado por otros autores
(Eligwe 1988, Rossi1993).

Ossay Marquez (2005) anotan que en un proceso
de biooxidacion los valores altos de potencial redox
se pueden deber a la presencia de 4. ferrooxidans.

La caida notoria del Eh en el dia 2, especialmente
en el ensayo 1, se debe a que inicialmente este valor
empezo6 entre 450-550 mV por la adiciéon de iones
férricos al medio de cultivo, pero generalmente este
valor empieza alrededor de 400-430 mV (Bauer 1986,
Eligwe 1988, Ackil et al. 2007, Caicedo et al. 2010)
para este tipo de procesos. En nuestro caso, después
de la disminucion este valor se empieza a incrementar
amedida que las bacterias oxidan los iones ferrosos a
iones férricos (Ackil et al. 2007, Cardona et al. 2009).

Concentracion celular

También se evaluo6 el comportamiento de la con-
centracion bacteriana en funcion del tiempo como se
muestra en la figura 3. Se observo un crecimiento en
la concentracion a medida que avanzaban los proce-
sos, tendiendo a estabilizarse a partir del dia 6, lo que
va a la par con en el desarrollo que tuvo el proceso.
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Fig. 3. Crecimiento de 4. ferrooxidans en solucion en funcion
del tiempo para los diferentes ensayos de experimenta-
cién (relacion Fe’/Fe?"). E1: 80:20, E2: 50:50, E3: 20:80

Una hipotesis que surge a partir de estos resul-
tados, es que una menor area de ataque disponible
para que ocurra la oxidacion incide en la disminucion
de la concentracion bacteriana, al presentarse bajas
cantidades de Fe?", necesario para el metabolismo
de A. ferrooxidans, lo que ocasiona un descenso en
la poblacion en algunas etapas del proceso (dias 4,
8y 12) (Cardona et al. 2009). Esta disminucidn, ob-
servada durante los primeros cuatro dias, también es
debida a un atrapamiento o adhesion de las bacterias
al mineral (Caicedo et al. 2011).
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Concentracion de Fe en solucién y cambio de la
relacién Fe3*/Fe?* durante la biolixiviacién

La figura 4 muestra el hierro lixiviado del carbon
en funcion del tiempo. Para dos de los tres bioensayos
(E2 y E3), aumento significativamente la cantidad de
hierro lixiviado, sin embargo para el primer bioensa-
yo (E1), el valor disminuyd, indicando precipitacion
de hierro. De acuerdo con estudios realizados sobre
oxidacion del 16n ferroso, altas concentraciones de
hierro férrico en solucion (relacion Fe3-/Fe?: 80:20),
inciden en la disminucion de la actividad bacteriana,
al encontrarse baja concentraciéon de i6n ferroso,
generandose solo oxidacion por accion férrica y pre-
sentando asi precipitacion de hierro (Meruane 2002).

Para los dos bioensayos que presentan lixiviacion,
se permite deducir oxidacion de pirita. Se obtuvo una
mayor lixiviacion de hierro a los 14 dias de proceso
y el bioensayo que mostré mayor biolixiviacion de
hierro fue E2, mostrando mayor eficiencia en el
proceso, como ya se menciono.

Los controles abidticos no presentaron mayor
cambio por lo tanto no se muestran en la figura 4.
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Fig. 4. Comportamiento del hierro lixiviado del carbon en
funcién del tiempo para los diferentes ensayos de expe-
rimentacion (relacion Fe’/Fe). E1: 80:20, E2: 50:50,
E3:20:80

La figura 5 muestra la relacion Fe3'/Fe?*, para
los tres bioensayos realizados. En el bioensayo E3
puede observarse que la relacion férrico/ferroso fue
baja, con un valor al final del proceso de 318 mg Fe**/
mg Fe?*, debida a una concentracion baja de iones
férricos en solucion, a pesar de que la concentracion
de hierro total aumentase; mientras que en los otros
bioensayos, se alcanzaron valores de 537 mg Fe**/
mg Fe?'y 419 mg Fe¥*/mg Fe?" para E2 y El res-

pectivamente, debido a que las concentraciones de
hierro ferroso arrojaron valores por debajo de 200
ppm a partir de las mediciones realizadas en el dia
8 de haber iniciado el proceso y la concentracion de
hierro total aumentase para E2.
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Fig. 5. Relacion Fe>Fe?"en el liquido lixiviante en funcion del

tiempo para los diferentes ensayos de experimentacion
(relaciéon Fe?/Fe?). E1: 80:20, E2: 50:50, E3: 20:80
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En el caso de E1, la relacion férrico/ferroso llegd
aun valor maximo a los 14 dias del proceso (537 mg
Fe3*/mg Fe?"), producto de una disminucién consi-
derable en la concentracion de hierro ferroso (<100
ppm) y el aumento en la concentracion de hierro total.
Esto es consistente con los valores altos de Eh para
este ensayo (fig. 2), que indican mayor cambio en la
relacion Fe’*/Fe?™,

Los testigos de cada bioensayo mostraron rela-
ciones férrico/ferroso menores a 3.2, debido a que
la concentracion de hierro ferroso no disminuyd
notoriamente, asi como no hubo mayor aumento
en el hierro total (Fig. 5), lo cual indica que no hay
oxidacion significativa en ausencia de bacterias.

Se puede observar también que a partir del dia 8
la relacion Fe’*/Fe?" empieza a aumentar, como se
ve en la figura 4 donde también es evidente como
se eleva la concentracion de hierro lixiviado, lo que
explica el aumento en esta relacion.

Formas de azufre en el carbon después del proceso

Las mediciones de azufre total y las formas de
azufre en el carbon original crudo y en los carbones
después del proceso de biodesulfurizacion se mues-
tran en el cuadro I.

Para las muestras inoculadas, hay una reduccion
en el contenido total de azufre importante en la
eficiencia del proceso, como se reporta también en
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CUADRO I. FORMAS DE AZUFRE PRESENTES EN
EL CARBON DESPUES DE 14 DIAS DEL
PROCESO DE BIODESULFURIZACION. E1:
80% SULFATO FERRICO, E2: 50% AMBOS
SULFATOS, E3: 20% SULFATO FERRICO. Spy:
AZUFRE PIRITICO. Ox. DE py: OXIDACION

DE PIRITA
Sso4 (%) 0.14 023 024 032 032 048 0.28
Spy (%) 1.06 056 043 0.63 038 0.67 0.28
Sorg. (%0) 1.10 1.10 1.10 1.01 1.10 096 1.11

Stotal (%0) 234 193 1.82 196 204 201 2
Ox. de py (%) 0 4733 59.2  40.60 64.68 36.72 73.9

estudios realizados sobre procesos de biooxidacion
de pirita (Bauer 1986, Malik ef al. 2001, Cara et al.
2005, Ackil et al. 2007).

Los bioensayos E2 y E3 presentan las mayores
tasas de oxidacion de azufre piritico conun 65%y 74%
respectivamente. Esta caracteristica estd relacionada
con la forma de la pirita, ya que es bien sabido que la
pirita framboidal (Fig. 6) es mas susceptible a la oxi-
dacion que otras formas, porque la superficie expuesta
es mayor (Chaudhuri et al. 1992, Tripathy et al. 1998).

UNALMED
15kU X588 SB8km

Fig. 6. Pirita en forma framboidal (Caicedo et al. 2011)

Puede verse en el cuadro I que el contenido de
azufre organico no presenta cambios significativos
para las muestras de carbon en bruto y biodesulfuri-
zadas ya que los microrganismos se enfocan mas en
el azufre inorganico. Esto significa que los microor-
ganismos utilizados para el proceso no son capaces de
interactuar con la fraccion organica de los carbones
como si lo hacen cepas de Rhodococcus rhodochrous
(Achrya et al. 2001, Gleisner et al. 2006).

Por ultimo, la concentracién de sulfatos para los
carbones es sustancialmente mayor a la encontrada
inicialmente con A. ferrooxidans, lo cual se debe
principalmente a que se agrego6 iones de hierro al

medio de cultivo en forma de sulfatos. Asi la concen-
tracion de sulfatos seria mayor en el medio, ya que
las bacterias también lo producen y el carbén adsorbe
estos sulfatos (Cardona et al. 2009).

CONCLUSIONES

Los ensayos E2 y E3 presentaron mayor eficiencia,
ya que tuvieron los mayores porcentajes de biolixivia-
cion de hierro en solucion, alcanzando 65% y 74%
respectivamente de oxidacion de pirita después de 14
dias de proceso. Esto quiere decir que la adicion de
sulfatos férrico y ferroso al medio en proporciones
50-50% y 20-80% respecto a la concentracion inicial
de hierro total mejora notablemente la oxidacion de la
pirita. Esto constituye la base principal de este estudio,
y confirma que es una buena opcion para la hora de
implementar un proceso de este tipo.

No se recomienda utilizar en el proceso altas
concentraciones de iones férricos, pues estos inci-
den en la disminucion de la actividad bacteriana y
disminuye la eficiencia del mismo, como se observd
en el ensayo 1.
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