
 
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 

 
FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICAS 

 
Departamento de Ciencia de los Materiales e Ingeniería Metalúrgica 

 
 

 
 
 
 

ESTUDIO DEL MECANISMO DE GENERACIÓN DE DRENAJES 
ÁCIDOS EN UNA PRESA DE ESTÉRILES PIRÍTICOS 

 
 
  

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 

PRESENTADA POR 

Camino García Balboa 
 

  
 
 
 

Bajo la dirección de los doctores 

Antonio Ballester Pérez 
Felisa González González 

 
 

 
Madrid, 1998 

 
 
 
ISBN: 84-669-2400-0 



UNIVERSIDAD COMPLUTENSEDE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Departamentode Cienciade los Materialese Ingeniería
Metalúrgica

CAMINO GARCIA BALBOA

ESTUDIO DEL MECANISMO DE
GENERACION DE DRENAJES ÁCIDOS

EN UNA PRESA DE ESTERILES
PIRITICOS

DIRECTORES:Dr. ANTONIO BALLESTER PEREZ
Dra. FELISA GONZÁLEZ GONZÁLEZ

Madrid, Febrerode 1998



2?

UNIVERSIDAD COMPLUTENSEDE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

I)epartamentodeCienciade los Materialese Ingeniería
Metalúrgica

ESTUDIO DEL MECANISMO DE
GENERACION DE DRENAJES ÁCIDOS

EN UNA PRESA DE ESTERILES
PIRITICOS

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

Memoriaparaoptaral gradode Doctor
en CienciasQuímicas,presentadapor
CAMINO GARCIA BALBOA

DIRECTORES:Dr. ANTONIO BALLESTER PEREZ
Dra. FELISA GONZALEZ GONZALEZ

MADRID, 1998



ANTONIO BALLESTER PEREZ Y FELISA GONZALEZ GONZALEZ,
CATEDRATICO Y PROFESORATITULAR DEL DEPARTAMENTO DE
CIENCIA DE LOS MATERIALES E INGENIERíA METALURGICA DE
LA FACULTAD DE CIENCIAS QUíMICAS DE LA UNIVERSIDAD
COMPLUTENSEDE MADRID, HACEN CONSTAR:

It- QUE CAMINO GARCíA BALBOA HA REALIZADO EL TRABAJO
TITULADO “ESTUDIO DEL MECANISMO DE GENER4CION DE
DRENAJES ÁCIDOS EN UNA PRESA DE ESTERILES PIRITICOS”
EN LOS LABORATORIOS DEL DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE LOS
MATERIALES E INGENIERíA METALURGICA DE LA CITADA
UNIVERSIDAD

2%- QUE COMO DIRECTORES DEL
PRESENTACIONEN LA FACULTAD DE
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE,
REALIZADO PUEDAOBTENEREL

TRABAJO, AUTORIZAN
CIENCIAS QUíMICAS DE

QUE QUIEN LO
DE DOCTOR.

PARA
GRADO

Y PARA QUE ASí CONSTE, A LOS
TRAMITES LEGALES QUE PROCEDAN,
MADRID, A 15 DE FEBRERO DE MIL
OCHO.

EFECTOS DE
FIRMAMOS EL
NOVECIENTOS

CUMPLIR LOS
PRESENTEEN
NOVENTA Y

SU
LA
HA

Edo: Dr. Antonio BallesterPérez Fdo: Dra. Felisa GonzálezGonzález



AGRADECIMIENTOS

Todaslas cosasqueuno haceen la vida son el resultadode la participación(o interacción,como
dirían los bioquímicos),de un conjunto de personasque de una manera o de otra se han
involucradocon uno mismo.Poreso, cuandose terminaalgo,es positivo echarunamiradaatrásy
hacerun pocode balanceacercade lo queha supuestounaetapa.Necesariamenteenesabúsqueda
recordatorio,aparecenpersonasque han hechoque las cosashayantranscurridoasí y no de otra
manera.Justoes,por tanto,que despuésdel trabajoen la tesis se reconozcala colaboracionde
muchaspersonasquetanto a nivel personalcomoprofesionalhanido participandoen el día a día
de muchosdias.

Quiero agradeceren primer lugar al Dr. Antonio BallesterPérez,catedráticodel departamentoen
el que he realizado la tesis,y codirector del presentetrabajo, la posibilidad que me brindó al
incorporarmea sugrupo de investigación.Agradezcosuconfianza,el margende libertad en que
me permitió desenvolvery el empujón de moral y decisión en algún momento. Asimismo le
agradezcola orientacióncientíficay profesionalqueme enseñóduranteeste tiempo,y el ánimoy
estimulopersonales.

En el mismo ámbitode trabajo, las doctorasM~ Luisa Blázquezy Felisa Gonzálezcolaborarony
me animaronen todo momento.A ellas tambiénagradezcosu ayudaprofesionaly el ambientede
confianzaen el quesiemprenosdesenvolvimos.

Al Dr. JoseLuis Mier, que durantelos primerosafios de trabajopertenecíaal departamento,y con
el quetrabajéduranteun tiempoen el “famosotemade los sulfitos”, le agradezcosuamabilidady
el tiempoprestado.

La colaboraciónde D. Manuel Acosta Fernández,Jefe de la Planta de Flotación en Minas de
Almagrera 5A. fué imprecindiblepara la realizaciónde esta tesis. A él quiero agradecerla
confianza depositadaen nosotros para investigar una problemáticarelativa a su empresa.Y
también, la ayuda prestadadurantelos sucesivosmuestreosy análisis, para los que también
contamoscon la buena disposición de su equipo del laboratorioquímico,D. GonzaloDelgado
Poncey demáscolaboradores.A todoellos,graciasigualmentepor dedicamossu tiempo.

El primer contactocon la microbiología,los sucesivos“pases”,y casi todo delo aprendidoen este
campo, se lo debo a la Dra. Ana Isabel López. Tengo que agradecerleademásla discreción,
pacienciay el ánimo prestadosdurantelos mesesqueestuve en el laboratorio del Centro de
Biología Molecular SeveroOchoa,así como a los Dres. RicardoAmils e Irma Marín, que me
prestaronsu apoyo y ayuda, haciéndomesentir verdaderamentecómodacuandotrabajé en su
laboratorio.

El Dr. Diego Moreno,profesoren la E.T.S.I.I.M., fué otro de mis “apoyos” duranteeste tiempo.
Tambiénquieroquequedereflejadala ayudaamistosay cordial, lasentretenidascharlas,y todala
colaboraciónprofesionalrelacionadaconel temade las BRS.

Y a todos,en general,los quehanhechoposibleestetrabajo, les agradezcoel habermeofrecidosu
apoyo.Y en estaescenahanestadomis compañerosde la UniversidadComplutense,y ahoramis
compañerosde la UniversidadAlfonsoX el Sabio.

Pero el agradecimientomásentrañable,y que quiero destacarespecialmentees para mi hermana
Beatriz y paramispadres.Ellos son los queme hanayudadosiempreofreciéndomesucariñopara
todosmis problemas.



A mis padres,Antonio y Agueda



Pero, ¿quésoyyo entonces?.Unacosaquepiensa.
¿Quéesuna cosaque piensa?.Es una cosaque

duda, entiende,afirma, niega, quiere, rehúsa
y quetambiénimaginay siente.

MeditacionesMetafisicas.RenéI)escartes



 1

TITLE: STUDY OF THE MECHANISM OF THE GENERATION OF ACID MINE 

DRAINAGES IN A PYRITIC TAILINGS POND 

 

Abstract 

The present work was based on the study of a pond for pyritic tailings from the flotation 

of a complex polymetallic sulphide concentrate from the southwest of Spain. This study was 

performed in five stapes:  

1) in the first, the chemical and microbiological characterization of the tailing´s pond 

took place. The chemical characterization of the pond waters was carried out by controlling pH, 

redox potential, conductivity and metals in solution. From a microbiological point of view, the 

study focused on screening those microorganisms directly related with oxidation and reduction 

processes: iron and sulphur oxidizing bacteria and sulphate reducing bacteria.   

2) In the second stage of the study, the influence of the factors affecting the 

transformation of the pyritic tailing was analyzed. For this, three weathering tests were 

performed. The tests were: one static test (ABA test) and two kinetic test (shake flask tests and 

tests in columns). Shake flask tests were carried out to determine the behaviour of the tailing 

under the influence of two factors: bacteria catalysis and the reducing conditions induced by the 

presence of sulfite ions in the system. The study of the chemical oxidation of the sulphite ion 

and its influence on effluent quality was very important because this ions produces reducing 

conditions in the system, wich influence the chemical characteristics of the water: pH, metals in 

solution, etc.  

3) The third objetive of the study was to simulate the evolution of the tailings in the 

pond with a column model. The actual situation in the industrial site was reproduced by a 

model consisting of two columns: one (column S) was the part of the ore under water; and the 

other (column H-S) was the part of the ore subject to humidity and dryness cycles. 

4) In connection with the transformation of mineral compounds, the activity of the 

microorganisms can occur in association with either oxidative or reductive processes. The 

microbiological selection and sucession were determined by means of the column model 

selected. 

5) Finally, the potential of a mixed population of SRB, isolated from the bottom of the 

pond was investigated, with the main objective of treating the effluent generated in the own 

mine. 
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TÍTULO: ESTUDIO DEL MECANISMO DE GENERACIÓN DE DRENAJES ÁCIDOS 

EN UNA PRESA DE ESTÉRILES PIRÍTICOS 

 

Resumen 

El presente trabajo se centró en el estudio de una presa de decantación de residuos 

piríticos procedentes de una planta de procesamiento de sulfuros polimetálicos situada en la 

Faja Pirítica del suroeste español. El estudio se realizó en cinco etapas. En la primera de ellas se 

llevó a cabo la caracterización de la presa de residuos. La caracterización química del agua de 

la presa se llevó a cabo a través del control del pH, potencial redox, conductividad y la medida 

de la concentración de metales y sulfatos en solución. Desde un punto de vista microbiológico, 

el estudio se centró en la búsqueda de microorganismos directamente relacionados con los 

procesos de oxidación y reducción: bacterias hierro y azufre oxidantes y bacterias reductoras de 

sulfatos. En la segunda etapa del estudio se analizó la influencia de los distintos factores que 

afectan a la transformación del residuo pirítico, para lo cual se realizaron tres ensayos de 

meteorización. Dichos ensayos fueron los siguientes: un ensayo estático (ABA) y dos ensayos 

cinéticos (ensayos en erlenmeyer con agitación y en columna, respectivamente). Los ensayos en 

matraz agitado se realizaron para determinar el comportamiento de los residuos bajo la 

influencia de dos factores: catálisis bacteriana y las condiciones reductoras inducidas por la 

presencia de iones sulfito en el sistema. El estudio de la oxidación química del ión sulfito y su 

influencia en la calidad del efluente  fue de gran importancia porque este ión provoca unas 

condiciones reductoras en el sistema, que influyen en las características químicas del agua: pH, 

metales en solución, etc. El tercer objetivo del estudio fue reproducir  la evolución de los 

residuos en la presa con un modelo en columna. La situación del sistema real se reprodujo a 

través de un modelo consistente en dos columnas: una de ellas (columna S) reproducía la parte 

del mineral bajo el agua; la otra (columna H-S), representaba a aquella parte del sistema en la 

que el mineral estaba sometido a ciclos de humedad y sequedad. En íntima conexión con la 

transformación del mineral, la actividad de los microorganismos puede aparecer asociada a los 

procesos oxidativos o a las reacciones de reducción. La selección y sucesión microbiológicas se 

estudiaron a través del modelo en columna elegido. Finalmente, se investigó el potencial de una 

población mixta de bacterias reductoras de sulfatos (BRS) aisladas del fondo de la presa de 

residuos para el tratamiento del efluente generado en la propia mina. 
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Introducción

1.1.- ABANDONO DE RESIDUOS EN MINERIA: PRESAS DE DECANTACION

Los procesos mineralúrgicos generancantidades importantes de residuos de difleil

ubicación. Antiguamenteera frecuenteque los residuosproducidosen las plantasde

flotación fueran abandonadosa la intemperieo incluso vertidosdirectamenteal caucede

los ríos. Una mentalidada nivel industrial cadavez mássolidariacon la preservacióndel

medioambiente, el progresivo deterioro de éste y la promulgación de medidas

gubernamentalesestrictassobre la evacuaciónde vertidos, han llevado a las empresasal

establecimientode sistemasde control de dichosvertidos,así como a la disminuciónen la

cantidad de los mismos. Como fruto de esta mentalidad “conservacionista”surge la

necesidad dc confinar los residuos mineros en presas de decantacion.

En un principio, estas presas se concibieron para la decantaciónde estériles,sin otra

consideración que el almacenamiento y la retenciónde estosresiduosde mina. En algunos

casos, los residuosprocedíande las actividadespropiamenteminerasy, en otros,de las

actividades de procesamiento del mineral, es decir, de las plantas de flotación.

La mayoría de estaspresasfueron diseñadassin prever la evolución y los cambiosque

estosresiduosiban a experimentardurantesu almacenamiento,dadoque el mineral queda

expuesto a condicionesambientalescambiantesy, por tanto, a la acción del agua, el

oxigeno, la temperatura, los microorganismos, etc.

Comoconsecuencia del deterioro en la calidad de los efluentes de muchasdeestaspresas,

surge la necesidad,y la obligación, de estudiarla evolución de los residuosdurantesu

confinamiento, de caracterizarlosy de evaluar el potencial contaminanteque puedan

adquirir conel tiempo.

Así, durantelos últimos quince añoshanproliferadolos estudiossobrelo queseha dado

en llamar “drenajes ácidos de mina” (Acid Mine Drainage, AMD) y se han tratado de

mejorar las condiciones tanto de manipulación como de disposición de residuos,

especialmenteen aquellos casos en los que se esperaun potencial contaminante

importante.

1.1.1.- Caracteristicas de los residuos vertidos por las plantas de flotación

La naturalezade los residuosprocedentesde plantasde flotación, que sondescargadosen

presasde decantación,varíamuchoen túnción del mineral y del tratamientoal que ha sido
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sometidoéste.En el caso concretode la mineríade sulfuros, la característicamás general

es que se trata de residuoscon un tamaño de partícula muy pequeño,del orden de

micrómetros.Esta situacióndifiere de la de los residuosgeneradosen las operaciones

mineras,los cualestienen tamañosde varios centímetros,lo cual es importantedesdeel

punto de vista de su susceptibilidada la oxidación, que a su vez es inversamente

proporcional al tamaño de partícula (Fernández-Rubio,1986) y presenta especial

relevanciaen la oxidacióncatalizadapor bacterias.La velocidadde oxidación aumentaal

aumentarla superficie de sólido que es expuestaa los agentesnaturales,es decir, al

disminuir el tamañode partícula,lo cual favorecela “accesibilidad” de la bacteriasal

sustrato(Lundgren y Silver, 1980).

Acompañanal mineral, y en concentraciónmuy pequeña,restosde reactivosorgánicosde

flotación: xantatos,amilxantatosy otros productosquímicos industrialesutilizados como

depresores,colectoreso activadores.

Uno dc los aditivos utilizado en algunasplantasde flotación es el dióxido de azufre,502.

Estesc disuelveen la faseacuosay apareceen el aguaresidualen forma de ion sulfito, el

cual tiene un efecto ambientalmuy negativo: ademásde disminuir el pH, es sumamente

tóxico para la vida acuáticaen general,creandouna fuertedemandaquímicade oxígeno

(Standard methodsfor tite examination of water and wastewater, 1985).

El PH del residuovariaráen función del tratamientoquese le hayadadoal mineral durante

el procesopero, en general, las llamadas“colas de flotación” poseenun PH alcalino y

salende la plantadeflotación en formade pulpa.

1.1.2.- Legislaciónambiental relativa a aguasde mina

La industria minera, por sus especialescaracterísticas,requiereuna normativaambiental

específicay acordecon los residuosque genera.Las leyesde protecciónde las aguastratan

de queel minero pongalos mediosnecesariosparaquesu actividadno afectea la calidad

del agua.Estoha llevadoaunadoble acciónporpartede laadministración:

a) actuaciónpreventiva,consistenteen un estudiohidrogeoquimicomuy completo

decadaminaparaestablecer,en funcióndel mismo, los impactostolerableso no

porel medioambiente,y

b) actuaciónsancionadora,paraobligar alos minerosacumplir las normativas.
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En todoslos paísesdesarrolladosexistennormasquemareanlos máximosniveles

de contaminantesen los efluentesde mina que sevierten al medioambiente.En la Tabla1

se reflejan estas cifras de acuerdo a distintas legislaciones.

Tabla 1: Máximos contaminantes permitidos en agua potable (mg/l) según distintos

organismos(Sinh y Rawat,1985)

Parámetro EPA(1976) WHO (1971) USPS(1962)

pH 6,0-8,5 6,0-8,5 6,0-8,5

Sulfatos 250 400 250

Dureza
(comomgIl de CaCO)

Sólidos disueltos 500 1500 500

As 0,05 0,05 0,05

Cd 0,01 0,01 0,01

Cr 0,05 -

Cu ,0 15 0,2

Hg 0,002
VS

u,uOl

Pb 0,05 0,1
Zn §..

Mn 0,05 0 5 0,05

Al

Fr 0,3 1,0 0,3

6,3 1,0 0,3

Como puedeapreciarse,las normasque rigen el vertido de aguasde mina son,en general,

menosestrictasque las que regulanotros vertidos,ya que sedainviableparalas empresas,

en muchoscasos,depurarel aguahastacumplir dichas normasde calidad (Fernández-

Rubio, 1986).

En Estados Unidos,paísdondemejordocumentadaestála normativade vertidosde aguas

de mina, y dondemás estrictamenteseobliga al cumplimientode la misma,éstosquedan

reguladospor laFederalWaterPollution ControlActde 1972. Estaley exigeque las aguas

vertidasporminasactivastenganlasiguientecalidad:

- pH comprendidoentre6 y 9,

- contenidode hierro inferior a3,5 ppm comomediay de 7 ppmcomomáximo,

3



Parámetro Máximo valormedio
mensual

Máximo valor medio
en unamuestra

pH 6,0 5,5

Sólidos en suspensión 25,0 37,5

Ar 0,5 0,75

Cu 0,3 0,45

0,3

Ni 0,5 0,75

Zn 0,5 0,75

Ra226(pC 10 20,0

*Todas lasunidadessonppmsalvoqueseespecifiquelo contrario

Introducción

- contenidodemanganesomenorde 2 ppm comomediay de 4 ppm como

máximO,y

- total de sólidos en suspensióninferior a70 ppm.

Las minasabandonadasen el pasadono quedansujetasaestanormativade calidad,que si

afectaa las minasqueseránabandonadasen el futuro.

En el Reino Unido, los vertidosde aguade mina estánreguladospor la Ley de Control de

la Contaminaciónde 1974, la cual establececriterios similares a la de EE.UU para la

calidaddel agua.

En Canadá,existenestrategiasde regulacióndirigidasespecíficamentehacia el control de

aquellasáreasen las queel procesodegeneraciónde acidezestáen etapade desarrollo.Las

medidasque se aplican en cada caso dependende la jurisdicción regional a la que

pertenezcaunadeterminadamina. Así, existenprovinciasen las queseexigea la empresa

minera la realización de los correspondientesensayosde predicción de generaciónde

acidezde sus propiosresiduosy otrasen las quesimplementeseestableceel cumplimiento

de lanormativa.

La Metal Mining Liquid EffluentRegulationsand Cuide/mes(MMLEER) de 1977 recoge

las medidasde regulaciónexigibles a los efluentesde minas, tanto a las quese encuentran

activascomoalas quetienenprevistasu apertura(TablaII).

TablaII: Regulacióndelos efluenteslíquidosdeminasmetálicas

segúnnormativacanadiensede 1977(Reinchenbach,1994)
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El British Columbia ReclamationAdvisoryCommitee(RAC) ha desarrolladounaseriede

reglas y procedimientosque guían y orientan en la comprensiónde los procesosde

generación y vertido dc aguas ácidas. Abarcan aspectosque van desde la fase de

exploración,los ensayosde predicción,los métodosde prevención,el criterio de selección

en la tomade muestras,etc.

Como partede la regulaciónde la industriaminera, todas las propuestasde apertura,así

como los planes de cierre son examinadospor los Regional Mine Development Review

Committees (RMDRCJ

Los principios fundamentalesque rigen las actividadesde explotación minera están

establecidosde modo queminimicenel riesgoambiental.Como la prediccióndel drenaje

ácidono esuna cienciaexacta,las medidasde tratamientoy control tienenque serobjeto

de los planesde investigaciónde las empresasimplicadas.A pesarde que la tecnología

actual tiene capacidadpara reducir y prevenir la generaciónde aguas ácidas en un

porcentajeimportante,no puedeabsorbero tratar todos los problemasque generanlas

minasabandonadas.De acuerdocon la normativacanadiense,son los gobiernos los que

debenincentivary promover programasde recuperacióny mejora en la calidad de los

efluentes mineros, así como de actualizar la normativa y las medidasde regulación

relacionadasconel drenajeácido.

En Suecia,la normativaambientalrelacionadacon la problemáticade los residuosmineros

estáreguladapor la Swedish EPA. La legislaciónambientalsuecaes claraen el sentidode

las reponsabilidadesexigibles a aquellas empresasque generan un problema de

contaminaciónambiental,pero no tiene un criterio definido en cuanto a los problemas

producidospor explotacionesantiguas. Uno de los aspectosque más destacade esta

normativa es el compromiso social y ético que se reclamaa los ciudadanosen cuanto

beneficiariosde la riquezaque la industriamineragenera,paraque se impliquen, incluso

desdeun punto de vistaeconómico,en la problemáticade recuperaciónambiental(LindaN

L, 1991).

L2.- EL SO2Y LA FLOTACION

1.2.1.-Aplicación del SO2 como reactivo en plantas de flotación

La clasificación moderna de los reactivos de flotación sehace en función del papel que

éstos desempeñan dentro del proceso de concentración del mineral. Así, la actual
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clasificación de reactivosdistingueentre colectores, espumantes,activadores,depresores,

reguladores y floculantes (Ha,idbookon mining chemicals,1986).

Los reactivosreguladores son en generalcompuestos inorgánicoscuya función es la de

regular el pH del medio. Suclasificaciónaparece en la Figura 1 (Dudenhov y col, 1980).

Reactivos Reguladores

1
InOrgánicos Orgánicos

vn
Ácidos Álcalis Sales de Polímeras Polímeras canónicos Polímeros

minerales no ¡norganicos anfóteros

Polimeros aniónicos

Polímeras caitoxilicos Polimeros con grupo
sulfónico

Figura 1 Clasificaciónde los reactivosreguladoresde

flotación

Dentrodel grupo de los ácidosse encuentrael ácidosulfuroso,y dentro del grupo de las

salesseencuentrael sulfito sódico.

El ácidosulfurososeutiliza comoagenteactivadory reguladordel pH del medio. Sueleser

empleadoen la flotaciónde la bornita.la calcopiritay la calcosina,Pertenecea los ácidosde

Iberia media. En la actualidad, su uso en flotación estábastantelimitado debido a la

dificultad paraobtenerloen estadodeshidratado,y a las dificultadestécnicasque supone

utilizarlo.

El sulfito sádico,y en general los sulfitos metálicos(MeSO3>, los tiosulfatos (MeS2O3),los

politionatos (Me2S~O6). los dítionitos, los hiposulfitos (Me2S2O4) y los pirosulfitos

(Me2S2O5), son reductoresfuertescapacesde evitar la influencia negativade la excesiva

oxidaciónde la superficiede los mineralesen el procesode flotación. Entreellos, el primero

es el quetieneuna mayoraplicación.

En la Tabla III sereflejanlas característicasmásimportantes,así como las concentraciones

en las quesuelenutilizarsealgunosdeestosreactivosen los procesosde flotación.
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Tabla111: Principalesreactivosactivadoresy reguladoresde flotacióny suaplicación

en el proceso

Reactivo Forma Dosishabitualg/t Métodoalimentación Acciónmáscaracterística

Deprimelos sulfurosdc Zn y deFe.

Con cianuros, deprime los sulfuros

SO, gas 250 - 2000 3% solución de Cu. Muy útil en flotación

selectivade sulfuros de Cu frente a

sulfuro de Ph

Deprime los sulfuros de Zn. Los

sulfitos polvo 250-5000 5% soluciónó pulpa bisulfitos son más útiles que los

alcalinos sulfitos

1.2.2.- Propiedadesquímicas de las especiesSO2, 11503¾S032 y H2S03

El SO2 esbastantesolubleen agua (a 150, 45 vol S02/ívolH20). Estadisolución dauna

complicada“mezcla de reacción”. Tradicionalmentea esta “mezcla” se la ha llamado

“ácido sulfuroso”,sin haberlesido asignadauna composiciónconereta.

Actualmente,se sabeque dicha“mezcla” estáfonnadapor un conjuntode especiescuyas

proporcionesrelativassonmuydependientesde la temperatura,el pH y la concentración,o

mejor de la presiónparcial de 502 en agua.Entreestasespeciespodemosencontrar:502

disuelto(queestaríadébilmentehidratado),HSO3, H2S03y SOh principalmente.

Por tanto,el “ácido sulfuroso” puedeserconsideradounaespecieintermedia,devida muy

corta,queaparecetambiénen la acidificaciónde sulfitos a bajastemperaturas.

Las disolucionesacuosasdel 502 poseenpropiedadesácidas, dc ahí su empleo como

reguladorde pH en los procesosde flotación. Los equilibrios de disociación que se

establecensonlos siguientes(Cottony Wilkinson, 1988; Greenwood,1984):

S02.n1120—> H2S03,K« lO~ [1]

S02.nH2O —> H30 + HSO§(aq), K1(25
0C)= 1.6x102mol/l [2]

~ í.Ox iW7 mol/l [3]
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Otrapropiedaddel 502, que seaprovechaen las plantasde flotación, essupoderreductor.

Sulfitos e hidrogenosulfitossonagentesreductoresmoderadamentefuertesy producenbien

ditionato o bien sulfato, según las condiciones de reacción. Las ecuaciones

correspondientes a la oxidacióna sulfatosen medioalcalinoson]assiguientes:

S02.xH2O—* S042 ±4W+ (x-2)H20+ 26, U = 0.18V [4]

S032 + 201-U —> SO)+ H20 + 26, E
0= 0.93V [5]

1.2.3.-Salesdel ~

El 502 poseedossedesde salesbien caracterizadas:las del anión S032 y las del anión

HSO Las salesdel anión sulfito sepreparan,normalmente,en dosetapas,de acuerdocon

las siguientesreacciones:

NaOH + 502 —> NaHSO
3 [6]

Nal-1S03+ Na2CO3 —> 2Na2SO3+ H20 + CO2 [7]

El ion HSO es estableúnicamenteen disolución acuosa.

1.2.3.a.-Estructura

El anión HSO§ posee una estructuraasimétrica, con el átomo de hidrógeno unido

directamenteal atomo de azufre. La estructuradel ion sulfito en disolución y en estado

sólido espiramidal.

1 .2.3.b.-Reactiv¡dad

A diferencia de lo que sucedecon las solucionesacuosasde SO~, las cualesposeen

propiedadesácidasen virtud de la presenciamayoritariadel aniónHS03, las soluciones

del ion sulfito sonclaramentealcalinas:

+ H20 —* HSQ +0W [8]
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Algunasde las reaccionesmáscaracterísticasdelion sulfito sonlas siguientes:

Na2SO3(ac> Zni-502

Na,SO,(ac) Fe
3 .-C~ ‘504 [9]

Na
2SO3(ac)~-~=---*S2O»

Na2SO3(ac) POCi3 SOCI2

1.2.4.-Cinéticadeoxidacióndel ion sulfito

El oxigenodel airepuedeoxidar fácilmenteespeciesde 5(1V) aespeciesde S(VI) a través

de unareacciónqueesextraordinariamentedependientedel pH y queestásometidatantoa

la influenciadedistintosfactoresactivadorescomoinhibidores.

Deun modomuy general,seescribela reacciónde oxidación del ion sulfito del siguiente

modo

SO32~+ 20W —* S04~ + H20+ 2e- 110]

Esta ecuaciónredoxdaademásinformaciónsobrela evolucióndel pH comoconsecuencia

de la oxidación. También se puededescribir la oxidación del ion sulfito mediantela

siguiente ecuaciónempírica:

+ 1/202 + 804 [11]

Sin embargo, estas ecuacionesdan muy poca información acerca del mecanismo,

velocidad,o influenciaqueotros iones o moléculastienenen el procesooxidativo. Como

se verá a continuación,el mecanismode reacción de la oxidación del ion sulfito en

disolución acuosapor el oxígeno disuelto en el medio, es una reacción en cadena

extremadamentecomplicadaen laqueintervienenmultitud de compuestosintermedios.

1.2.4.a.-Mecanismodeoxidación

La oxidación químicadel ion sulfito transcurrea travésde un mecanismode reacciónen

cadenaen el que intervienencompuestosquesonradicales.Estaoxidaciónestásometidaa

9
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catálisis, principalmente, por cationes metálicos.

-Mecanismode reacción

Ya a principios de siglo, en 1927, BackstrÉimproponíaque la oxidación del ion sulfito

transcurríaa través de compuestosradicalesoxigeno-azufre.De acuerdoa estemismo

planteamiento,Heggy Hobbs(Heggy Hobbs, 1978)hanpropuestoel siguientemecanismo

que,comopuedeapreciarse,transcurreatravésde radicales:

Iniciación:

50324 M~ —* S03> + M jj 12]

Propagación:

S03> ±02—* SO< [13]

S05<+ HSO —* HSO§+ S03 (pH<7) [14]

+ S032 —* S052 + S03 (pH >7) [15]

Laoxidacióntranscurreatravésde las siguientesreacciones:

+ HSO¿---* HSO~ + S042 (pH <7) [16]

S032 + S052 —> 2 SO¿(pH> 7) [17]

La reacciónterminacuando:

S03~ + S05 —* 5205 + 02 [18]

SO< + inhibidor -~ productosno reactivos [19]

El inhibidor puedeser cualquierade entre una gran cantidad de productosorgánicoso

inorgánicos(Schroeter,1966).Otros autores,como Pasiuk-Bronikowska(Pasiuk-B, 1988),

en su estudio sobre la cinética de oxidación de especiesde azufre tetravalente,o

Wisniewski (Wisniewski,1990),hancorroboradoelmecanismodescrito.
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1.2.4.b.- Catálisis

I.~os procesosque tienen lugar a travésde radicalessonextraordinariamentesensiblesa

pequeñascantidadesde compuestosquepuedenactuarcatalizandoó inhibiendola reacción

(Schroeter,1963). El curso de la misma dependeráde la clase y la concentracióndel

catalizador,asícomodelpH al quetranseurra(Wisniewski, 1990).

La oxidación del ion sulfito, al tratarse de una reacción que ocurre a través de un

mecanismoen el que participanradicales,está,por tanto, sometidaa catálisis.Dentro de

los catalizadorespositivos, los cationesmetálicosson los que más importanciatienen. El

papel quejueganlos metalespuedeser, bien iniciando la reacción,como apareceen el

mecanismoanteriormentedescrito,o bien acelerándola(Hegg y Hobbs, 1978). Fuller y

Crist (Fuller y Crist, 1941) realizaronestudiossobrela cinéticade oxidaciónen presencia

del ion cobrecomocatalizador.Paraconcentracionesde catalizador inferioresa íú-~ M, la

cinética sigue respondiendoa una ecuación de primer orden. Para concentraciones

superiores,la cinéticano essólo dependientedel ion sulfito sino que el ordende reacción

dependetambiénde la concentraciónde ion cobre.

1.2.4.c.-Ordende reacción

Los autoresFuller y Crist (Fuller y Crist, 1941) hicieron un cuidadosoestudiode la

cinética de oxidación del ion sulfito empleando técnicas manométricas para el seguimiento

del oxígeno,y contrastandoestosvalorescon el métodoyodométricode determinaciónde

sulfitos. Asimismo, utilizaron sulfito sódico sometido a distintas recristalizaciones,y

tuvieron extremadasprecaucionescon todos los reactivosutilizados.

Experimentalmente,comprobaronquelas reaccionesde solucionessaturadasde oxígenoa

una atmósferade presiónson de primer orden respectoa la concentracióndel ion sulfito,

ajustándosea la siguienteecuacióncinética:

~d[SO32j [20]

dt KI.[S022]

Se debe destacarque éste es el orden que se obtiene a partir de datos obtenidos

experimentalmentey no el queresultaríade cálculosmatemáticosobtenidosa partir de las

ecuacionesasociadasaun mecanismoteórico.
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La ecuación[20] esválida siempreque la presiónparcial de oxígenoseaigual a la presión

atmosféricay queel oxígenodisueltoen elaguasemantengaconstante.

Si lapresiónparcialde oxígenofuerademasiadopequeña,no habria suficientecantidaddel

gascomoparapoderreaccionarcon el ion sulfito, y se obtendríaotro ordenexperimental

de reaccion.Peroesteresultadono sedeberíaa que varíeel orden,sino a que los reactivos

no seencuentranen la proporciónadecuada.Paraconcentracionessuperioreshabríaque

considerartambiénla velocidadde disolucióndel oxígeno.

Schroeter(Schroeter,1963)obtuvo tambiénunacinéticadeprimer ordenparala oxidación

de disolucionesde ion sulfito de distintasconcentraciones.

1.2.4.d.-Influencia del pH

El pH es unavariablemuy importanteenel transcursode la reaccion.Las consideraciones

quepuedenhacersesondos.Porun lado, lavariaciónintrínsecadel pH comoconsecuencia

de la propiaoxidacióny, porotro, el efectoquetieneen la cinéticade oxidación.

- Variación del cH asociada a la reacción

Comoquedó expuesto en el comienzode esteapartado1.2.4., la oxidacióndel ion sulfito

se ajusta a la ecuación:

5Q32~ + 20ff —> SO~¿+ H20 + 2e-, E
0= 0.93v [10]

La variacióndel pH asociadaa la oxidación del ion sulfito puedeexplicarseen basea la

participacióndel ion hidroxilo. Experimentalmente,Fuller y Crist (Fuller y Crist, 1941),en

sus cuidadososensayosde oxidación, describencomo a medidaque el ion sulfito es

oxidadoa ion sulfato, la soluciónsehacemenosbásica.Asimismo, Schroeter(Sebroeter,

1966) observóque el cambioen el pH que acompafíaa la oxidacióndel ion sulfito esdel

ordende8,2 a4,8.

-Influenciadel cHinicial en el cursode la oxidación

Experimentalmente,seha comprobadoque el cursode la oxidación del ion sulfito viene

determinado por el pH inicial del medio (Schroeter, 1963): un aumento en la concentración

de protonesvaacompañadode unadisminuciónen la velocidad,existiendoun intervalo de

12



Introducción

ph intermedio (3,2-6,0) en el cual la velocidad parece invariable respecto a la

concentraciónde protones.Para explicar este hecho varios autores acuden al mismo

planteamiento:el pH inicial determinala concentraciónde especiessusceptiblesde ser

oxidadas(Figura 2), y de un modo groserose podríadecir que no todas las especiesson

igualmente “oxidables”; o lo que es lo mismo, que la oxidación transcurre
2

preferencialmentea expensasdel ion 503 -. Esto no quieredecirqueel HSO2{ no llegue a

oxidarse,pero mientrasambosesténpresentesen equilibrio, seráel S032 el que seoxide

antesy másdeprisa.

En realidad,el cursode la reaccióndependedc la fuerzade los dosácidos(HSO1{y HSOJ

de acuerdoalassiguientesreacciones:

02 +2HSO§—> 2HS04 [21]

2S0~2 + 2HSO —* 2HS0 + 2S032 [22]

02±2S032 25042 (23]

[so3
2j.[uso;] _________ 3K — _______ ______ 64xl0~ 12x106 [24]

K~> [5042jfj i-tso;] — 2xlW2

Schroeterplanteaque la oxidación de una soluciónque contengaambosiones, sulfito y

bisulfito, transcurrea expensasdel ion sulfito (Schroeter,1963). Fuller concide en esta

misma idea: la reacción es dependientede la concentracióndel anión sulfito e

independientede la del aniónbisulfito (Fuller, 1941).Estono quieredecirque las especies

bisulfito no sean susceptibles de oxidación; lo son, pero a tiempos más largos, y mientras

sucedela oxidacióndel ion sulfito la concentracióndel ion bisulfito sepuedeconsiderar

constante.La velocidadesindependientedel pH en intervaloscomprendidosentre8,0 y 8,2

dondeesel ion sulfito el queestápresente.En el intervalocomprendidoentrepH 3,2 y 6,0,

laespeciequepredominaesel HSO§y poresola oxidacióntranscurreamenorvelocidad.
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a
2
4’

pH

Figura2 Distribuciónde especiesde 5(1V) en

Ñncióndel pH segúnDavies(Hussy col. 1982)

1.3.-TRANSFORMACION DE RESIDUOS ABANDONADOS

El problemaambiental de la generaciónde residuosde cualquierprocesono se limita

exclusivamentea los aspectosderivadosde la confinaciónde los mismos,como el volumen

de ocupación,o los riesgosde contención,etc. El problemaañadidoa la generaciónde

residuos,y en paniculara los de la industriaminera,es la transformaciónde los mismosy

la problemáticaadicionalqueestoconileva.

Los residuosde los procesosminerosy metalúrgicos,unavezvertidos,quedanexpuestosa

las cambiantescondicionesambientales.La accióndel agua,el oxígeno,las bacterias,la

temperatura,etc, sobreestos residuos, y las transformacionesa las que ello da lugar,

constituyelo que seconocecon el nombredemeteorizacióno weathering.La evolucióno

degradaciónde un determinadoresiduo dependeráde la intensidad,frecuenciay, en

general,de la presenciao no de cadauno de los posiblesfactores.Así, por ejemplo,no

tendrán igual evolución un residuo abandonado en una zona seca y otro que puedaestar

sometidoa ciclosde sequedady humedad.

Es importantepoder predecir la evolución de un residuo en fUnción de todos estos

aspectos, con el fin de establecer medidas que prevengan las negativas consecuencias de la

meteorizacióndel mismo. Se han desarrolladomuchos trabajos de investigaciónen

relaciónala elaboraciónde ensayosqueprediganlo quele sucederáa un residuocuandose

o ¿ 3 4 5 6 7 8 9 0
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abandone.Básicamente, estosensayosconsistenen someteral residuoa condicioneslo

mas parecidasa las que se va a encontrarcuando sea abandonado.Para ello, se hacen

estudiosclimatológicospreviosconsultándoseel régimen estacionalhabitual en la zona

(lluvias, temperaturas, etc). El resultado dará una idea aproximada de la calidad de agua

quedejaráel residuocuandoseaabandonadoy meteorizado.

Cuando el residuo que se abandonaes un mineral sulfurado sometido a la acción del

oxígenoy delagua,ésteserá“lixiviado”, y laconsecuenciainmediataserála generaciónde

aguasácidas.Estasituación tiene lugar cuandoconcurrencuatro factoresfundamentales:

un sulfuro en presenciade agua,oxigenoy un catalizadorde las reacciones,aunqueeste

catalizadorno esimprecindibleparaelprocesode generación.

1.3.1.- La generaciónde aguasácidas

Como consecuenciade la explotaciónde los yacimientosmineros de carbón, sulfuros

metálicos,uranio y otros, grandescantidadesde materialespiríticos quedanexpuestosa la

meteorización.Estaspiritas, y los sulfuros asociadosa ellas,se oxidan espontáneamente

cuandoconcurrenlas siguientescircunstancias:

a) existenciade cantidadessuficientesde aguay oxígeno

b) presenciade bacteriascatalizadorasdelproceso,de las cualesThiobacillus

ferrooxidanses la fundamental.

Los sulfurosseoxidana sulfatosde hierrosolubles,los cualesformancostrassalinasocre-

amarillentasen la superficiede las rocasmeteorizadas.Estasserándisueltase hidrolizadas,

porejemplo,poraguasde lluvia, generándoseaguasácidas.Los cationesferrososeoxidan,

a su vez, para producir hidróxido férrico insoluble, produciéndoseasí más acidez. La

acidez,con el descensodel pH del agua,tiene comoconsecuenciaque el aguase hace

fUertementecorrosiva,queelecosistemafluvial sedegrada,y que la solubilidaddc muchos

metales pesadosaumenta, con lo que las aguas pueden llegar a ser extremaday

peligrosamentetóxicas.

Las aguasácidasde mina secaracterizanporsuh~j.qpH(normalmenteentre2 y 5), porsus

altos contenidosen sulfatos (a veceshasta3500 ppm), y por los elevadoscontenidosen

metales.Ejemploscaracterísticosde aguasácidassereflejanen la TablaIV.
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TablaIV: Ejemplosde calidadde aguasácidas(British Columbia ..., 1989)

Lasurndadadesestánexpresadasen nigll

De todos los factoresque intervienenen la formación de aguasácidas,el aguaes el

elementoprincipal. Actúa comoreactivo en la oxidación de la pirita, como medio en el

cual se desarrollan las reacciones y como elemento de transporte de los productos

formados.

Antesde desarrollarselas actividadesminerasen un deteminadolugar,esmuy reducidala

cantidad de pirita expuesta a las condicionesbajo las cualesseproducenaguasácidas.Las

operacionesde minería implican la exposición de la pirita a la acción de las aguas

superficiales o subterráneas, y permiten, por tanto, su oxidación.

t.3.l.a.- Etapas en la formacion y evolucion de drenajes ácidos de niína (DAM)

El mecanismodedegradaciónde lacalidaddelaguaesel siguiente:

a> Oxidación de la pirita (el más reactivo de los sulfuros) y consiguientegeneración

de acidez.

b) Oxidacióny disoluciónde otrossulfuros“menosoxidables”porla accióndel

oxígenoy delas aguasácidasgeneradasanteriormente.

e) Lixiviación de arcillas,carbonatosy feldespatosporlas aguasácidasformadas.

Parámetro Filtracióndeminade Filtración deunapresa Agua de drenajedc
uranioabandonada de residuosde una unaruina decobre

ruinadc plata activa subterránea
pH 2,0 2,8 3,5

sulfatos t440 7650 1500
3200 1,19 10,6

Mii 5,6 78,3 6,4
Cu 3,6 89,8 16,5
Al 588 359
Pb

Cd 0,05 0,5 0,14
11,4 53,2 28,5

Zn
Ar 0,7 25 0,05
Ni 3,2 8,0 0,06
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d) Deposiciónde los ionesdisueltosformandomasasy costrasde sulfato.

e) Disoluciónde los sulfatos,unavezqueel drenajehadejadode actuary el agua

circulade nuevopor la roca.

El resultadode todos estosprocesoses que las aguasadquierenbajos valoresde pH y

elevadasconcentracionesde metalesy sulfatosdisueltos.

No todaslas aguascontaminadassonnecesariamenteácidas.Esto seexplicapor la acción

neutralizadorade dolomías o de rocas carbonatadasen las que se desarrolla la

mineralizacióno que el aguaácidapuedaencontraren sudiscumr.

La cantidady calidadde aguaácidaque seproduceen los desechospiriticos dependede

factores como la cantidad de pirita que esté presente,del tamaño de grano, de la

profundidad de penetracióndel oxigeno, de la humedad,de la temperatura,de las

característicashidrogeológicasdel lugary de la presencia,o no, deposiblescatalizadores

de la oxidacióncomosonlas bacterias.

1.3.1.b.-Reaccionesquímicasy microbiológicasen la formación de drenajes

ácidos de mina.- La oxidación de la pirita.

La solubilidad de los sulfuros metálicoses bastantebaja en medio acuoso pesea la

presencia de agentes oxidantes como el ion férrico o el oxígeno disuelto que suelen

apareceren los ambientesasociadosa los sulfuros(Mosesy col., 1987).

El principal compuestoimplicado en la generaciónde acidezes la pirita. Pesea que el

valor económicode estemineral es casi nulo, e incluso su presenciaasociadaa otros

mineralesesnegativapor los problemascolateralesque genera,la pirita esel sulfuro del

que másinformaciónsetiene y del que mássehaestudiadosu mecanismode oxidación.

Los problemasambientalesque se derivan de su presencia,tanto cuandose encuentra

asociadaa la materiaprima(sufurospolimetálicosy carbones),comocuandoseencuentra

asociadaa los residuosde mina, han sidojustificación suficienteparaque segeneretanta

investigación.

El mecanismode oxidaciónde la pirita hasido ampliamentediscutido.Desdeel puntode

vista de la generaciónde DAM, interesala oxidaciónnatural de la pirita o, lo que es lo

mismo,el modelo de oxidación acuosade la pirita. En un sistemanatural, la pirita utiliza
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tanto el oxígeno como el Fe3~ en la oxidación. Singer y Stumm caracterizaronlas

reaccionesde oxidación de la pirita en un sistema natural, y propusieronel siguiente

mecanismo(Singery Stumm, 1970):

- Inicialmenteseproducela oxidacióndel sulfuro a sulfato:

FeS
2+7/2O2-hH2O—*Fe

2~+2SO
4

2+2H~ [25]

La presenciade iones Fe2~, SO~¿ y, sobretodo, H~, disueltos en el agua, suponenun

incrementoen la acidezdel medio. Si no existeningún factorambientalque neutralicede

inmediato estaacidez,la oxidaciónprogresade modo que una parte importantedel ion

ferrososeoxidaráa ion férrico:

2+ + 3+

Fe +¼0
2+H—*Fe +¼H20 [26]

A valoresde pH por encimade 2,3, y hasta3,5, el ion férrico precipitarácomohidróxido,

dejandopoco Fe
3~en solucióny generándoseun incrementoen la concentraciónglobal de

3+

Fe +3H
2O—*Fe(OHt4±3H~ [27]

El Fe
3~queexisteen soluciónpuedecontribuir a laoxidaciónde la pirita:

3+ 2+ +
FeS

2+l4Fe +8H20—> ISFe +2S042+ 16H [28]

Estasreaccionessepuedenresumiren las siguientesreaccionesglobales:

FeS2+ 15/402 + 7/2 H20 —* Fe(OH)3±2S042 + 4H~ [29]

3+ 2+ 2

FeS2+ 15/802+ 13/2 Fe + 17/4H20—* 15/2 Fe +2 504 + 17/2 H~ [30]

Otrossulfurosy otrosposiblesoxidantesinteraccionaránde formadiferente,con diferente

estequiometríay con diferentevelocidadde reacción.Así, la pirita esmásreactívaque la

blenda,y éstamásquela galena.La marcasitaesnuevevecesmásreactivaquela pirita.
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l.3.1.c.-Participación microbiológica en la generaciónde drenajes ácidosde

mioa

Ciertas bacteriaspuedencatalizar el proceso de generaciónde DAM provocandoun

incrementoen la velocidadglobal del proceso.El papel de las bacteriasestáasociadoa las

reacciones[26] y [301catalizandola transferenciaelectrónicaentreel oxigeno y la pirita.

De todasellas, la bacteriamás ampliamenteconocidaesel Thiobacillus ferrooxidans por

su relacióncon la oxidacióndel ion ferroso,aunqueestabacteriapuedeacelerartambiénla

velocidadde la reacción[25].

En apartadosposteriores,se describirácon más detalleel metabolismode las bacterias

implicadasen la generaciónde acidez; se destacaaquí, sin embargo,que ademásdel

Thiobacillusferrooxidans existenotrasbacteriasimplicadasen laoxidacióndecompuestos

inorgánicos, que se hallan también ampliamentedistribuidas en estos ambientesde

desechos mineros. Bacterias como Metallogenium, Thiobacillus thiooxidans y

Ferrobacillusferrocxidanstienenuna participaciónimportanteen la generaciónde aguas

ácidas.

Seha discutidomuchoel mecanismoquímico/microbiológicode oxidaciónde los sulfuros,

y especialmentecontrovertidoha sido el aspectode la participacióndirectade las bacterias

en dichaoxidación, ya que, comoenseguidaseverá, estemecanismoexigiría un contacto

fisico entre la bacteriay el mineral. En general,en un procesode generaciónde aguas

ácidas, la participación bacterianavaría en cadaetapa de acuerdocon el pH y las

condicionesquímicasdelmomento.Unavezqueel hierroferrosoesliberadoen la etapade
2+ 3+iniciación,reacción[25], seinicia un ciclo en el queel Fe seoxidaaFe ,reacción[26],

ésteesreducidopor lapirita liberándosemasFe y generándosemásacidez,reacción[28].

El procesode generaciónde acidezestarápor tanto condicionadopor la disponibilidadde

ion férrico enel sistema,y ya que lavelocidadde la reacción[26] esmuchomáslentaque

la de la [25], la velocidaddeoxidacióndel ion ferrososeconvierteen laetapadeterminante

de la velocidadglobal del procesodegeneraciónde DAM (Singery col, 1970).

La velocidadde oxidación químicadel ion ferrosoes función del pH. A valoresde pH

superioresa4,5, lavelocidadseajustaa la ecuación[31], mientrasqueavaloresde pHpor

debajode3,5, la velocidadquedarepresentadapor laecuación[32]:
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~d[Fe2+]= k.[Fe2+].p02.[OHj [31]

~d[Fe2±]

[dt] k2.[Fe2+].pO, [32]

En condicionesnaturales,la velocidadde oxidación del ion ferrosoesmuy superiora la

observadaen el laboratorioen condicionesabióticascontroladas.En el medio naturalestán

presentesmuchosfactoresque ejercenun efecto catalitico en estareación.Entre ellos se
3+ 2+ 2+ 3+encuentrala presenciade sulfatos,Fe , Cu , Mn , Al y sobretodo el poderoso

efectocatalíticode la microflorapresenteen las aguas.

Dos son los mecanismosdescritosparaexplicar laparticipaciónbacterianaen la oxidación

de los sulfuros:uno esel mecanismoindirecto,que explicaríala oxidacióndel ion ferroso

anteriormentedescritapor la acciónde lasbacterias,y en el queel verdaderooxidantede la

pirita es el catión férrico. El número total de bacteriaspresentesen el medio no seríael

factor limitante de la reacción.En el mecanismodirecto, la bacteriaactúadirectamente

sobrela superficiedel mineral,siendo la velocidadindependientede la concentraciónde

férrico, y siendoel númerode bacteriasadheridasa la superficiedel mineral, en estecaso,

el factorlimitantede la velocidad.

Existen evidenciasexperimentalesde ambosmecanismos,y probablementeambosactúen

simultáneamente,pero, en general, el mecanismoindirecto ha sido más ampliamente

comprobadoy aceptado.Recientesestudiosacercadel mecanismode oxidación de las

bacteriasduranteel procesode formación de aguasácidasponen de manifiesto que la

oxidación de la pirita es básicamenteun mecanismoquímico catalizadopor la oxidación

bacterianade ferrosoa férrico, siendoésteel que actúasobreel sulfuro generandoacidez.

Estaconclusiónsebasaen el hecho de que a pH próximosa 4,0, en los que las bacterias

mostrabanactividad importante,fueron sin embargoincapacesde oxidar la pirita puesto

que a este pH el mecanismoquímico de oxidación de sulfuros está bastantelimitado

(Nyavory col., 1996).

En general,el procesode oxidación de la pirita, en un am iente natural en el que existe

participaciónbacteriana,esun procesoque seregulapor sí mismo, y en el que a medida

que la reacciónprogresatiendena generarseunascondicionesde pH y temperaturaóptimas

parael crecimientomicrobiano(Hiskey y col., 1981), resultandopor tanto un incremento

en la velocidadde reacción(Filion y col., 1992).

20



Introducción

l.3.1.d.- Factores que influyen en la velocidadde generaciónde acidez

Comoya seapuntóanteriormente,la velocidadde formaciónde aguasácidassepuedever

incrementadapor la influenciade los siguientesfactores:

- pHy temperatura

El pH influye básicamenteen la actividadbacteriana,y porello la velocidaddegeneración

y progresiónde acidezserámáximacuandoel pH estécomprendidoentrelos valores2,5 y

3,5, que esel intervalode p11 óptimo de crecimientode las principalesbacteriasimplicadas

en esteproceso.

La temperaturarepercuteigualmenteen la actividadbacteriana,siendo óptimo el valor

comprendidoentre30 y 350C. En cualquierminaeuropea,la temperaturamediadel interior

del estéril apilado no será superiora los 100C durantemuchos mesesdel año. Esto

condiciona la actividadbacteriana,y por tanto es de esperaruna produción de ácido

inferior a la que realmentese registraen la mayorpartede las minas abandonadasno

restituidas.

- Oxigeno

El oxigenoesimprecindíbleen la oxidaciónde la pirita. La velocidadde la reacción[25]

dependemuchode la cantidadde oxígenodisponible,siendoimportantestanto lacantidad

de oxigeno presenteen la fase gaseosa,si la saturaciónes inferior al 100%, como la

concentraciónde oxígenoen la faseacuosa.

- Poblaciónbacterianay nutrientes

Lapresenciadebacteriasen condicionesóptimasdecrecimientoesun factor esencialen la

catálisisdel proceso.Elementoscomoel magnesio,el azufre,el fósforo y, sobretodo, el

nitrógeno,son esencialesparael crecimientocelular. Tambiénel CO
2 esun compuesto

necesarioal tratarsede la única fuentede carbonoasimilablepor partede las bacterias

litoautótrofas,principalesresponsablesde la oxidación.

21



Introducción

- Factoresmineraló?icos

El tamañode los granosde mineral expuestosa las condicionesoxidativasinfluye en el

proceso,de modo que cuando el mineral se encuentrafinamentedividido, la superficie

expuestaessuperiory, portanto, lavelocidadde oxidaciónaumenta.

Un sulfuro abandonadopuedeir acompañadode otras especiesmineralógicasque sean

consumidorasde ácido, con lo que la calidad final del aguaque dreneserádistinta en

funciónde la rocaencajanteque acompañeal sulfUro vertido.

En algunoscasos,sedepositasobrela superficiede los granosde sulfuro atacadounafina

capade goetitas (hidróxidos de hierro) y jarositas(sulfatos básicosde hierro), que se

forman apartirde los productosde oxidaciónsuperficialdel grano.Estascapasprotegenal

mineral impidiendoque la oxidacióncontínue.

1.3.2.-Conceptodemeteorización

La contaminaciónporacidezy metalespesadosde las aguassuperficialesy subterráneasa

partir de los desmontesy relaves que contienensulfuros minerales,es un problema

frecuentea nivel mundial que se presentaen la mayoría de las operacionesmineras,

requiriendoa menudosolucionesmuy costosas.Una predicciónprecisay una prevención

exitosasonaspectosclavesen la minimización del impacto ambientalde las operaciones

mineras.

Como ya seha dicho anteriormente,un residuo minero (estéril), una mina abandonada,

cualquierexcavacióno apilamientode mineral expuestosa las condicionesambientales

cambiantes(lluvia, aire, temperatura,etc), sufren importantestransformacionesbajo la

acciónde estosfactoresque seconocenconel nombrede meteorización

.

El impactoambientalque ocasionael abandonode estosresiduoso instalacionesda lugar,

ademásde a otros aspectoscolaterales,a lo que seha denominadopreviamentedrenaje

ácidode mina (DAM).

Con objeto de poder predecir la magnitud de la contaminación,que bien tratará de

prevenirsebien habráde tratarse,se ha desarrolladomuchainvestigacióndirigida a la

simulacióndel efectode la meteorización.Porello, sehanpuestoa puntomuchosmétodos
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de “meteorizaciónsimulada”quetratande preverel efectoquetendrála transformaciónde

un residuocuandoseabandone.

Buena parte de las explotacionesde carbón y sulfuros a cielo abierto que se están

desarrollandoactualmente,constituyen,por su magnitud y una vez abandonadala mina,

una grave amenazapara la calidad de las aguas.Los gobiernosde muchospaísesestán

promulgandonormascadavez más estrictas relativasa la preservaciónde la calidaddel

agua, lo cual obliga a las empresasminerasa restituir, de un modocadavez más perfecto,

los terrenosafectadosporsuactividad.Las técnicasde restituciónmáseficaces-y a la larga

las másbaratas-,sonlas que consistenen diferenciardiversosmaterialesen el estéril, para

darlesuno u otro tratamientoen funciónde su capacidadde produccióndeácido.

De todoesto sedesprendequeesmuy necesanoconocer,antesde comenzarla explotación

de una mina, los efectosque éstava a teneren la calidad del agua,para diseñar,en

consecuencia,las laboresde restituciónque reduzcanal mínimo el impactonegativo.Esto

exigedisponerde técnicasde predicciónfiablesy lo mássencillasposibles.

Actualmente,se exigeque toda empresaminera presente,al solicitar una concesión,la

previsióndetalladadel impactoque suactividadtendrásobrelacalidadde las aguastrassu

abandono. La previsión deberá ser interpretada por el operador, por consultores

especializadosy por las autoridadesreguladoras,y estaprevisión constituye una parte

importantedecaraa la viabilidad final del proyecto.

Básicamente,la evaluacióndel potencial contaminantese desarrollaen las siguientes

etapas:(1) comparaciónde la problemáticacon otras situacionessimilaressucedidasen

zonasparecidas;(2) diseñode un programade muestreoa partir del cual se dispongade

muestrasrepresentativasde las distintaszonas;(3) ensayosestáticos;(4) ensayoscinéticos

basadosen las condicionesconocidas;y (5) modelización.

Los ensayosestáticossirvenparadeterminarel balanceentrelos mineralespotencialmente

generadoresde acidez y los mineralescon potencial para neutralizaría. Los ensayos

estáticostienen la ventajade que son sencillosy rápidos,pero no sirven parapredecirla

calidad de drenaje que emanaráde una muestraa lo largo del tiempo. El proceso de

generaciónde acidezy, por tanto, la calidad del drenajeson aspectosque dependendel

tiempo, y son fUnción de un número complicadoy amplio de variables. Por ello, los

ensayosestáticossólo debentenerseen cuentacomométodosde prediccióncualitativa.
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Los ensayosdinámicossirven paraconfirmar la previsión de los ensayosestáticos,para

determinar la velocidad de generación de acidez, de oxidación de sulfuros, dc

neutralización,y para evaluar la eficacia de las técnicasde control/tratamiento.Esta

informaciónes críticaporqueenocasionesla velocidadde generacionde acidezpuedeser

insignificante,o sólo importantebajo extremasy puntualescircustancias,demodoque no

serianecesarioimplantar técnicasde control a largoplazo.

Los datosaportadospor los ensayoscinéticospermitendiseñartécnicasde prevenciónde

acidezmuy específicasparacadacasoconcreto,lo que, a su vez, optimiza los costesde

tratamiento.

Un objetivo que sepretendealcanzaresseleccionary diseñarla disposiciónde los residuos

de modo que, por un lado, la oxidación sea mínima y, por otro, los procesosde

“autoneutralización”sepuedanpotenciarcomoresultadodel apilamientode los residuos.

LaBritish ColumbiaAcidMine DrainageTaskForce ha elaboradounaguíaamplia en la

que se detallanlos distintos métodosde predicción de DAM, y en la que se discuten

tambiéndistintastécnicasde control de drenajeácido (British ColumbiaAcidMine Task

Force, 1989).

Tambiénel US. Bureau of Mines (Pittsburg, EEUU) desarrolló una línea de investigación

en el estudio de los factoresque influyen en la disolución y transportede los metales

procedentesde los residuosmineros. Aspectoscomo la composiciónde los minerales

presentesen los residuos, la disponibilidad de oxigeno, el pH, la fuerza iónica, las

condicionesde almacenamientode residuos,la influenciadel tiempo de contactoentre

residuoy agua,la influenciadel apilamientode montones,etc, son factoresestudiadosen

profundidadporel grupode investigacióndel BureauofMines(Doepker,1991).

Otro organismocon experienciade añosen la investigaciónen estostemases CANMET

(Canadá).

La EPA hapublicadoreglasmuy estrictaspararegularla actuaciónde la mineríametálica

(ResourceConservationand RecoverAct - RCRA).Los planesde cierre y post-cierreson

aspectosfundamentalesen las consideracionesde la EPA. Con objeto de diseñarestos

planes,y de un modo previo al desarrollode la mina, los residuosmineros previstos

deberánserevaluadosy analizadasu capacidadpotencialparageneraracidez.
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Los datosexistentesacercadel comportamientode residuosde minasparecidas,próximas

incluso geográficamente,sometidasa parecidascondicionesambientales,serán de gran

interés y aportaránuna información muy fidedigna. Ahora bien, normalmenteno hay

disponibilidadde estosdatos, y por estoes tan necesariala informaciónque aportanlos

resultadosde los ensayosestáticosy especialmentede los ensayosdinámicos.Aún asi, se

debeser muy cuidadosoen la interpretaciónde resultados,pues puedeocurrir que un

detenninadomaterial no genereacidezen las condicionesa las que sele ha sometidoen el

laboratorioy, sin embargo,bajo determinadascondicionesambientalessí quela genere.

Del mismo modo, y comose ha apuntadoanteriormente,la meteorizaciónde un sulfuro

metálico, y particularmentela pirita, no siempregeneraacidezdebido a que estesulfuro

expuestoa las condicionesambientalesestarásometidoa la capacidadde tamponamiento

del medio natural a travésde procesosquímicosy biológicos, talescomo la disolución de

carbonatoso la reducciónbiológicade sulfatos(Moses,1987).

1.3.3.-El papelde los microorganismosen la transformaciónde los residuosdemina

La transformaciónde diferentesespeciesmineralesatravésde procesosmicrobiológicoses

un aspectocomún a todas las formas de vida, pero la transformaciónde cantidades

significativasdesdeun punto de vista cuantitativoestárestringidaexclusivamentea un

pequeñogrupo de microorganismos.Todas las células vivas transformanelementosa

travésde sus reaccionesenzimáticas,pero además,cierto grupo de microorganismosson

capacesde transformarcantidadeslo suficientementerepresentativascomoparainfluir en

la distribucióngeológicaterrestre(Silvermany col., 1964).Como seguidamenteseverá,

bacterias,algas,hongosy protozoospuedenparticiparen estosprocesos.

La actividadde estosmicroorganismos,en relacióncon la transformaciónde compuestos

minerales,puededarsetanto asociadaaprocesosoxidativos como aprocesosdereducción.

Los microorganismosautótrofosquimiosintéticosoxidanmineralesparaobtenerlaenergía

necesariapara asimilar la fuente de carbono: el CO2. La reducción de compuestos

mineralesporpartede ciertosheterótrofosles aportael podernecesarioparala oxidación

anaerobiadecompuestosorgánicosy laobtenciónde la energíacorrespondiente.

Debido a la importante magnitud de la energía requerida por parte de estos

microorganismosparadisponerde dicho poderoxidanteo reductor,importantescantidades

de mineralesdeberánsertransformadas.
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l.3.3.a.- Microorganismos asociadosa procesosde oxidación

Comohaquedadodescritoen el apartado1.3.2., la exposiciónde los sulfurosa condiciones

ambientalescambiantessuponeel desencadenamientode una serie de reaccionesque

terminancon la generaciónde aguasácidas.Tambiénha quedadodescritoen el mecanismo

de oxidaciónde la pirita, que la etapadeterminantede la velocidaddel procesoesla etapa

de oxidacióndel ion ferroso.La oxidaciónde ferrosoa férrico esmuy lentaa pH inferior a

4,5 y esporestoquela catálisisbacterianaes necesariaparaalcanzarun elevadovalor de la
3-4- 2+relación Fe /Fe (Kleinmann y Crerar, 1979). La bacteria Thiobacillus ferrooxidans,

acidófilay quimiolitótrofa,esla principal responsablede dicho procesode oxidación.

Los residuosrecién vertidospuedentenervaloresde pH que oscilanentre 6,5 y 9. Sin

embargo,las filtraciones,escorrentíaso cualquiercorrienteque emigre de estosestériles

alcanzavaloresdepH de entre2 y 3 (Ritcey y Silver, 1982).

Esta acidez, como se ha explicado anteriormente,se debe a la oxidación química y

microbiológicade los sulfuros. Sin embargo,es importantedestacarque medianteuna

oxidaciónquímicasólo puedenalcanzarsevaloresdepH próximosa 4, siendonecesariala

participaciónde bacteriasparallegaravalorespordebajode 3.

Es decir, que asociados a la generaciónde acidez se encuentran todos aquellos

microorganismosque,de un modo u otro, colaborano estánrelacionadoscon los procesos

oxidativos, bien implicados directamenteen la oxidación de minerales bien como

microbiotaasociadaaéstos.

Diferentes tipos de microorganismospueden estar relacionadoscon los procesosde

generaciónde aguasácidas,y ello, al menos, de cuatroformasdiferentes(Dugan,1975):

a) en laproducciónde ácidodebidaa laactividadmetabólicade bacterias

acidófilasdel grupode los Thiobacillus,

b) en el efectoinhibidor del ácidosobrelos microorganismospresentesen los

acuiferosen los quepuedanserdescargadasestasaguas,

c) enel crecimientode microorganismostolerantesa medioácidos,y

d) en el desarrollode bacteriasreductorasde sulfatos,las cualestienenla capacidad

de reducirestosionescon laconsiguienteprecipitacionde sulfuros.
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Desde los primeros estudiosde generaciónde aguas ácidas, se ha relacionadoa las

bacterias acidófilas del grupo Th¿obacillus (Thiobacillus ferrooxidans, Tiziobacillus

thiooxidans, Ferrobacillus ferrooxidans)con los procesosde oxidaciónde la pirita y de

otros sulfuros, y con la consiguienteproducciónde acidez. Estasbacteriasobtienensu

energíametabólicade la oxidacióndel ion ferroso y de compuestosreducidosde azufre

(ambospresentesen los residuosde mina), siendosufuentede carbonoel CO2.Asimismo,

tienen su pH óptimo de crecimiento en el intervalo comprendidoentre 2,8 y 3,5. Se

desarrollanen ausenciade compuestosorgánicossiempreque se mantengauna fuente

inorgánicaadecuada.Se entiendeasí que el valor óptimo depH parael desarrollode este

tipo de bacteriasseencuentrepordebajode 4, debidoa la rápidaoxidacióndel ion ferroso

avaloresde pH superioresy la consiguienteprecipitaciónde hierroférrico.

Como todos los organismosvivos, estasbacteriassonmuy sensiblesal ambientequelas

rodeay aunquemicroorganismoscomo el Sulfolobusseancapacesde vivir encondiciones

extremasde temperatura,las condicionesparala oxidaciónbacterianade lapirita sonmuy

restrictivas

.

Particularmenteimportantesson las limitacionesimpuestasporel pH, la temperaturay la

concentraciónde ionespresentesen el medio. Comosehamencionadoanteriormente,para

los microorganismosdel géneroThiobacillus las condicionesóptimas de crecimientose

sitúanentre25 y 45
0C detemperatura,y el valor óptimo depH en tomo a 2,5. Valoresde

pH inferioresaéstehacenquela cinéticade disoluciónde lapirita disminuya,deteniéndose

prácticamentecuandosealcanzael valor de 1 (Hiskeyy col., 1981).Porotro lado, valores

de PH superioresa 5-6, inhibenel crecimientode la bacteria.

A pesar de sus limitaciones fisiológicas, las bacteriaspuedeniniciar su actividad en

condiciones ambientales que no sean necesariamentesus condiciones óptimas de

crecimiento, y de este modo conseguir que la velocidad de la reacción [26] sea

considerablementemásrápidaen condicionesnaturales(aguade mina) que en un medio

sintéticoenel quesólo seproduzcala oxidaciónquímica(Hiskeyy col., 1981).

En la Tabla V aparecenalgunasespeciesbacterianaspotencialmenteimplicadasen la

generaciónde aguasácidas.
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TablaV: Algunosmicroorganismospotencialmenteimplicadosen la

oxidación/reducciónde compuestosde hierroy/o azufre

Organismo Metabolismo
7’hiobaciIlusfc’rrOOXidaflS S y Fe oxidante

71 thiooxidans Soxidante
T novellus Soxidante

71 thioparus Soxidante
71 denitrificans 5 oxidante

Arebrobactersp. Soxidante
Bacillus sp. 5 oxidante

Flavobacteriumsp. 5 oxidante
Pseudomonassp. 5 oxidante
Desulfovibriosp. 5 reductora

Desulfatomaculumsp. 5 reductora
Salmonelis 5 reductora
Proteussp. 5 reductora

Sulfolobusacidocaldarius Fe y 5 oxidante
Metallogeniuni Fe oxidante

Siderocapsa Fe oxidante
Leptothruc.spp. Fe oxidante
Gallionella sg» Fe oxidante

LeptospirillumferrOOXidafls Fe oxidante
Acrobacteracrogenus Fe oxidante

Aunque en un principio se consideróa la bacteriaThiobacillusferrooxidans como la

principal implicadaen la oxidaciónde sulfuros (Dugan,1975; Kleinman y Crerar, 1979),

con el desarrollode la ecologíamicrobianase ampliaronlos estudiosrelativosa ambientes

ácidos y se llegó a la conclusiónde que existe una amplia variedadde otras bacterias

directamenterelacionadascon la oxidaciónde intermediosinorgánicos,así como unagran

variedad de microorganismospresentesen estos ambientes,que si bien no están

directamenteimplicadosen la oxidación,posibilitan,de algunamanera,el hábitat de los

anteriores(Groudevy col., 1993).

Ademásde las diferentesespeciesde microorganismoslitoautótrofosy litoheterótrofos

encontradosen ambientesmineros(1-larrison,1984; Caríson,1980; Johnson,1992;Kuenen

y col., 1991),en la literaturacientíficasereflejael aislamientode unaampliavariedadde

génerosencontradosen aguasde drenajede minas,lo quevienea corroborarquela vida no

es exclusiva de los “ambientesnaturalesdel hombre”, sino que en ambientesextremos

existetambiénabundanciay variedadde formasde vida (Johnson,1992).

Asi, en 1963 Ehrlich aisló levadurasy amebasdc las aguas de drenaje de una mina.

Levadurasdel géneroRhodotorula(Tuttle y col., 1968; Coto,1994;López, 1994)hansido

aisladasa partir de aguasácidasde mina, las cualescrecieronaexpensasde los metabolitos

orgánicosexcretadosal medio por las bacteriasautótrofas.Estasrelacionesde simbiosis
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permitenqueel procesogeneralseveafavorecidoporla coexistenciade variasespeciesde

microorganismos(Gómez,1993). Este esel casode bacteriasheterótrofasacidófilas del

género Acidiphilium y T. acidhophilus, que pueden utilizar como fuente de energía

sustanciasorgánicasque perjudicanal Thiobacillusferrooxidans.Aunquepuedenexistir

tambiénalgunosmicroorganismosheterótrofos,consumidoresde oxígeno,que excretenal

medioproductosinhibitoriosparaestosThiobacilli (Groudevy col. 1978).

Asimismo, una amplia variedad de hongos, bacteriasheterótrofas,algas, protozoos,

artrópodos,etc,hansidoaisladasen aguasconcondicionesácidasextremas(López,1994).

El papelque puedantener,en la transformacióndirectade compuestos,todaestavariedad

de microorganismospresentesen ambientesácidosextremosaún no estábien descrito.Es

posible que muchasde estasformasde vida esténinactivasin situ (Cooke, 1966), como

comprobóCookeconuna granproporcióndehongosquehabíaaisladode aguasácidasde

mína. Sin embargo,tambiénescierto que de la variadacomunidadmicrobianapresenteen

estosambientes,muchosmicroorganismosviven en “consorcio”, de modoque,como yase

hamencionadoanteriormente,la actividadmetabólicade los autótrofosestrictospresentes

sea aprovechadapor los heterótrofos. Así, las bacterias acidófilas y heterótrofasT.

acidophilus y T. organoparus,son oxidantesde azufrepero tambiénutilizan grancantidad

de compuestosorgánicos,tales como azúcaresy ácidosorgánicoscomo electro-donantes.

Por suparte,la especieAcidophiliumesexclusivamentedependientede la materiaorgánica

parasucrecimiento(Kelley, 1988).

Paradójicamente,el mismotipo de microorganismosquecausael problemaambientalde la

generaciónde aguasácidas,esel que tambiénse aprovechabiotecnológicamenteparala

extracciónde metalesa travésdel procesode biolixiviación. Al potencialeconómicode

estosmicrorganismosse debeel que se hayanbuscado,y continúenbuscándose,nuevas

especiesen ambientesminerosqueseancapacesde mejorarlacinéticade estosprocesos.

Sin embargo,el drenajeácidoha sido siguesiendo,un aspectoincontroladoen minería.A

pesarde que los residuossólidos sonconfinadosen areasespecíficamentediseñadaspara

ello, esdificil controlarel efectode la lluvia y suflujo atravésde los estérilesapilados.En

caso de que los residuos sean depositadosen presas,puede darse el peligro de las

filtraciones. Por tanto, existen muchascorrientes incontroladasque van a acuíferoso

torrentesnaturales.
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Además, el drenaje ácido tiene un efecto muy negativo sobre el medio natural en el cual se

descarga.De hecho,éstecausauna pérdidamuy importantede la microflora de los ríos

circundantesa los ambientesmineros,la cual es extremadamentesensiblea medios tan

ácidos. Las bacteriasheterótrofas,tanto aerobiascomo anaerobiasque se desarrollanen

estosríos, son uno de los gruposquemásseve afectadoporel drenajeácido.La razónde

ello seencuentraen que las condicionesde acidezterminanporeliminar los compuestos

orgánicospresentesen el medio, los cualesconstituyenla basede su metabolismo.Por lo

que serefierea la anaerobiosis,éstaseve alteradapor los elevadospotencialesque sedan

en las aguasácidascomo consecuenciade la elevadaconcentraciónde especiesoxidadas

en disolución.

1.3.3.b- Microorganismos asociadosa procesosde reducción

Un grupo importante de microorganismos relacionados con la transformación de

compuestospresentesen las aguasde mina son las bacteriasreductorasde sulfato. Estas

bacteriasson capacesde creceren ambientesmoderadamenteácidosy, siemprequeexista

una fuente de carbono en el medio, son capacesde reducir sulfatosprovocandouna

disminución del potencialen su entorno.Son obligadamenteanaerobiasy, aunqueno se

tratade microorganismosacidófilos, son tolerantesa la acidez.Los dosgénerosque más

frecuentemente se encuentran en estos ambientes son el Desulfovibrio y el

Desulfatomaculum.El crecimientoy desarrollode ambosgénerosocasionaun incremento

del pH ademásde la reducciónde los sulfatosy la consiguienteprecipitaciónde sulfuros.

Bajo condicionesanaerobias,las bacteriasreductorasde sulfatos (BRS) soncapacesde

acoplarlaoxidaciónde compuestosorgánicosala reducciónde sulfatos,en un mecanismo

en el queel sulfato actúacomo aceptorde electronesy el compuestoorgánicocomodador

(Dvorak, 1991):

2- +2 =z~ 2 + +2so4 Corg(C3H403) C2H302 52 HCOj [33]

El H2S formadoreaccionade inmediatocon los cationesmetálicospresentesenel medio:

+

H2S+M
2~zzz~MS+2H [34]

dondeM: Fe, Zn, Ni, Cd, Cu, Pb...
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Los ionesbicarbonatoconsumenprotonesy de estemodoseincrementael pH:

-1-

HCO;+H zz~ CO ±110 [35]

La precipitaciónde metalesinducidapor el metabolismodeestasbacteriasseaprovecha,

como veremosen el apartado1.4., parael tratamientode aguasácidasde mina.

La eficaciaen laeliminaciónde metalesestáaseguradasiemprequehayasuficienteH2S en

el medio, lo cual,asuvez, vienecondicionadopor lacantidaddemateriaorgánicadisponi-

ble. Por tanto, paraponer a punto un método de tratamientode drenajeácido de minas

medianteBRS deberátenerseen cuentaque puedeserun factor limitante importantela

cantidaddesubstratoorgánicooxidable.

La velocidadde reducciónde los sulfatosdependemuchodel pH, y el valor óptimo oscila

entre 7 y 7,5. En ocasiones,estasbacteriaspuedenacoplarla reducciónde sulfatos a la

oxidación del hidrógeno a través de tinas enzimas denominadashidrogenasasque les

confierenestacapacidadde vivir enautotrofia.

Los hábitatsmás frecuentesen los que seencuentrandistribuidaslas BRSsonaquellosen

los que existencondicionesanaerobias.Normalmente,las BRS que seutilizan parael trata-

miento deDMA se aíslande los propios mediosmineros.También,en los sedimentosde

lagunas,en el fondo de presasde residuosy, en general,en los sistemasanaerobiosde

desechosindustriales.

Aunque, las especiesmás frecuentesque se aíslandel DXM, y de las que más amplia

información se recoge en la bibliografia, pertenecena los génerosDesulfovibrio y

Desulfobacter,sin embargo,en la mayoríade los casostiendenautilizarsecultivos mixtos

aisladosen los ambientesmineros,ya que seha comprobadoquese adaptanmejor a las

condicionesdelas aguasa tratar.

Comocaracterísticasgeneralesde las BRSsedebenmencionar:

- el requerimientodecondicionesanaerobiasparasucrecimiento,

- la necesidadde unafuentede carbono;y

- un intervalode pH óptimo decrecimientoqueoscilaentre6,5 y 7,5.
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La reducción de sulfatos es, por tanto, el procesoopuestoa los procesosde oxidación

catalizadospor los Thiobacilli y otrasbacteriaslitoautótrofas(Arnenseny col., 1991).

1.3.3.c.-Sucesiónde microorganismosen la generaciónde aguasácidas

Sehadicho anteriormentequecomo resultadode las operacionesmineras,los sulfurosson

expuestosa la accióndel agua,el oxigenoy especiesquímicasdisueltas,desencadenándose

los procesosque aceleranla oxidación del mineral. Bajo las condicionesambientales

naturales,la degradaciónde este material mineral es un procesodinámico que suponela

sucesiónde poblacionesmicrobianas(Kelley, 1988).

La disolución oxidativa de un sulfuro mineral está asociadacomúnmentecon una

importanteacidificaciónen el entorno.Estehechocondicionala sucesiónde especiesque

se van a desarrollaren un determinadorango de pH. En condicionesambientales,la

degradaciónde un sulfuro mineral se ve afectadapor una complicadainteracción de

parámetrosfisico-quimicoscomo la disponibilidadde oxígeno,dedióxido de carbono,de

aguay de nutrientes.Las condicionesclimatológicastambiénjueganun papel importante,

especialmentela temperaturay la lluvia. La composiciónmineralógicadel residuotambién

influye en las condicionesde disolución-oxidacióny determinalas especiesbacterianasque

se vayana establecer(Dave y col., 1987; Keíley, 1988): la presenciade gangacon una

elevadaconcentraciónde materia de naturalezabásicahace que se consumauna parte

importante del ácido, lo cual desplazaráa algunos microorganismos.Asimismo, la

presenciade metalescomo arsénico,plata o molibdeno, asociadosa la ganga,puedeser

tóxicaparaalgunasespeciesde bacteriasquimioautótrofas(Lundgreny Silver, 1980).

En presasde residuos y depósitos en general, se dan unas condicionesambientales

extremadamentecomplejasy variadas.Estas variacionesvendrándeterminadas,por un

lado, por las diferentes“categorías” mineralesque se envían a la presade residuosen

función del ciclo de producción; por otro lado, por las diferentescondicionesfisico-

químicas(disponibilidadde oxigeno,agua,etc) queseestablezcan.El tiempode residencia

tambiénesotro parámetroateneren cuenta.

Muchos investigadoresson escépticosal relacionara las bacteriascon los procesosde

oxidación del mineral. El argumentoque utilizan es que especiesacidófilas como el 71

ferrooxidans son incapaces de oxidar ion ferroso a PH por encimade 3,5 ó 4,0, no

pudiéndoseexplicar, entonces,lo que sucedecon los residuosrecién vertidosque tienen

valoresdepH básicoso neutros.
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En definitiva, es dificil explicar cómo bacteriasdel géneroThiobacillus, que requieren

condicionesextremasde acidezparasu crecimiento,puedanimponersecomopoblación

dominantey condicionarel ambienteen los entomosde los vertidosmineros.

Los cambiosquímicosque seproducendesdeel momentoen que un residuose abandona

van acompañadosde cambios microbiológicos, de modo que apareceuna mutua

interrelación:ciertoscambiosquímicosfavorecenel desarrollode ciertosmicroorganismos

y, por otro lado, el desarrollode determinadosmicroorganismosimplica modificaciones

químicascomoconsecuenciade sumetabolismo.

Se ha comprobadocómo la generaciónde acidezasociadaa los residuosmineroses el

resultadode la oxidación de los sulfuros, principalmentepirita, contenidosen dichos

residuosy que la velocidadde degradaciónestárelacionadacon la velocidadde oxidación

del ion ferroso.Como sehamencionadoanteriormente,la oxidaciónde la pirita sucedea

travésde las siguientesreacciones:

FeS2+ 7/202 + H20 -e’ Fe
2~+ 2S042 + 2W [25]

3+ 2+
FeS

2+ l4Fe + 8H20 -e’ l5Fe + 25042½l6H~ [28]

La segundareacción es mucho más rápidaque la primera, pero sólo tiene importancia

cuando la relación Fe
3~/Fe2~ es superior a 2. La oxidación química del ion ferroso

transcurre rápidamentea pH por encimade 4,5, pero en el intervaloentre 2,5 a 4,5 es

extremadamentelenta. Es por esto que la catálisis bacterianase hacenecesariapara

aumentarla velocidadde oxidacióndel ferroso.

Los investigadoresWalsh y Mitehelí (Walsh y Mitehelí, 1972)dieronuna explicación de

cómo sucedela generaciónde acidez en ambientesnaturales.En estascondiciones,el

fenómenocomienzacon la oxidaciónquímica,la cual transcurrea travésde las reaciones

[25] y [28]. Estodejael pH ambientalen tomo a4,5. A estePH la bacteriaMetallogenium

escapaz de oxidar ion ferroso y consiguedisminuir el PH hasta3,5. En estepunto, 71

ferrooxidans es capaz ya de intervenir disminuyendo entoncesel pH hasta valores

próximosa 2,5 o inferiores.

Cuando las condicionesquímicas del medio son cercanasa la neutralidad,tienden a

predominarlas especiesheterótrofas(Harrison,1978).Bacterias,algas,hongosy levaduras
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sedesarrollanbien en estascondiciones.A medida que las condicionesvan cambiando,

unaspoblacionesdesplazana las otras.El Thiobacillusferrooxidansescapazde colonizar

y acidificar un ambientecercanoa laneutralidadmedianteel establecimientopreviode una

sucesiónde bacteriasdependientesdel pH (Kleinman y Crerar, 1979). Fruto del estudio

acercadel papelque distintasbacteriasjueganen la oxidacióndel ion ferrosoen distintos

intervalosde pH, los investigadoresWalsh y Mitehelí (Walshy Mitehel, 1972)aislaronla

bacteriaMetallogeniumy comprobaronque dichabacteriaera capazde oxidar el hierro

ferrosoocasionandoun descensoimportantedel pH y posibilitando de estemodo que

especiesacidófilasempezarana desarrollarse.Cuandolas condicionesdel medio sehabían

hecho más extremas,predominaronlas poblacionesacidófilas quedandodesplazadaslas

anteriores.

1.4.- APLICACION DE LA REDUCCION BIOLOGICA AL TRATAMIENTO DE

AGUAS RESIDUALES DE MINA

Las técnicasque tradicionalmentesehan utilizado parael tratamientode aguasresiduales

de mína se han basado en métodos químicos de neutralización-precipitación.Estas

técnicas, si bien proporcionanmétodos rápidos y eficaces de tratamiento,presentan

bastantesinconvenientescomo el elevadocostede los reactivosquímicosempleados,la

necesidadde montarplantasadicionalesde tratamientoy la generaciónde una importante

cantidadde lodosque necesitanserreubicados.

Los métodospasivosde tratamientobiolóeicoconstituyenuna alternativaimportantea los

clasicosmétodosde tratamiento(Kalin y col., 1995; Gazeay col., 1996).El planteamiento

en el que sebasanesel siguiente:si la microbiotaasociadaa los residuostiene capacidad

suficientepara degradarlos,por qué no aprovecharestacircunstanciapara tratarlos. La

metodología de trabajo pasaríapor potenciarla actividadmetabólicade aquellasespecies

que seencuentran“in situ”, asocidasal residuo,y que puedenpermitir la restauracióndel

sistema.

Como alternativa a los métodos de bioacumulación y bioadsorción aplicables al

tratamientode efluentesde mina (Raraz, 1995), la bioprecipitaciónes el que tiene una

aplicabilidad más directa. La diversidadmicrobiológica que se desarrolla asociadaa

ambientesmineros ha quedadopatente en el apartado 1.3. Una de las comunidades

microbianasque aparecenen estosambienteses la de microorganismosanaerobios(Dugan,

1975; Babij y col, 1980). Dentro de éstos, las bacteriasanaerobiasreductorasde sulfatos

(BRS)aparecencomo unaalternativaa los métodosde tratamientoconvencionales.
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Portanto,del mismomodo queseaprovechael potencialde las bacteriaslitoatitótrofasque

seencuentranasociadasa los residuosmineralesparala disolucióny obtenciónde metales,

se podrá aprovecharel potencial de las BRS, que son también microflora presente

espontáneamenteen estos ambientes,para el tratamiento del DMA. De hecho, la

“remineralización” de metalestiene lugar de modo natural en los sedimentosde los

océanos,en los lagosy en los humedales(wetlands).El reto de la reducciónbiológica de

sulfatosestáen optimizarestascondicionesde remineralizaciónen el contextode las áreas

minerasde residuos(Kalin y col., 1993).

1.4.1.-Bacteriasanerobiasreductorasde sulfatos(BRS).-Bioreactores

Mine wastey minereclamationsondostérminosmuy utilizadosen lamineríamundialque

se relacionan con problemas medioambientalesmuy importantes y que preocupan

especialmentetanto a las industriasminerascomo a los organismosde regulaciónde

vertidos. Con las característicaspropiasde cadavertido y de cadacaso en particular, el

problema ambiental relacionadocon la minería pasapor la solución de dos aspectos

fundamentales:la neutralizaciónde los elluentesy la eliminaciónde los sulfatosy metales

disueltos.

La aplicación de las BRS al tratamientode drenaje de minas supondríano sólo la

generaciónde alcalinidad, sino también, la precipitación de los metales y sulfatos

presentes.Los lodos adicionalesque se originaríanpor la aplicaciónde este tipo de

tecnologíaseríansignificativamentemenoresque en el casode los tratamientosquímicos

(Bechard,1990).

LasBRSrequierencondicionesanaerobiasy bajosEhparasucrecimiento.En las presasde

residuosmineros las aguassuperficialesson muy pobresen nutrientesy presentanelevada

acidez, así como elevadasconcentracionesde metalesy sulfatos. Sin embargo,estas

condicionessonsignificativamentediferentesen los sedimentos,dondela generaciónde

alcalinidad,en partepromovidapor la acciónde las propiasBRS, tiene lugarde un modo

natural (Kalin, 1991). Estas condicionespueden darse en la franja próxima a los

sedimentosde las presasde residuosmineros,así como en las capasmás profundasde los

depósitos de sedimentos.Entre los géneros de BRS más abundantesse encuentran:

Desulfovibrio, Desulfomonas, Desulfatomaculumn, Desulfobacter, Desulfobacterium,

Desulfobulbus,Desulfococcus,Desulfonema,Desulfosarcinay Thermodesulfobacterium.

Sehadeterminadoque la actividadreductorade estasespeciespuedevariarentrelas 0,29
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y las 846 ppm/diade eliminaciónde sulfatosen condicionesnaturales,pudiéndosealcanzar

hastaun 48% dc eficaciaen sistemasnaturales que recibendirectamenteaguademina. La

reducciónbiológica de sulfatospuedeademáspotenciarsepormediode la adicióncontinua

de una fuente de carbono que permitael mantenimientode la actividadbiológica de la

comunidadmicrobianaen condicionesóptimas(Bechard,Rajan,Saleyy McCready,1990).

La reducciónbiológicade sulfatosno esel único procesode reducciónbiológica que tiene

lugar en los depósitosanaerobiosde ambientesminerosresiduales.La reducciónde hierro

y manganeso,la metanogénesisy la reducciónde nitratos sonprocesosque tienen lugar

siempreque existan especiesmicrobianasque dispongande fuentes de carbono para

hidrolizar y fermentar (Cairus y col., 1991). Por eso, se insiste en que un parámetro

fundamentalparacontrolar los procesosde remineralizaciónes el mantenimientode un

flujo adecuadodeunafuentede carbonoorgánica(Kalin y col., 1993).

Un aspectode bastantecontroversia repecto a la aplicabilidad de las BRS para el

tratamientode DAilvI es que estasbacteriasrequierenunascondicionesde acidez de al

menospH 4. Paraque las BRSpresentesen un ecosistemapuedancontinuaractivas,aún

en condicionesextremas(porejemplo,en presenciade aguasácidas),esnecesarioque las

comunidadesmicrobianasesténadaptadas(Kalin y col., 1993), o que previamenteal paso

del tratamientobiológico, sediseñeanivel industrialun procesodeneutralizaciónsuavey,

portanto,menoscostoso.

Aún así, se han conseguidomuy buenosresultadosa nivel de laboratorio mediantela

aplicaciónde un sistemaen continuode reducciónbiológica.Sehanconseguidoalcalinizar

aguas artificiales de mina desde valores de 3,5 hasta 6, lo que fue acompañado por una

substancialeliminaciónde hierroy sulfatos(Bechard,Rajany McCready,1990).

La bioprecipitacióno el tratamientobiológico de aguasde mina estambiénaplicablea la

eliminación de compuestosespecialmentetóxicos, como es el caso del arsénico.Se han

conseguidobuenosresultadosanivel de laboratorioen la conversiónde complejossolubles

de arsénicoen sulfurosinsolubles(Belin y col., 1993). La ventajade la inmobilizacióny

retencióndel arsénicoen los lodosesqueevitael peligro de la migracióny contaminación

consiguientede los acuíferos.

La experimentaciónrelacionadacon la reducciónbiológicadesulfatosha llegadoal nivel

de plantapiloto. En distintosbioreactores,en los que seaportauna fuentede carbonode

muy diversoorigen (serrín, turbas,hojasde plantas,paja,etc, -Kalin y col., 1993; Béchard
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y col., 1993-), se ha conseguidola adaptaciónde poblacionesde BRS, obteniéndose

rendimientosdel 95% en la precipitacióndc Fe, Zn, Mn, Ni y Cd (Dvorak, 1991). El

diseñode estosreactoresnecesitala eliminacióndel oxigeno,una fuentede sulfatosy una

fuentedemateriaorgánica.

Como se ha dicho, valores de pH inferioresa 5 inhiben el crecimientode las BRS e

incrementanla solubilidadde los sulfuros formados.Es por esto que se necesitadiseñar

reactoresde tal modo que se generela alcalidad suficientepara aumentarel pH de los

influentes(Dvorak, 1991).

En general, los métodos convencionalesde reducción biológica de sulfatos utilizan

bioreactoresen los quelas bacteriasentranen contactodirectamentecon lacorrienteque se

va a tratar. Esto suponeuna pérdidaimportantede efectividaden el tratamientodebidoa

que, como se ha dicho anteriormente,estaspoblacionesbacterianasson sensiblesa los

bajos valoresde pH y tambiéna elevadasconcentracionesde metales.Con objeto de

mejorar las condiciones de la reducción biológica de sulfatos convencional,se ha

desarrolladoel Biosulfide process. La novedadprincipal que aportaesteprocesoconsiste

en quela reducciónbiológicade sulfatosseseparafisicamentede laetapade precipitación

química.Sólo pasaal bioreactoruna fracción determinaday seleccionadade la corriente,

cuya elección ha sido previamenteestablecidaen función de sus características.Los

metalesprecipitadosy la biomasaestánseparadosfisicamente, lo que puedepermitir la

separación de los metales selectivamente e, incluso, su recuperación para la venta (Rowley

y col., 1994).

Basándoseen esta idea se han diseñadobioreactoresy sistemascon los que se han

conseguidoalcalinizarefluentesconvaloresde pH en tomo a2, y sehaconseguidollevara

0,lg/l la concentraciónde metales,partiendode valoresdel ordende 550 mg/l de Fe, 140

mg/l de Al, 92 mg/l de Cu y 60 mg/l de Zn (Hammacky col., 1994).

1.4.2.- Participación de las BRS en métodospasivosde tratamiento: humedales

Anteriormente, se han definido las tecnologías pasivas de tratamiento de aguas

contaminadascomo aquellasque aprovechanprocesosquímicosy/o biológicosnaturales

paramejorar las condicionesdel aguacontaminada.La basede los sistemasde tratamiento

pasivoesla de crearcondicionesfisico-quimicasquepromuevanprocesosqueeliminenlos

contaminantes.
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En un sistemade tratamientopasivo se potenciaránaquellasreaccionesquímicas que

intereseny se adecuaránlas condicionesparaque tambiénsepromuevael crecimientode

los microorganismosquefavorezcanel proceso.

El concepto de tratamiento pasivo se aprovechaen el diseño de los pantanales o

humedales(wetlands)parael tratamientodel DAM (Kleinmann y col., 1991).En realidad,

en los pantanalessetrataránde reproducir,de un modo controlado,muchasreaccionesy

procesosque sucedende modo natural, a veces con consecuenciasindeseables.Por

ejemplo,cuandoun aguaácidageneradacomoconsecuenciade unprocesode oxidaciónde

residuosminerosalcanzaun caucenatural,seproduceespontáneamenteunaneutralización

y, consiguientemente,unaprecipitaciónde los metalesdisueltos,ocasionandola formación

dc lodos (óxidos, hidróxidos y oxihidróxidos) que recubrenen muchas ocasioneslos

caucesde los ríos contaminadosporefluentesmineros(Mansferrer,1994).

Los pantanaleso humedalessonremansosde aguaen los que se desarrollaun ecosistema

capazde variar las característicasdel aguaque sele hacellegar. En él tienen lugar los

siguientesprocesos:

- precipitaciónde hidróxidos

- reducción de sulfatos y precipitación de sulfuros

- bioretencióndemetales

- intercambiocatiónico

- adsorciónde materiaorgánica

En la parteanaerobiadel humedal,los procesosquímicosy microbiológicosque tienen

lugardifieren de los observadosen los ambientesaerobios.Cuandoel aguaresidualfluye a

travésde un ambienteanaerobioquecontieneun sustratoorgánico,laquímicadel aguase

ve afectadapor la reducciónbacterianade los sulfatos,observándoseexperimentalmente

que la concentraciónde éstos disminuye en el aguacon la profundidad, es decir, en

aquellaszonasdondeestasbacteriassemuestranactivas(Calabresey col., 1991).

Sehanconseguidobuenosresultadosen el tratamientodeDAM mediantehumedales.Así,

sehanalcanzadovaloresde pH en tomo a6-6,5partiendode efluentesconvaloresde pH

de 2-3,5 (Calabresey col., 1991; Hendricks,1991).

El tiempo de retencióny la extensiónde un humedalson dosparámetrosfundamentales

con los que sedebejugar paraoptimizar las condicionesde tratamientodel agua.Aunque

38



Introducción

existenpublicadasciertasreglaso pautasque relacionanel pH del aguainfluente con el

númerode metroscuadradosqueserequierenparasutratamiento(Norton, 1993>,es dificil

hacer una predicción. La planificación deberárealizarsetomando en cuentatodas las

consideracionesrelativasalacalidaddel aguaatratary la del aguaaproducir.

1.5.-JUSTIFICACIÓNY OBJETIVOSDEL TRABAJO

Uno de los costescon el que inexcusablementedebencontaractualmentelas empresas

minerasesel relacionadocon el impactoambientalde sus operaciones.Dentro de éstese

englobanaspectostan diversoscomo el impacto de las laboresde extracción(polvo,

ruidos, impactovisual, etc) y los relacionadosconel tratamientode los residuosgenerados

en el proceso.

Las empresascon interesesen la mineríade sulfurosinviertencantidadesde dineromuy

importantesen el tratamiento de sus residuosy tienen que solucionarproblemasde

contaminaciónmedioambientalrelacionadosno sólo con la propianaturalezadel residuo

sino tambiéncon los productosde las transformacionesque ésteexperimentadurantesu

almacenamiento.Un mayor conocimiento de los mecanismospor los cualesel residuo

sufreestadegradaciónpermitiría aplicarestrategiaspreviasorientadasa la prevenciónen

lugar de al tratamientode los efluentes generados.Esto posibilitaría la aplicación de

medidasde control máseconómicasy flexiblesquepodríanacomodarsealos cambiosque

eventualmentepudierasufrir el vertido.

Un caso bastanterepresentativode estetipo de empresasminerases el de las que se

dedican al tratamientode sulfuros complejos polimetálicos,que en realidadson piritas

masivascon contenidosapreciablesde otros sulfuros metálicoscon interés económico.

Entreellos,calcopirita,esfaleritay galenasonlos más importantes,aportandocobre,cinc y

plomo,queen conjuntosuponenalgomásdel 5%del mineral.

Estasmenasson sometidas,despuésde realizadaslas labores minerasy una adecuada

reducciónde tamañoparaliberar las distintasfasesminerales,a unaetapade concentración

por flotación. Como es fácil suponer, el residuo de esta operación está formado

esencialmentepor pirita con un grado de purezamuy apreciabley por tanto con un

potencialdegeneraciónde drenajesácidosmuyconsiderable.

La situaciónde partidaque generóel presentetrabajo fue el estudiode un sistemadel cual

se teníala siguienterefererencia:a un dique de estérilesse vertía una pulpadesdeuna
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planta de flotación, la cual tenía unas característicasde pH alcalino y de baja

concentraciónde metales; sin embargo,el aguade rebosede la presa en la que se

almacenabanestosresiduospiríticos, presentabauna acidez elevaday un incremento

considerable en la concentraciónde metales.El ion sulfito presenteen las colas de

flotación tenia inicialmenteunaconcentraciónaproximadade 100 ppm, y aparecíaen el

residuofinal enunaconcentraciónen tornoalas 3-5 ppm.

Partiendode estasituación,el objetivo fundamentaldel presenteestudiofue el de evaluar

la magnitudde las transformacionesqueafectabana la pulparesidualpirítica desdequese

abandonabaa la salidade la plantade flotaciónhastaque llegabaa la presa,y cuandose

almacenabaen lapropiapresa.Paraello, el trabajoexperimentalseplanificó de acuerdoa

alcanzartresobjetivosfundamentales:

IO.~ Valoraciónde la situaciónrealy cuantificacióndelas transformaciones

Estaprimeraetapasuponeun muestreoexhaustivodel sistema,así como sucaracterización

química,mineralógicay microbiológica.A partir de los datos anterioressedebevalorarla

magnitudde la transformación,la distribuciónmicrobiológicay la caracterizaciónquímica

del sistema.Todo ello paradefinirun conjuntode “zonas” o “ambientes”de características

concretasdentrode la presadeestérilesa estudiary másconcretamenteen referenciaa los

residuossólidosy líquidosque contenía.

2o.~ Estudiode los factoresimplicadosen las transfonnacionesmicrobiológicasy químicas

de lapresa

En estasegundaetapase debenevaluarlos distintosfactoresque puedancontribuir a las

transformaciones.Se estudiará la oxidación química del ion sulfito y la posible

participaciónmicrobiológicaen la misma.

Paraevaluarla oxidaciónquímicay/o microbiológicadel residuoserealizaránensayosde

meteorización,mediante los cuales se podrá seguir la evolución de la pulpa bajo

condiciones controladas que tratarán de simular los distintos ambientes o zonas

encontradosen la presa.

A partirde estosensayosseconcretaránlos factoresmásdeterminantesquecontribuyenal

deteriorodel residuoalmacenado.
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2.1.- MUESTREOS

2.1.1.- Descripción del áreade estudio

El sistemaobjetode estudiofue unapresade decantaciónde estérilesquereteníael residuo

generadoen el circuito de flotaciónde un mineral sulfurado.A estapresaeranconducidas

las llamadas“colasde flotación” medianteun sistemade caídaporgravedadatravésde un

recorridode aproximadamente2,3 kms, invirtiéndoseen tomo a 30 minutosen realizarlo.

La ubicación de esta presa, así como el recorrido de las “colas de flotación”, están

detalladosen la Figura3.

El residuoquesevertíadesdela plantade flotación(“colasde flotación”) la abandonabaen

forma de pulpa con unadensidaden sólidos de entreel 25 y el 30 %. El caudalde salida

erade 80 t/h de sólidos, lo que suponíaun aportediario a lapresade 700 toneladas;por su

parte,el caudalde aguaerade 193 m3/h. El pH queposeíala pulpaa la salidade la planta

oscilaba entre9 y 10. La deposicióndel sólido de la pulpa en la presa era mediante

sedimentación.Una vez en la presa, la propia deposición de la pulpa hacia que se

establecierandistintaszonaso “ambientes”de acuerdoa las siguientescaracterísticas:una

partedel mineral quedabaexpuestosuperficialmente,depositándoseen forma de lenguas

(A); la mayorpartedel sólido quedabaen el fondo (C), sumergidobajo aguasuperficial

clara(B). Estadistribuciónde lapulpaen lapresaestáilustradaen laFigura4.

El balancede aguasen unapresade estérilesesmuy importante,de ahíque seanecesario

controlartodos los aportesquepuedanacabaren ella (lluvia, escorrentía,etc). Paraello, se

construyóen tomoa lapresaun canalperimetralquebordeabael dique.

Las condicionesclimatológicasde la zonapresentabanunos valoresanualesmediosde

evotranspiración(ETP) superioresa laprecipitaciónanual.Estefactorunido a la existencia

de canalesperimetraleshizo queel balancede aguasfuerapositivo.

2.1.1.a.-Lamina

Los residuosque severtíanen la presaanteriormentedescrita procedíande unaplantade

flotacióndiferencialqueprocesasulfurospolimetálicos.El términode “sulfuro complejo”,

tambiénllamado“pirita compleja”o “sulfuro polimetálico”,seaplicaa mineralesde matriz

piríticaen la queseencuentranfinamentediseminadossulfurosde otrosmetalesno férreos,

principalmentede Cu, Pb, y Zn.
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2.1.1 .c.~llidrogeoIOgía

Los materialesque afloranen el áreaafectadapor la presapertenecena unaseriede rocas

volcánicas,en las que seintercalanpizarras,tufitas y tobas.La fracturaciónse encuentra

poco desarrollada,encontrándoselas fracturasexistentesrellenas de material arcilloso

procedentede la alteraciónde las rocasde la zona.

Es necesariodestacarque dadaslas característicasgeneralesde impermeabilidadde estos

materiales, no existen acuíferos subterráneosaprovechablesde importancia. Las

captacionesde aguasubterráneamásimportantes,a una distanciade varioskilómetrosde

la planta,seencuentrantotalmentedesligadashidrológicamentede la zona.

2.1.1.d.-La plantade flotación

El primer pasoparatransformarel mineral extraídode la mina esconvertir el mismo en

concentradosvendiblesa las fundiciones.Esto serealizamedianteel procesode flotación

diferencial, que a su vez, previamente,requiere una preparacióngranulométricadel

míneral.Entonces,el procesomineralúrgicosclleva acaboen dosplantasdiferenciadas:la

plantade trituraciónsecundariay terciaria,y el concentrador.

Es en el concentradordondese realiza la flotación diferencial y dondese obtienenlos

concentradosde cobre,plomoy cinc,y ademáspirita. Es tambiénen el concentradordonde

tiene lugar la adición de los distintos reactivosde flotación, así como del SO2, el cual

rápidamentepasaa disolucióny apareceen el residuofinal en formade ion sulfito. En la

Figura6 seilustra el procesode flotación del cobre indicándoseel punto en el que tiene

lugar la adición de ácido sulfuroso, así como la generaciónde los estérilesque serán

enviadosal dique.

Ademásdel residuomineralestérilpropiamentedicho, aestapulparesidualacompañanen

su vertido a la presa los reactivos de flotación empleados,que estaránen bajísisma

concentración.En la TablaVI sedescribela distribuciónde los distintosreactivosque se

adicionanen el procesode flotacióny quepuedenaparecerminoritariamenteacompañando

al residuo.

Lapropianaturalezadel procesode flotaciónobliga ala utilizaciónde la vía húmedacomo

soportedel procesoy generaen consecuenciapulpasde sólidos. Estasse retienenen la
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presade residuos,objeto del presenteestudio, en la cual seproduceladecantaciónde los

sólidoshastaquesealcanzala humedadde equilibrio, liberandocantidadessustancialesde

agua.Esteaguatiendea recircularseal procesoen la mayorextensiónposible,como medio

de reducircostesoperativosy el impacto ambiental,pero en generalexiste un excedente

que esnecesarioverter.

TablaVI: Distribuciónde reactivosen el procesode flotación(g/tm)

2~ ApureReactivo Acondicio-
nador

lcr

desbaste_J__desbaste_1

CIRCUITO DEL COBRE

lcr

relavo

40

relavo

pH (cal) 10
AXK SO
LSB 40

pH (SO2) 4,8
CIRCÚITO DEL PLOMO

Orfom 60 60
pH (cal) 12

CIRCUITO DEL CINc
pH (cal) 11,5 12

AXK 80 60 60
CuSO4 500 300tAXK LSB, Orfom sonreactivosorgánicoscomercialesy patentados

La distribuciónde los metalesal final del procesometalúrgicose indica en la TablaVII.

Balancemetalúrgicodel procesode flotacióndiferencial

Cu Pb Zn Cu Pb Zn
Recuperaciones% Leyes %

Cdo, Cu 1,2 40,0 2,0 1,0 19,5 3,5 3,5
Cdo, Pb 1,9 2,8 41 3,0 0,9 45 7,5
Cdo, Zn 7,6 8,9 6,5 79,5 0,7 1,8 49
Estéril 89,3 48,3 50,5 16,5 0,33 1,20 0,88

Alimentac, 100 100 100 100 0,60 2,10 4,71

2.1.2.-Descripcióndelos puntosy lascondicionesdemuestreo

Para llevar a cabo el estudiopropuestose realizaronseis muestreos,cinco de ellos en

semejantescondicionesde procesamientodel mineral, y un sexto en condicionesmás

particulares,motivadaspor la paradade la planta, queduró un periodode seismeses.Las

condicionesde la presa en esa ocasión fueron bien diferentes,como se explicará más

adelante,y así en lo sucesivose hará referenciaa condicionesde “planta activa” y de

“presaabandono”paradistinguir estassituaciones.
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La descripciónde los muestreosrealizados, la justificación de los puntos de muestreo

seleccionados,las variablesquímicasmedidasy la descripciónde las muestrasque fueron

seleccionadaspara la caracterizaciónmicrobiológica, se reflejan en la Tabla VIII. Los

distintosmuestreosserealizaronen treszonasdiferenciadas:en laplantade flotación, en el

recorrido de la pulpa desdela salidade la plantahastala llegadaa la presay en la propia

presa,tantoen el fondocomo en la superficie.

Los puntosseleccionadosen laplantadeflotación correspondieronal rebosey hundidode

los espesadores(R.EP-x y H.EP-x, respectivamente,dondex correspondea la numeración

del espesador).El rebose de los espesadoresfue de agua clara y se muestreó

superficialmente.El hundido correspondióa los lodos sedimentadosen el fondo del

espesador.Semuestrearonatravésde trampillasdiseñadasen elespesadorparala tomade

muestrascorrepondienteal controldelproceso.La pulparesidualque salíade proceso,para

servertidaen lapresa,recibeel nombrede pulpaestéril (PE).La localizaciónen planta de

todos estospuntossereflejaen la Figura7.

El recorrido de la pulpa se siguió desdelasalidade laplantahastala presa,y setomaron

muestrassecuencialmente(Pi). La pulpase conducíamediantecaídaporgravedadatravés

de un recorridode 2.3 Kms. El desnivelera importantey por tanto la circulación rápida,

aunqueexistieronciertos lugaresen los que, debidoa la orografiadel terreno,el aguase

remansaba(F-l y F-2). Estospuntosde muestreoaparecenreflejadosen la Figura3.

La última de las zonasmuestreadascorrespondióa lapresa. Serealizó un barrido en toda

su extensiónen el quesefue controlando el pH. Se tomaronmuestrasde superficie(Si) y

muestrasde fondo (Di) en aquellospuntos en los que seobservabanvariacionesde pH

importantes o algún otro cambio apreciable en el sistema (color, temperatura,

conductividad,etc).Los distintospuntosde muestreosereflejanen la Figura8.

2.1.2.a.- Condicionesde muestreo

La toma de muestrasse realizó en frascosestérilesque se sumergíanboca abajo y se

invertíanrápidamentehastallenarloscon el fin de alterarlo menosposiblelas condiciones

de dichasmuestras.En cadapunto setomabandosmuestras:unaparalos análisisquímicos

y mineralógicos,y otraparael aislamientomicrobiológico.Estaseranguardadasen nevera

de campopara su trasladoal laboratorio.En el muestreorealizadoparala búsqueda de

microorganismosanaerobios,los frascossellenarontotalmentey secerraroncon precinto.
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Materialesy Métodos

El muestreode los lodos del fondo de la presase realizó empleando un muestreador

BallcheckKB 0414. Estetipo de muestreadoreselmásindicadoparaaquelloscasosen los

que se requiereque la interfasede la superficie del fondo y el aguase altere lo menos

posible.Consisteen un tubo de acerode2 pulgadasdediámetroy 50 cm de longitud. Para

accedera los distintos puntos de la presase dispusode una pequeñaembarcaciónque

permitióhacerun barridototal deldique.

Para la determinación“in situ” del pH, Eh y la temperaturade todas las muestras, se

dispusodeunasondaportátil

Las muestrasrecién tomadas,se trasladabanal laboratorio de la empresaen el que se

volvía a medir el pH y se realizabala determinaciónde la concentraciónde sulfatos,

sulfitos,metales,asícomola granulometriade los sólidos.

2.2.-CARACTERIZACIÓN QUÍMICA Y MINERALÓGICA

2.2.1.-Muestrassólidas

La denominaciónde “muestrassólidas” correspondeen nuestrocasoa]a fasesólidade las

muestrasde pulpao de lodo.

2.2.1.a.-Distribucióngranulométrica

El análisisgranulométricode las muestrassólidasserealizó medianteun equipo Microtac

ERA.

2.2.1.b.-Composición mineralógica

Se empleó la técnicade difracciónde rayos-X tanto parala caracterizacióndel mineral

comoparala identificaciónde los compuestos(sulfatos,hidróxidos y demásprecipitados)

queaparecieronfruto dela transformacióndelmismo.

El equipo que se utilizó fue un difractómetro Philips X’Pert-MPD. Previamente a la

realizacióndel análisis,las muestrasfUeronsecadasy debidamentepulverizadas.
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Materialesy Métodos

2.2.I.c-Composiciónquímica

Paradeterminarla composiciónde las muestrassólidassetomaron0,5 g de muestray se

trataroncon 5 ml demedioácido(HNO3/HCIen laproporción3:1), durante20 minutos,en

placacalefactora.Trasel periodode digestión,y despuésde diluir aun volumende 250 mí,

los metales sc determinaron mediante espectrofotometríade absorción atómica. El

espectrofotómetroutilizado fue de la marcaPerkin-Elmer,modelo 1 IOOB. El atomizador

fue un mecherode llama de aire-acetilenoy como fuentede radiaciónprimariaseutilizó

unalámparadecátodohuecoconargóna bajapresión.

Parala determinaciónde 5 total seutilizó un aparatoLecoSC32.El 5 total se determinóa

partir de la medidadel sulfurosodesprendidotras la combustiónde la muestra.

2.2.2.-Muestraslíquidas

2.2.2.a.-pH y temperatura

En todas las muestras,se realizó una medida“in situ” del pH y la temperaturamediante

unasondaportátil. La evolucióndel pH con el tiempo sesiguió, en variasde las muestras

seleccionadas,con objetode tenerunareferenciaaproximadade lavelocidadde cambiode

estavariable.Las medidasserealizaronconun medidormarcaCrison2001.

2.2.2.b.-Concentracióndemetales

La concentraciónde metalesen solución se determinómedianteespectrofotometriade

absorciónatómicautilizando las condicionesdescritasen el apartado2.2.í.c.

El Fe
2~ sedeterminó mediantefotocolorimetríaempleandoortofenantrolinacomo reactivo

colorimétrico en medio acético (Herrera y col., 1989; Standard methodsfor the

exwninationof waterand wastewater,1985; Mier, 1993). Sobreun volumenconocidode

muestraseañadían5 ml de disoluciónreguladora(acético/acetato),5 ml deNaF y 1 ml de

clorhidratodeortofenantrolina.Unaveztranscurridoel tiempo suficienteparael desarrollo

del color, seprocedíaaenrasarlos matraceshastaun volumen final de 50 ml. El métodose

puso a punto de acuerdoa las condicionesdescritasen el Standard ¡nethodsfor Me

exazninationof water and wastewater,para lo que se trazó una recta de calibradocon

parámetrosde ajuste: R= 0.99952; SD= 0.0226 (Figura 9). El equipo utilizado fue un

49



Materialesy Métodos

fotocolorimetro Metrolini 662. La longitud de onda elegida fue de

concentraciónde Fe3> sedeterminópordiferenciaentreel Fe total y el Fe2~.

510 nm. La

2-’-La concentraciónde Fe sedeterminóa partir de la rectade calibradode ecuación:

Fe2~ (ppm)= Abs(SlOnm)+ 0,03933

20-

15.-

1.0-

0.5 -

0-0-

0,31008
[36]

r

A

a’
7-

7,

A

,1

A’

u
‘JI

‘7

6 !1 ‘k’ ~
1~iÉnc~iÉnfm~o

é

2-’-Figura 9: Recta de calibrado para la determinación de Fe

2.2.2.c.-Concentracióndesulfatos

La concentraciónde sulfatos en soluciónsedeterminómedianteturbidimetría(Standard

methodsfor the examinationof water and wastewater, 1985). Por tratarsede un método

turbidimétrico, la formación del precipitadocoloidal deberealizarseen las condiciones

óptimasy asegurarseque en el momentode la lecturael precipitadose ha desarrollado

adecuadamente,intentando evitar el posible sobrecrecimientode los cristales por

envejecimientodel precipitado.La turbidez se generóhaciendoreaccionar1 ml de la

muestracon 1 ml del reactivocloruro de bario 0,1 M. Unavez formadoel precipitado,los

matraceseran enrasadoshasta un volumen final de 50 mí, procediéndoseentoncesa

realizarla determinaciónturbidimétrica.El equipoempleadofue el mismo que el descrito

o
ct
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en el apartado2.2.2.bparaladeterminaciónde ion ferroso,peroen estecasola longitud de

ondaempleadafue de410 nm.

Estemétodoproporcionóbuenosresultadosparatodaslas medidasrealizadasen muestras

ácidas.Perocuandosetrató de aplicara ladeterminacióndesulfatosen muestrasalcalinas

(véaseexperimentacióncon BRS, apartado3.6.),el métodono resultóserel adecuadoal no

conseguirsemedidasreproducibles.

Por ello, el métodose adaptópara el análisisde muestrasbásicas,segúnlas condiciones

siguientes(Amandolay col., 1967; Williams, 1979): un volumenconocidode muestrase

diluía dentrodel intervalo recomendadode 5-40 ppm y sedisponíaen matrazde 100 ml.

Sobreestevolumen, seadicionaban20 ml de una disolución 4 M de NaCí en 20 ml de

HCI. El matraz se enrasaba entonces y se procedía a generar el precipitado para la

cuantificaciónde los sulfatos.Estepaso serealizabameticulosamentey de acuerdoa la

siguientesecuencia:la muestraen medio HG servíacomo blancoparahacerel cero en el

equipo (la absorbancia elegida ahora fue de 420 nm, que resultó ser la óptima después de la

comprobaciónde distintaslongitudesde onda); seañadíaentoncesuna puntade espátula

de BaCI2 que se dejabaagitar duranteun minuto (tiempo suficiente para favorecer la

formación del precipitado coloidal); transcurrido este tiempo, se dejaba reposar el

precipitado durante 4 minutos y se procedia a la posterior lectura, que se realizaba en

reposo y sin agitación. De este modo, se evitaba que los cristales aumentasen

excesivamente de tamaño. La recta patrón obtenida en estas condiciones (Figura 10) tenía

estosparámetrosdeajustede: R= 0,99922;SD= 0,00975.

Laconcentraciónde sulfatossedeterminóapartirde la ecuación:

s042 (‘pm) = Abs(420nm)+ 0,09961 [3]
0,02005

Tantoparala determinaciónde sulfatoscomo parala determinaciónde ion ferroso, fue

necesario centrifugar las muestras de pulpa, o las que llevaban algo de sólido en

suspensión,paraevitarinterferenciasenla lectura.
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0.8

st

D

Figura 10: Rectade calibradoparala determinaciónde 5042

2.3.-CARACTERIZACIÓN MICROBIOLÓGICA

2.3.1.- Mediosy técnicasde cultivo

2.3.1.a.- Microorganismos aerobios

A) Medio parabacteriaslitoautótrofas:

- MEDIO 9K (Silvermany Lundgren,1959):

(NH4)2S04

KCI

K2HPO4.3H20

MgSO4

Ca(N03)2.4H20

H20 destilada hasta11

A estemedio, segúnel caso,se le añadióunade las siguientesfuentesde energia:

5’

“-7‘a

‘7”

u-’

0.6

0.4

-7

~1
-7

7

‘7”’

0.0 5”

Grmeitrai&idesiifatcs 4n>

3g
0,1 g

0,618g

0,5 g

0,013 g
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FeSO4

Tetralionatosódico

Tiosulfatosódico

Azufre elemental

33,3 g/lapH2

5 gIl apH 3

5 g/l a pH 6,5 y 3,5

lOg/lapH3

- Placasde tiosulfato,tetrationatoy sulfato ferrosoenagarosa

Se prepararondel siguiente modo: el medio salino y la agarosase esterilizaronen

autoclave,mientras que la fuenteenergéticase esterilizó por filtración mediantefiltro

Millipore de 0,22 ¡im con el fin de prevenirla oxidación. Cuando el medio salino y la

agarosaestuvieronsuficientementefríos, semezclaroncon la solucióncorrespondientea la

fuente energética.

8) Medios paramicroorganismosheterótrofos

- MEDIO A

Glucosa

Extractode levadura

Agar o agarosa

10 g

15 g

15 g Medio 9K a pH 3 hasta11

- MEDIO 1

Bactotriptona

Extractodemalta

Glucosa

Agaro agarosa

0,5 g

lg

10 g

15 g Medio 9K apH 3 hasta11

2.3.I.b.-Microorganismosanaerobios

- MEDIO C (POSTGATE)(ASTM D 4412-84)

KH2PO4

NI-14C1

MgSO4.71-120

Lactatosódico(70%)

Extractode levadura

0,5 g

1,0 g

0,06 g

3,5 g

1,0 g
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CaSO4

FeSO4.7H20

Na2SO4

CaCI2 . 61-120

Citrato sódico

1,0 g

0,01 g

4,5 g

0,06 g

0,3 g (todo ello paraun volumende 1 1)

El pH seajustóa 7 con NaOH al 10%en peso.

Seempleótambiénel medioC con molibdatosódicoen concentración0,OlM.

- MEDIO AGAR NUTRITIVO: OsoidCM3

2.3.1.c.-Esterilización

Los mediosde cultivo seesterilizaronen autoclave(Auster- E. Selecta)a unaatmósferade

presióndurante20 minutos. Para los medioscon glucosase utilizaron condicionesmás

suaves:0,5 atmósferasdurante30 minutos.

Los medioscon hierro, tetrationatoy tiosulfato se esterilizaronmediantefiltración con

filtro Millipore de 0,2 gm de diámetrode poro.

El azufreelementalse esterilizómedianteel método de tindalizaciónconsistenteen la

esterilizaciónen autoclavea 0,5 atmósferas,durante30 minutos,transcurridoslos cuales

seincubabaduranteunanocheen estufaa 37
0C. Esteprocesoserepitió tres veces.

2.3.2.-Presenciay recuentode microorganismos

2.3.2.a.-Microorganismosaerobios

-Recuentode microorganismosoxidantesdeFe y 5

Para el recuento de bacteriaslitoautótrofasseutilizó el método del númeromásprobable

(NMP) (Collings, 1969; Pochon y col., 1974; Standardmethodsfort,be exainination of

water and wastewater,1985). Se eligió estemétododebido a que el crecimientode este

tipo de microorganismosen medio sólido no esbuenoy por tanto el recuentopodríadar

resultadosengañosos.
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El fundamento del método reside en la presunciónde que las bacterias se hallan

“nonnalmente”distribuidasen un medio liquido, estoes,quemuestrasrepetidasdel mismo

volumende un mismocultivo debeesperarsequecontenganel mismonúmerodegérmenes

comopromedio.La cifra mediaesel númeromásprobable.

Para determinarel NMP se prepararon tubos con 4,5 ml de medio (9K + Fe para el

recuentode microorganismosFe-oxidantesy 9K+S para el recuentode microorganismos

S-oxidantes. En algún caso se eligió tiosulfato para esta misma determinación).

Inicialmente,se inoculó el primer tubo con 0,5 ml de muestra;0,5 ml del primero se

inocularonen el segundoy así, consecutivamente,el restode tuboshasta 10 diluciones.

Las seriesserepitieroncinco vecescon cadamuestra.Los tubos seincubaronen estufaa

30 “C entre25 y 30 días.

Para el recuento de microorganismosde las muestrasprocedentesde los ensayosde

meteorizacióny del demuestrede las columnas,se utilizaron placasmultipocillo. Los

cultivos seprepararontomando0,5 g de muestra(pulpao sólido segúnel caso)en 1,5 ml

dc medio. Los recuentosserealizaronen medio hierro y medio tiosulfato (apartado2.3.1).

Los inóculosserealizaronportriplicadoy las placasmultipocillo semantuvieronen estufa,

a 300C, duranteal menos25 días. Se eligieronestasplacasporquepermitenmantenerun

volumen importantede muestrasen poco espacio.El crecimientosedetectópor la turbidez

de los tubos en el casode los microorganismos5-oxidantes(debido al crecimientocelular

y a la disgregacióndel azufre),por la coloraciónpardo-amarillentaparael casode los Fe-

oxidantes(debidaa laprecipitaciónde hidróxidosde hierro o dejarositas)y por el cambio

de color inducido por la presenciadel indicador azul de bromofenol en el caso de los

microorganismoscrecidosen mediotiosulfato.

El crecimientosecomprobó,además,mediantela observaciónal microscopiode algunos

de los cultivos crecidosen los correspondientestubos o pocillos.

-Recuentodemicroorganismosheterótrolos

Como sehadichoanteriormente,el objetivo del estudiosecentróen los microorganismos

directamenteimplicadosen los procesosde transformacióndel mineral, pero tambiénse

consideróimportanteevaluar la presenciade microorganismosheterótrofosen algunos

puntos significativos del sistema como un modo de completar la caracterización

microbiológica.
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La presenciade bacteriasheterótrofas,levaduras,algas y hongos se detectómediante

inóculosen placaen los mediosA el (verapartado2.3.1.),así como en placaspreparadasa

partir del aguade mina y agaral 1,5 %. La observaciónde las coloniasal microscopio

permitiódiferenciarunosy otros.

El recuentode bacteriasbeterótrofasserealizó a partir de la siembraen placaen presencia

de los mediosA o 1. Sepreparondilucionesde la muestrahastadelordende 1040en medio

líquido, y 100 ji de cadauna de ellas sirvieronparainocular por duplicado las placas

preparadascon los mediossólidos A e 1. Además,se inocularon 100 gí de la muestra

directay 100 ~tlde la muestradoblementeconcentrada.

2.3.2.b.-Microorganismosanaerobios

Para detectarla presenciade bacteriasanaerobiasreductorasde sulfato, se realizaron

inóculos del 10 % en medio C, para muestrassólidas, y en medio C doblemente

concentrado,paramuestraslíquidas. Los frascosse llenaron, secerraronherméticamente

paraevitar la presenciade oxígenoy semantuvieronen estufaa 300C.

El crecimientode las bacteriasreductorasde sulfato se detectóporel aspectonegruzcoque

apareció en los cultivos, así como por los precipitadosnegros y bi-illantes que se

depositaronen las paredesde los frascosy sobrela interfasesólido-líquido. Estossólidos

eranprecipitadosde sulfurosoriginadosporla reaccióndelácidosulfhídrico liberadoen la

reduccióndel ion sulfato con los metalesdel medio.

Con objeto de confirmar la acción bacterianay de asegurarque el desprendimientode

ácidosulfhídrico,y la consiguienteprecipitaciónde sulfuros,erandebidosexclusivamente

a la presenciade microorganismosy no a cualquierotra posible reacciónquímica, se

realizaronlos mismosinóculosen medio C + Mo. La adiciónde molibdenosedebea que

inhibe una enzimadel metabolismode las bacteriasreductorasde sulfato. La apariciónde

precipitadosen el caso del cultivo en medio Mo descartaríaa las bacteriascomo únicas

responsablesde lareduccion.

Parael recuentode bacteriasanaerobiasseutilizó tambiénla técnicadel NMP. Paraello, se

pesaronSg dc mineral (o pulpahúmeda)y sedispusieronen frascosde 30 ml de volumen.

Posteriomente,se afiadíamedio C hastallenar completamentelos frascos.10 ml de este

primercultivo seinoculabande nuevoen otrabotellade 30 ml y así sucesivamentehasta

completarel banco de diluciones(lU’0) necesarioparaefectuarel recuento.Esteproceso
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se realizó hastacinco vecespara cadamuestra.Las botellas cerradasherméticamentese

incubaronen estufaa 300C duranteunos30 días.El resultadopositivo del crecimientose

observóclaramenteporel color negrode los cultivos.

2.3.3.-Aislamientos

2.3.3.a.-Enriquecimientodecultivos

Parael aislamientode microorganismosde las muestrastomadasen la presaserealizaron

enriquecimientosprevios en mediosespecíficoscon el fin de potenciarel crecimiento

selectivode especies.Estos enriquecimientosse hicieron en matracesde 250 ml con

agitaciónmecánicaen un incubadororbital marcaNewBrunswickScientzfica30 0C. Sobre

100 ml de medio, se hicieron inóculos del 10%. Los enriquecimientosserealizaronen

medio con hierro o azufreparaseleccionaraquellosmicroorganismosoxidantesde uno u

otro elementorespectivamente.Una vez que se detectabacrecimientoen estosmedios

líquidos, se procedíaa la siembraen placa con el fin de obtenercoloniasaisladas.El

cultivo en placas,así como el mantenimientode cultivos, serealizó en unaestufaSelecta,

Mod. 207,a 300C.

2.3.3.b.-Concentración por filtración

Si el númerodecélulaspresentesen las muestrasespequeño,puedeutilizarseel métodode

concentraciónpor filtración. Mediante este método, se favorece la concentraciónde

microorganismosde formapreviaal inóculo, lo cual esparticularmenteútil cuandosetrata

de aislarmicroorganismosde aguasde drenajede minas, en las cualesno seencuentran

distribuidos en gran proporción y presentanademásdificultades de aislamiento (Coto

Pérez,1994).

Por ello, en algunoscasos,se filtraron 50 ml de muestramedianteun filtro Millipore de

0,22 ¡tm. Los filtros selavaroncon el menorvolumenposiblede aguaácidaestéril(1,3 ml

aproximadamente)y de aquíse inocularondirectamenteen lasplacas.

Parala concentraciónde célulasde microorganismosanaerobios,sefiltraron las muestras

de lodo utilizando dosprefiltros de 20 y 15 jm de tamañode poro. Debajode éstosse

colocó el filtro de 0,22 gm, que se inoculó directamenteen el medio. La utilización de

prefiltrospermitió eliminarel mineral de las muestrasde pulpay lodo quepodríaterminar

porsaturarel filtro.
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2.3.3.c.- Aislamiento en placa

El métodode aislamientoutilizado tantoparalos microorganismoslitoautótrofosestrictos,

comoparalos heterótrofos,fue el de aislamientoen placa.

Mientras que para los microorganismosheterótrofos las muestras se sembraron

directamenteen los mediosA e1, paralos litoautótrofos seutilizó unadoblemetodología:

siembradirectay siembraapartir de los cultivos de enriquecimientoen los medioscon Fe

y con 5. A partir de las coloniasaisladas,se realizó un crecimientoen medio líquido y,

posteriormente,sedieronpasessucesivosen medio sólidoconel fin de confirmarla pureza

de los microorganismosaislados.Esto, en ocasiones,presentadificultadesdebidoaqueen

los cultivos de microorganismos litoautótrofos aparecen asociados con frecuencia

microorganismosheterótrofos(Arkesteyny Bont, 1980; Harrison, 1984). Estaasociación

es algunasveces“fisica”, de modo que unascoloniascrecensobreotras siendodificil su

aislamiento.Tal es el caso del II acidophilus y el 7? ferroooxidans. Así, en estudios

realizadospor Arkesteyn y Bont sobre la oxidación de la pirita en presenciade 7?.

ferrooxidans, se encontró que invariablementeen todos los cultivos ambas especies

aparecíanasociadas.

2.3.4.- Identificación

2.3.4.a.- Caracterización morfológica

-Morfologíaenplaca

Las coloniasobtenidasy seleccionadasparala identificación fueron obsevadascon lupa

binocular con el objeto de determinarsu tamaño aproximado, pigmentación, forma,

elevación,etc.

-Morfologíaestructural

• Microscopiaóptica

La observaciónmediantemicroscopioóptico con contrastede fases(Olympus BX-40) se

utilizó parala identificaciónde heterótrofos(algas,levadurasy hongos),así comoparala

observaciónde las tincionesy el seguimientode los cultivos.
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• Microscopiaelectronicade transmisión

La microscopiaelectrónicadetransmisiónse utilizó comoherramientaparala observación

de la purezade los cultivos, parala caracterizaciónmorfológica (formay tamaño)y para

determinarla variedadde especiespresentesen lasmuestras.

Se utilizó un microscopioJEOL Jem 1200 EX. La preparaciónde las muestrasse realizó

medianteel siguienteprocedimento:sobreuna gotade la muestradepositadaen papelde

parafinasecolocabaunarejilla de Cu (400Hx) durante2 ó 3 minutos.Estetiemporesultó

sersuficienteparaconseguirla adsorciónde las células a la rejilla. A continuación,se

procedíaa la tinción con acetetatode uranilo al 2 % duranteun minuto. Transcurridos

unos minutos más, para el secado de la muestra, se procedía a su observación

microscópica.

En algunoscasosfue necesarioreducir el tiempo de tinción a medio minuto con el fin de

mejorarlacalidadde las observaciones.

2.3.4.b.-Tinciones

Sobre algunos cultivos aisladosde bacterias,se realizaron las tinciones de Gram y de

esporas.No obstante,debido a que las bacteriaslitoautótrofasse tiñen con grandificultad,

suobservaciónfue engañosa.

2.3.4.c.-Caracterizaciónfisiológica y cultural

-Microorganismosaerobios

• Crecimientosobredistintossustratos

Dentro del amplio grupo del géneroThiobacillus, una de las característicasfisiológicas

que diferenciaa las distintas especieses la capacidadparaoxidar diferentesfrentesde

energía.Con el fin de identificar las cepasde bacteriaslitoautótrofasaisladas,éstasfueron

inoculadasen medio 9K con las diferentes fuentes energéticasindicadasen el apartado

2.3.1.

El pH final del cultivo fueotro criterio de caracterizacion.
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-Microorganismosanaerobios

• Crecimientoenpresenciade molibdeno

Como quedó indicado en el apartado2.3.2.b., la presenciade molibdeno en los cultivos

mixtos de bacterias anaerobiasreductoras de sulfato impide su crecimiento. Una

comprobaciónque permitió identificar a dichasbacteriasfue el inóculo en medio con

molibdeno.Se comprobóque la concentraciónde O,OlM en molibdenoerasuficientepara

aplicarestecriterio con fiabilidad. La sal queseempleófue el molibdatosódico.

• Crecimientoen aerobiosis

Otro criterio de confirmación para la identificación de las bacteriasanaerobiasfue su

cultivo en medio agarnutritivo. Estemedioproporcionael sustratoorgániconecesariopara

una bacteriaheterótrofa.Pero si un cultivo identificado como anaerobiofuera capazde

creceren estascondiciones,sedeberíao biena queno ha sido identificadoadecuadamente,

o bien aque setratabade un cultivo mixto en el que crecíantambiénbacteriasheterótrofas

aerobiasquesedesarrollanen estascondiciones.

• Crecimientoen mediosin sulfato

Paracomprobarla reducciónde sulfatos,los cultivosde BRS se inocularonen medioC sin

sulfatos.El criterio de identificaciónparabacteriasanaerobiasreductorasde sulfatosseda

de crecimientonegativoen estascondiciones.

2.3.5.-Modelo en columna

2.3.5.a.-Descripción del modelo: muestreosy parámetros de seguimiento

La evoluciónmicrobiológicade la pulpa,en condicionescontroladas,sesiguió a travésde

un modeloen columna.En la bibliografia sepuedenencontrardiferentestrabajosrelativos

al estudio de las variaciones químicas y microbiológicas que acompañana la

transformaciónde un residuo abandonado.Harrison(Harrison,1978)utilizó un modelo en

~~montones~’para describir lo que sucedía a un lodo de carbón. Bajo condiciones

controladasde laboratorio, comprobócómo asociadosa este lodo se desarrollaronuna

variedad importantede microorganismosque fueron cambiandoy sucediéndosede un

modoparaleloa las condicionesquímicasdel sistema.
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distintas sobre la capade mineral; SM4, muestrade la interfasesólido-líquido; y SM5,

muestraprofundade mineral.La muestraSMI setomabasuperficialmente;las muestras

SM2, 5M3 y 5M4 se tomabana través de los puntos de drenaje. La muestraSMS se

tomabaa travésde un “cajetín” diseñadoen un lateraldel fondo de la columna.Paralas

muestraslíquidassetomabaun volumenaproximadode 30 mí, queerarecogidoen frascos

estériles.La muestra5M5 setomabaconuna espátulaquepreviamentesehabíaflameado

con alcohol, recogiéndoseaproximadamente10 g de muestra,quetambiéneratransferidaa

un frasco estéril. Se tomaronmuestrascon unaperiodicidadmensualen los cinco puntos

citados.

A cadaunade estasmuestras(exceptoala SM5) se les hacíaunadeterminacióninmediata

de pH, Eh y sulfatos,y seguardaban(siempreaciduladas,paraprevenirla oxidación)hasta

laposteriordeterminacióndemetales(Fe, Cu y Zn, apartados2.2.1. y 2.2.2.).A suvez, en

cada una de las muestras,se hacía un recuentode microorganismosoxidantesde 5,

oxidantes de Fe, herótrofos totales y bacteriasanaerobiasreductorasde sulfato. La

metodologíautilizadaen estecasoaparecedescritaen el apartado2.3.2.

La composiciónquímica,mineralógicay microbiológicade la pulpase determinóen el

momentode inícíarseel experimentosiguiendolas pautasdescritasen los apartados2.2.1.,

2.2.2. y 2.3.2.

2.3.5.b.-Desmontajede la columna:criterio deseleccióny procesamientode

muestras.Ensayosdeactividad

Una vez finalizado el experimento,cuandola evoluciónde las variableselegidasparasu

seguimientomostróunaciertaestabilización,seprocedióal desmontajede la columna.Se

realizóunacaracterizaciónfinal del residuo,y seanalizó la transformacióndel mineral en

sus distintas capas;para ello se tomaron cinco muestrasdistribuidas a lo largo de la

columna y separadasentre si diez centímetrosaproximadamente(SMhl, SMh2, SMh3,

SMh4 y SMh5). Estas muestras se caractenzaron química, microbiológica y

mineralógicamente.

La determinaciónde la presenciade microorganismosgenerauna información limitada,

puesno aportadatosacercadel estadode actividad en el que éstos se encuentran.En

principio, un mismotipo de microorganismopresentarámáso menosactividadsegúnsean

más o menos favorables las condiciones físico-químicasdel ambienteen el que se

encuentre.Por ello, se quiso comprobar st en la columnase establecíancondiciones

químicasdiferentesquecondicionaranunadiferenteactividadmicrobiológica.Seeligieron
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para ello ensayosde actividad oxidantede hierro y de actividad reductora de sulfatos

comocriterio representativodc laactividadmicrobiológicatransformadoradel mineral.

-Ensayosdeactividadoxidantede hierro

Paraevaluarla actividadoxidantede hierro setomaron5 g demuestrade cadauno de los

puntos elegidosen el desmontajede la columnay seinocularon en matracesestérilesde

250 ml sobre 100 ml de medio 9K+Fe a pH 2 (ver apartado2.3.1.). Estos matracesse

mantuvieron con agitación orbital a 300C durante aproximadamente 1 mes.

Periódicamente,se tomaban10 ini de muestrapara las determinacionesanalíticas.La

evaporaciónsereponíacon aguadestiladaestéril.

Las variableselegidasparael seguimientodel experimentofueronel pH y la concentración

de Fe2~,ademásde la observaciónal microscopioóptico de los cultivos.

-Actividadreductoradesulfatos

Paraseguir la actividadanaerobiareductorade sulfatos setomaron20 g de mineralque se

inocularon sobre 100 ml de medio C a pH 7 (ver apartado2.3.1.). Estos cultivos se

crecieronen frascosestériles cerradosherméticamenteque se mantuvierona 30’t. Los

experimentosduraronaproximadamente1 mes. Periódicamente,setomabanmuestrasde

10 ml con pipeta estéril para lo que se hacíanecesarioabrir los frascos.Para evitar el

posible daño de los cultivos debido a la presenciade oxigeno, sobre estosfrascosse

burbujeabanitrógenodurantediez minutosuna vez tomadala muestra.Éstasehacíapasar

a travésde un filtro Milílipore de 0,22 ~tm,que seacoplóa unagomaencuyo extremose

disponíaunapunta,tambiénestéril, queerala queseintroducíaen el frasco.Deestemodo,

seconseguíamantenerla esterilidadde los cultivos.

Las variablesque seeligieron,en estecaso,parael seguimientode la actividadbacteriana

fueron: pH, Eh y concentraciónde sulfatos (ver apartado2.2.2.). Para el análisis de

sulfatos, las muestraseranpreviamentecentrifugadasdurante10 minutosa 20.000 rpm,

con el fin de que la turbidezno influyera en la lectura.Asimismo, las muestrassediluían

convenientementepara que la concentraciónestuvieseen el rango óptimo de lectura

recomendadoparala determinaciónde sulfatos(apartado2.2.2).

63



Materialesy Métodos

2.4 .- ESTUDIO CINÉTICO DE LA OXIDACION DEL ION SULFITO

2.4.1.- Ensayosdeoxidaciónquímica

Paralos ensayoscinéticosde oxidaciónquímicadel ion sulfito las disolucionesde Na2SO3

seprepararonen aguadestilada.Los experimentosserealizarondejandoevolucionarestas

disolucionesa temperaturay presiónambiente,sin agitacióny abiertasa la atmósfera.

Periódicamente,setomaban10 ml de muestraparala determinaciónde la concentración

del ion sulfito. El pH semediaen la propia disolución.Se ensayaronlas concentraciones

de 0,5; 5 y 10 g/l deion S032.

Para estudiarla influencia del pH inicial en la oxidación del ion sulfito, seprepararon

disolucionesa distintosvaloresde pH. Una vezdisueltala sal de sulfito, el pH seajustaba

con H25040,IM. Seensayaronlos valoresdePH de4,0; 3,0 y 12,0.

Se realizarontambiénensayosen los que se empleó aguade mina en lugar de agua

destiladapara la preparaciónde las disoluciones. En ellos se procedió con semejante

metodología.

2.4.2.-Ensayosdeoxidaciónbacteriana

Con el fin de estudiarla posibleinfluenciaque la oxidaciónbacterianapudierateneren la

oxidación del ion sulfito, se realizaronensayosen presenciade bacterias.Para ello, se

utilizaron matraceserlenmeyerde 250 mi, sometidosa agitaciónorbital en incubadora

35
0C. Se eligieron estas condicionespor ser las óptimas para el crecimiento de los

microorganismosutilizados. Como inóculos se emplearonlos siguientes cultivos de

bacteriasaisladasdel aguade mina:

- D.2. : Bacteria oxidante de Fe y 5 de la especieT. ferrooxidans

- S.2.(TTT): Bacteria oxidante de azufre, tiosulfato y tetrationato de la especie 7?.

thiooxidans

- Cultivo mixto procedentedel aguade mina

Serealizaroninóculosdel 10% . En estosensayoscon bacterias,seutilizó medio 9K, en

lugar de aguadestilada,para la preparaciónde las disolucionesde ión sulfito. Estasse

prepararonados valoresdepH diferentes:3, porserel pH óptimo parael desarrollode las

bacterias,y 8, porserel pH queda unadisoluciónde ión sulfito pura.
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2.4.3.- Análisis de ionessulfito mediantepotenciometría

El seguimientode la cinéticade oxidacióndel ion sulfito de los experimentosdescritosen

los apartados2.4.1. y 2.42., se llevó a cabomediantedeterminaciónpotenciométrica.Para

ello, seutilizó un titroprocesadorautomáticoMetrolini 670. El método que se empleó fue

la valoracióndel ion sulfito con yodo (Bhaskaray Rao, 1955; StandardMethods, 1985)

utilizando un excesode éste,quea su vez eravaloradocon tiosulfato, el cual habíasido

normalizadopreviamente.Esta técnicase conocecomo “valoraciónpor retroceso”. Con

ella seconsiguemayorprecisiónque con la valoraciónordinaria y se empleacuandoel

compuestoadeterminarseencuentraen bajaconcentración.En el casodel análisisdel ion

sulfito es particularmentefavorableya que éstese oxida fácilmente.Las reaccionesque

tienenlugarson las siguientes:

+ fl (exceso)+ H20 —> SQ4
2 + 2K + 2H~ [38]

‘2 +S203—*840(+21 [39]

El métodode análisisfue el siguiente:sobre20 ml de aguadestiladaseañadían10 ml de

HCI (5 mol/l) y 10 mIdela disoluciónde yodo; seemplearondosdisolucionesde yodo de

concentraciones0,IN y 0,01 N, en función de la concentraciónde ión sulfito de las

muestras.En el momentodel análisis se añadían 10 ml de la muestrade ión sulfito a

determinar.Trasunossegundosde agitación,parapermitir la reacciónentreel ion sulfito y

el yodo, seprocedíaa valorarel excesode éstecon ión tiosulfato. La determinacióndel

punto final de la valoración se obtuvo a partir de la medida del potencial de oxido-

reducción,que elequipodetectabaautomáticamente.

-Normalización de la disoluciónde tiosu¡lato sódico0.1 N

La utilización del ión tiosulfato comoreactivovaloranterequieresunormalizaciónprevia,

paralo cualseutiliza yodo molecularquesegenera“in situ” a partir de MO
3.

La formadeprocederfue la siguiente:sepesaron0,15 g de MO3 (previamentedesecadoa

1200), sedisolvieronen 75 ml dc aguay seañadieron3 g de Kl. Al añadirposteriormente

lO ml de HCI a estadisolución,seliberó 12 de acuerdocon la siguientereacción:

Kb3 -i-5K1±6HCI—*6KCI±312+3H20 [40]
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El yodo liberado fué posteriormentereducidopor el ión tiosulfato que se queríavalorar.

Corno indicadorseutilizaron2 ml dedisolución de almidón.

2.5.-ENSAYOS DE METEORIZACION

Los ensayosde meteorizacióntratan de reproducir, bajo condicionescontroladasde

laboratorio, los cambiosque afectan a un residuoabandonado.En concreto, cuando el

residuo es un mmeral sulfurado, las transformacionesque le afecten darán lugar,

probablemente,a la generaciónde DAM. Parael diseñode los ensayosde meteorizaciónes

necesarioconocerpreviamentediversos factoresgeológicosy climatológicos,como el

régimende lluvias, las fluctuacionesde temperatura,etc, con el fin de poder decidir los

experimentosadecuadosy específicosparael seguimientodel deteriorode un determinado

residuo.Aunqueno existennormasabsolutasqueresuelvanestaexperimentación,sí sehan

diseñadodistintos experimentosque marcanla pautay definen en términosgeneralesla

capacidadproductora/neutralizadoradeácidode un residuo.

Se han descrito muchos métodospara realizar los ensayosde meteorizaciónsimulada

(Oravay col., 1996),entrelos queseincluyen ensayosestáticosy dinámicos.La secuencia

experimental empiezasiemprepor la realizaciónde los estáticosy, en función de los

resultadosque éstos vayan aportando,se decide la necesidadde completarloscon los

dinámicos,que son máso menoscomplejos.

En nuestro caso, se decidió realizar ensayosde meteorizaciónque reprodujeranlas

condicionesa las que estásometidoel residuo en cadauno de los distintos“ambientes”

definidosen el sistema(ver Figura 4), de tal modo que sediseñóun modelo parasimular

cadaunade estassituaciones.

Porotro lado, sequiso evaluartambiénel potencialcontaminantedel residuoy compararlo

con los datoscorrespondientesa lascondicionesambientalesreales.

Paratodo ello, serealizarontres tipos de ensayosde meteorización:el ensayosABA, el

ensayoenmatrazagitadoy un ensayodemeteorizaciónen columna.El ensayoABA («cid-

baseLccount)seeligió porserun ensayoestáticoqueproporcionaresultadosrápidosy da

unaprimeraideade la calidadde aguaquedejaráel residuocuandoseabandone.Seeligió

el ensayoen matrazagitado(shakeflask test),porquepermitehacerensayoscontrolados

parael seguimientode variablesconcretas,Porejemplo,permiteestudiarla influenciade la

temperatura,de la actividad microbiológica, etc. Finalmente,se utilizó el modelo en
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columnacon distintasmodificacionespara reproducirlas situacioneso ambientesen los

quepermaneceel residuounavezque seabandona.

2.5.1.- EnsayoABA

Granpartede la atenciónde los programasde meteorizaciónestádirigida a la predicción

del comportamientode un residuoa lo largo del tiempo; sin embargo,la “lixiviación a

cortopíazo” de los residuosdebesertenidaen cuentacon especialatención.Paratal fin, en

1989, la EPA introdujo el Método 1312, en el que se definen las condiciones

experimentalesdel ensayoABA.

El ensayoABA (Acid-Base Account, Sobeky col., 1978) esun ensayode predicciónde

drenajeácidoutilizado con muchafrecuencia(Brady, 1994;Fergusony col., 1991;Miller y

col., 1994) debido a que, como se apuntaba más arriba, es un ensayo rápido y sencillo que

sirve comoprimeraaproximaciónparala identificaciónde un problemade generaciónde

acidez.

Sebasaen compararel potencialmáximo de acidezquepuedegenerarunamuestra(quese

calculaa partir de su contenido en 5 total) con la capacidadneutralizadorade ácido

(determinadaa partir de la digestiónen medio ácidoy posteriorvaloración):

PNN (PotencialNeto Neutralizante) PN(PotencialNeutralizante)-PA(PotencialAcido)

PNN, PN y AP seexpresanen unidadesde kg de CaCO3equivalentes/tde material.

Para llevar a cabo este experimento,se tomaron 2 g de muestra.Ésta debe triturarse

previamente si el tamaño de partícula excede los 75 gm, algo que en nuestro caso no

necesariopuestoque el tamañodel mineral utilizado en los experimentosestuvosiempre

por debajo de este margen,en el orden de 10-30 gm. La muestrase dispuso en un

erlenmeyerde 250 ml y a continuaciónse añadióácido para su digestión. El método

recomiendaque éstedebeestaren la proporciónadecuadade volumen y concentración

paraqueel pH final, tras la digestión,estécomprendidoentrelos valoresde 1,0 a 1,6.

Inicialmente,seensayócon 75 ml de HCI 0,1 N, manteniéndosela mezclaenagitación

orbital durante24 horas.Transcurridoesteperiodo,seprocedióa la lecturadel pH. Con la

proporcióndeácidoutilizada,el valor depH obtenido fue de 2,94,excediendoportanto el

valorrecomendadoporel método,por lo que se hizo necesarioutilizar otraproporciónde
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ácido. Despuésde ensayardistintascondiciones,seoptó por utilizar SO ml de HCI 0,5 N

con agitaciónorbital durante48 horas.

Unavez digerida la muestra,el ácidoremanentese valoró con hidróxido sódico 2N hasta

pH 8,3.

Todos los reactivosempleadosfueronnormalizadospreviamente.La disolución de NaOH

2N senormalizó con fialato ácidode potasio(Kolthoff y col., 1976). El HCI sevaloró a

partir de la NaOH reciénnormalizada.

El cálculodel PN fue entoncesinmediatoapartir de la fórmula:

PN = 50a[x—(b/a)y] [41]
c

donde:

PN = potencialde neutralización,kg de CaCO3/tmineral

a = normalidaddel ácido

b = normalidadde la base

e = pesode lamuestra

x = ml de ácidoañadidos

y = ml de baseañadidoshastapH 8,3

El PA secalculóapartir delanálisisde 5 total realizadocon un aparatoLeco.

La determinacióndelPNN serealizóporduplicado.

Existe mucha controversia acerca de la fiabilidad de los resultados aportados por el ensayo

ABA, especialmentesi éstosno seanalizancondetalle(Miller y col., 1991).De hecho,el

método descrito es ya una modificación al método propuesto inicialmente por Sobek

(Sobeky col., 1978). Las mejoras propuestassuponen que la digestión ácidasea más

moderada,con el fin de no sobreestimarla capacidadneutralizadorade la muestra.El

límite inferior de pH en la digestiónsefija de modo que seprevengala sobrerreacción,

mientrasque el limite superioraseguraque la digestiónha transcurridoduranteun tiempo

suficiente.
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2.5.2.-Ensayoen matrazagitado

Otro tipo de ensayosde meteorizaciónson los que se realizanen matrazagitado(shake

fiask test). Estetipo de ensayoscorrespondeal grupode los ensayosdinámicos,que se

caracterizanporque ademásde confirmar los resultadosaportadospor los ensayos

estáticos,permitendeterminarla velocidadde oxidación de un residuo. Mediante estos

ensayosse podrá determinar,por ejemplo, si la velocidad de generaciónde acidez es

importanteo si es insignificante,qué etapasrequierenun mayorcontrol, o qué periodoes

el másdeterminanteen la generaciónde acidez.

Seprepararonensayosde meteorizaciónen matrazagitadoparaestudiarel comportamiento

del residuoconel tiempo,así como paraevaluarla influenciade laoxidaciónbacterianay

la influenciade la oxidaciónquímicadel ion sulfito en dichameteorización.

Pararealizarestosensayos,sepesaron25 g de mineral previamentesecoy trituradoy se

añadieron250 ml deaguadestilada(ó del medio9K apH 2 -descritoenel apartado2.3.1.-

para los ensayoscon bacterias).En los ensayosestérilesse añadieron,además,20 ml de

una solución de timol al 2 %. Los cultivos semantuvieroncon agitaciónorbital, a 35 0C,

duranteaproximadamenteun mes. Periódicamente,setomaban2 ml de muestrapara la

determinacióndel pH, concentraciónde metales (Fe, Cu y Zn) en solución y la

concentracióndeion sulfato,asi comoparala observaciónal microscopiodel estadode los

cultivos. En los ensayosrealizadoscon ion sulfito, seañadieron0,1 g/l de 50< en forma

deNa
2SO3.

Se estudió también el comportamientode la pulpa tal y como sale de la planta,

disponiéndoseen estecaso 100 g de lodo en los matracesde 250 ml como mineral de

partida.

2.5.3.-Ensayosde meteorizaciónen columna

Otro tipo de ensayoscinéticosde meteorizaciónsonlos ensayosen colunma.Medianteeste

tipo de ensayossepuedeseguirno sólo la evolución de la calidaddel aguaque dejaun

determinadoresiduo cuandose meteoriza, sino que también se puedenidentificar las

pequeñasvariacionestemporalesque van sucediendoa lo largo del procesode generación

de aguasácidas.Estosmismosmodelossepuedenutilizar paraensayarposiblesmétodos

de tratamientode los drenajes.
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En el presenteestudio,seutilizó un montajede estetipo en el que el mineral sesoportó

sobreun lechodecuarzode modo queel aguaderiego quese infiltraba atravésdel residuo

atravesarafinalmente la capade cuarzoy el efluentefinal fueraclaro. El riego seefectuó

siemprecon aguadestilada(Hood y col., 1984; Silver, 1985; Lapakko, 1990; Doepker,

1991; Rosey col., 1994), asícomo la reposiciónde la evaporaciónen aquellascolumnasen

que fue necesario.

En todas las columnasse empleómineral procedentedel mismo punto de muestreodel

sistema,que fue el correspondienteal punto de salidade lapulpade la plantade flotación

(ver Figura 3, punto P.E.). Para el desarrollode la experimentaciónse recogierondos

muestrasde pulpa de 30 litros cadauna (Pl y P2). Ambasmuestrasfueron semejantesen

su composición, pero mostraron algunas diferencias que se reflejan en los datos

correspondientesa la caracterizaciónquímicade las mismas(TablasIX y X).

La pulpaPl tuvo un tamañode partículamediode 22,90 gm y laP2 de 41,86 ~tm.Ambas

correspondieronapirita cuyacomposiciónfue la expresadaen la TablaIX.

TablaIX: Composiciónquímicade los sólidoscorrespondientesa las pulpasPl y P2

Pulpa Cu(%) Pb (%) Zn (%) Fe (%) S (%) Ag (g/Tm) Sb (g/Tm)

PI 0,5 2 2 38 37 45 970

P2 0,2 1,3 1,4 36 38 25 448

TablaX: Composiciónquímicadelaguade las pulpasPl y P2

Ambaspulpasmostraronunacomposiciónquímicacomparable:eranbásicas,con unabaja

concentraciónde metalesen la fase acuosay con una composiciónen sólidos semejante.

Las diferenciasobservadassedebierona quefuerontomadasen díasdistintos.De hecho,el

mineral departidaque seestabatratandoen la plantade flotación eradiferenteen ambos

casos.Porotro lado, el análisisde Pl no serealizó de forma inmediatacomoel de P2, de

ahí que el pH fuera ya algo másbajo y el Eh másoxidante (pudohaber transcurridoel

tiempo suficiente para que hubierantenido lugar ciertas transformacionesquímicas de

cinéticarápidaen cuantoa los ionesen disolución).

Pulpa Eh pH Fe Cii Zn so4
2 SO

3
2~

(mV) (ppm) (ppm) (ppm) (ppru) (ppm)

Pl 892 6,9 0,2 0,2 4,0 2940 246

P2 52 9,2 0,4 0,1 0,8 1800 180
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El recuentode microorganismospresentesen las muestrasde pulpa, en las condiciones

iniciales,dió el resultadoque semuestraen laTablaXI.

TablaXI: Recuentoinicial de microorganismosen las pulpasPl y P2

-:crecirnientonegativo; BRS: bacteriasreductorasde sulfato

Ademásdel recuentode microorganismosmedianteel método del NMP, seprepararon

cultivos de enriquecimientoen distintosmedios.Estemétodo seutiliza parafavorecery

potenciar el crecimiento de un determinado tipo de microorganismo que crece

selectivamenteen un medio de cultivo determinado.Paraello, se filtraron 500 ml de pulpa

mediantefiltro Millipore de 0,22 ~tm(métodode concentraciónpor filtración, ver apartado

2.3.3.b.)El filtro se lavó con 10 ml de aguadestiladaacidulada,de los cualessetomaron

alícuotasde 100 gí parainocular en 100 ml de los medios líquidos9K y Fe, 9K y 5 y

medio 1. Estoscultivos semantuvieronen matrazagitadoduranteal menosun mes,con

agitacióncontinuay a 35 0C.

El crecimientofue positivo en todos los casos,incluso en el cultivo de Pl en medio con

hierro, lo que pudo comprobarsepor el color ámbardel matraz,por la precipitaciónde

jarositasy por la observaciónde las células al microscopio. También fue positivo el

crecimientoen mediode azufrey en el medioI paraheterótrofos,tanto en Pl como en P2.

10 g de pulpa se inocularon en 75 ml de medio C (ver apartado2.3.1.), con el fin de

determinarla presenciade bacteriasreductorasde sulfatos.Tanto en Pl como en P2, el

resultadofue negativo.

Por tanto, la caracterizaciónmicrobiológicainicial de las pulpaspuso de manifiestoque

asociadosal mineral de partidaaparecieronmicroorganismoscon potencialoxidantey que

existiótambiénunapresenciaabundantede heterótrofos.

Utilizando estemineral de partida, seprepararonlos distintos ensayosde meteorización

queacontinuaciónsedetallan.

Pulpa Fe-oxtes S-oxtcs Heterótrofos~ RRS

(cél/mí) (cél/mí) (cél/mí) (cél/mí)

Pl - 183,25x 10~ 806,3x10 -

P2 50 20x103 734x10
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-Columnaspequeñasdemeteorización

Parael seguimientode la meteorizacióndel residuo y parael estudiode la influenciade

distintas variables, semontaronseis columnasde cristal de 30 cm de altura y 6 cm de

diámetro.En cadauna de ellassc dispusieron300 g de mineral. El mineral que seutilizó

fue pulpadesecadaal aire, la cual se disgregófinamentey secolocóen las columnassobre

un lechodecuarzode 5 cm (Fig 12). El riego de estascolumnasseefectuóperiodicamente

con 200 mí, utilizando, como en todos los experimentosde meteorización,aguadestilada

(Hood, 1984; Silver y col., 1985; Doepker, 1991).Las columnassemantuvieronen estufa

a 30 “C paraacelerarlos procesosquímicosy biológicos.

La meteorizacióndel residuose llevó a cabomedianteriegosintermitentes,permitiendo

queel aguapercolaraa travésdel mineral, recogiéndosefinalmenteel efluentepor la base

de la columnaa través de una canalde drenaje(Figura 12). El régimende riego elegido

fue el de ciclos de humedad-sequedad(Hood, 1984; Lapakko, 1990 y Doepker, 1991).

Tomandocomo base la experienciade Hood, se adoptó la siguiente metodología: la

columnaseregabacon 200 ml de aguadestiladaque sedejabanen contactoconel mineral

duranteun periodo de 48 horas (periodo de humedad).Transcurridoeste tiempo, se

drenabala columnainiciándoseentoncesun periodode sequedad(120horas).La duración

de los ciclos de humedadlsequedadfue constante,aunquetambiénseestudióla influencia

de ciclos largosde sequedad,la influenciade períodoslargosde humedad,la influenciadel

tiempode contactoagua/mineral,etc.

El sistemapermitió adaptacionesparael estudiode variablesconcretasy parasimularcada

una de las zonas o “ambientes” que se encuentranen el sistemareal. Para ello, se

establecieronlas modificacionesadecuadasa cadaobjetivoconcretoen cadaexperimento.

Los modelosensayadosfueronlos siguientes:

• Influenciade la actividadbacteriana(L y Li)

Se montarondoscolumnas(L y Li) utilizando 300 gramosde mineral seco y finamente

disgregadoprocedentede la pulpaPl. Se añadieron250 ml de aguaparahumedecerel

mineraly sedrenaronposteriormente.Unade ellas(Li), seinoculó con 20 ml de un cultivo

mixto de bacterias azufre- y hierro-oxidantesobtenido a partir de un cultivo de

enriquecimientode la propiapulpa en medio de hierro y azufre.Parala meteorizacióndel

míneral, ambascolumnasse regaronde modo intermitentecomo ha quedadodescritoal

comienzodel apartado.
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Mineral sumergido (S)

La disposiciónde residuosminerosbajo aguaesuno de los métodosque sehan planteado

para la prevencióndel drenajeácido (Doepkery Drake, 1991; Ritcey, 1991; Lapakko,

1994). En el sistemareal que se estudió, la mayor partedel mineral se encontrababajo

agua.Con el fin de reproducirla evolucióndel residuo en estazonay compararlocon la

evolución en la zonade mineral expuestoal aire, seprepararondoscolunnas:unacon el

mineral sumergido(S) y otracon el sistemade ciclosde humedad/sequedad(H-S).

La columnade mineral sumergido(S), semantuvocon un nivel de líquido constanteque

fue el alcanzadotras la adición de 500 ml de agua destilada. Primero, se añadieron

lentamente250 ml para mojar el mineral, y los 250 ml restantesse añadieron para

mantenerel mineral completamentesumergido. La evaporaciónse repuso con agua

destilada.Por suparte,en la columna H-S seestablecieronciclos de humedad-sequedad

conel sistemade riegodescritoanteriormente.

En ambascolumnasseutilizaron 300 gramosde mineralsecoprocedentede lapulpaPl.

Recirculaciónde líquidos(R)

Existenciertaszonasen el sistemareal objetode estudio,dondeel mineralquedaexpuesto

superficialmente,no sólo al riego eventualdel aguade lluvia (lo que sesimuló mediante

los ciclos de humedad-sequedad),sino tambiéna la acciónconstantedel propio aguade la

presa, que a su vez puedeprocederde la meteorizacióndel residuo. La lixiviación del

míneraldebidaal efectodel aguade la presa(con pH ácidoy un contenidoimportantede

metalesy sulfatosdisueltos)setrató de reproducira travésde un expenmentoen el que la

columnaseregóconaguarecirculada.

Para realizar esteensayo,se montaron dos columnas: la de recirculación (R), que se

comparóconotrasometidaa ciclosde humedad-sequedad(h-s).

Parael diseñode la columnaR (Figura 12), seutilizó pulpa en lugarde mineral seco,con

la misma relación agua/mineralque tenía la muestra de partida utilizada (pulpa P2

caracterizadaanteriormente).La razónfue aprovecharel propioaguade la muestraparala

recirculación.La cantidadde pulpa que se utilizó fue el equivalentea 250 gramosde

mineral seco. El riego de la columnaR fue de 40 mlldía, volumen de aguaelegido tras
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comprobarque medianteesterégimenel mineral sehumedecíapero no se empapaba(en

cuyo casola haríasemejantea 5). El riegoseefectuabacada24 horasmedianteunabomba

peristáltica.Estetiempo resultósersuficienteparaque percolarael aguaañadidacadadía

sin inundarel mineral.La evaporaciónserepusoconaguadestilada.

La columnah-s fue semejantea H-S, estoes,consistemade ciclos.

-Influenciade la altura de lecho

Con la mismafilosofia de ciclos de riego descritaen el caso 1, semontarondoscolumnas

de cristal de 50cmde alturay 15 cm de diámetro(h33) y de 100 cm de altura y 15 cm de

diámetro (h66), respectivamente,para estudiarla influenciade la altura de lecho en la

meteorizacióndel mineral (Figura 12). Se utilizaron 700 y 1.400 g de mineral,

respectivamente.Este se dispuso como pulpa sobre una capa de cuarzo. El riego

establecidofue de 150 ml en h33 y de 300 ml en h66. La alturade lechoquesealcanzóen

cadauna de ellas fue de 33 y 66 cm, respectivamente.El tiempo de contactoy el régimen

de ciclos elegidofue el mismo que en el casodescritoanteriormente.El mineral utilizado

fue la pulpaPl. En estecaso,las columnasno estuvierontermostatizadasa 30 0C sino que

scmantuvierona temperaturaambiente.

-Columnasgrandesde meteorización

Los experimentosde meteorizaciónse realizarontambiéna mayor escalacon el fin de

aproximarel modelo a condicionesmás reales.Para ello, semontarondos columnasde

metacrílatode 150 cm de alturay 15 cm de diámetroconel diseñohabitualde los ensayos

de meteorizaciónen columna,estoes, el mineral sedispusocomo pulpasobreun lechode

20 cm de cuarzo,el riego seefectuópor la partesuperiory el drenadoserecogióa través

de un tubo situadoen la parteinferior (Figura12).

Se utilizaron en cadauna de las columnas30 Kg de pulpa con un 30 % de sólidos. La

duraciónde los ensayosfue de nuevemeses.En unade las colunmasdemeteorización(M),

seutilizó lapulpaPl y en la otra(M2), la pulpaP2. La alturafinal de lechoque sealcanzó

en las columnas,unavez sedimentadoel sólido, fue de 65 y 50 cm, respectivamente.Las

columnasestuvierontermostatizadasa 30 0C, paralo cual seutilizó una caja metálicaa la

quesehabíaacopladounaturbinaquerecirculabael aire,y un termostatoquecontrolabala

temperatura.Estasemantuvoentre28 y 33 0C duranteel tiempoqueduróel experimento.

75



Columna
(

(cm) (cm)
Viechó

(cm
3)

Mineral Vagua añadida
(g) (ml/ciclo)

~- Vague drenada

(ml/ciclo)

M 15 65 1148645 9000 (Pl)I 2000 1800

M2 15 50 8836 7000 (P2) 2000 1800
h33 6 33 933 731 (Pl) 150 135
h66 6 66 1781 1396 (Pl) 300 270

R 6 11 311 244(P2) 40m1/día
h-s 6 11 311 244 (P2) 280m1/semana 160
5 6 13,5 38170 300(Pl) 200 150

H-S 6 13,5 381 70 300 (Pl) 200 150
L 6 13,5 381,70 300 (Pl) 200 150
Li 6 13,5 381,70 300(Pí) 200 150
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Seutilizaron2.000 ml de aguadestiladaparael riegode cadacolumna,encadaciclo.

El resumende las característicasde todas las columnasempleadasen el estudiodel

sistemaaparecedescritoen laTablaXII.

TablaXII: Variablesde las columnasutilizadasen los experimentosde meteorización

En general,el riegode todaslas columnasserealizó con un volumende aguapropocional

al volumende lechodel mineral.

En la Tabla XII se puedeobservarque el volumen de aguaañadidono coincide con el

volumende aguadrenado(recogido),estoseexplicaporel hechode quepartedel aguase

evaporódurante el tiempo que duró el ciclo de humedad(tiempo de contactosólido-

líquido).

Semanalmente,el volumen de agua añadido en h-s (280 mí) se correspondiócon el

volumende aguaañadidoen R (40m1x 7 días= 280 mí).

En definitiva, con cadauna de estascolumnasse trató de reproducircadauno de los

“ambientes”que sedieronen el sistema.En la Figura 13 seespecificanéstos,así como la

columna-modeloutilizadaparacadacasoespecífico.
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análisis de metales.La lecturadel pH y Eh, así como el análisis de iones sulfato, se

realizabande inmediatosobrela muestrareciéndrenada.

En el caso de las columnasR y 5, setomaron 10 ml para realizarlas correspondientes

medidas.

2.5.3.c.-Desmontajede las columnas: cuantificación microbiológica y ensayos

de actividad

Unavez finalizadoslos experimentosde meteorización,las columnassedescargarony se

procedióal estudioy caracterizaciónde las muestrasde mineral representativasde cada

nivel en cadacolumna.Esteestudioconsistióbásicamenteen el análisismineralógicoy en

el estudio de la microbiología asociada a cada muestra. Para la caracterización

microbiológicaserealizó un recuentode bacteriaslitoautótrofas,azufrey hierro oxidantes,

y de bacteriasreductorasde sulfatos (BRS) de acuerdocon el criterio del númeromás

probable(NMP) descritoen el apartado2.3.2.. Tambiénse realizóun recuentoen placade

heterótrofostotales(apartado2.3.2.).

La seleccióndemuestrasserealizóde acuerdoalos siguientescriterios:

-ColumnasDeguellasde meteorización

En el caso de las columnaspequeñas,y dado que la altura de lecho era de 6 cm, se

eligieron sólo dos muestras:una superficialy otraprofunda(seemplearála notaciónXs y

Xp, dondeX indica el nombrede la columnay s y p, indican la localizaciónde la muestra

en la columna,superficialy profunda,respectivamente).

-Columna M

En el desmontede la columna M se hizo un muestreo vertical y radial de acuerdo al

siguientecriterio: verticalmente,dado que la altura de lecho era de 65 cm, se tomaron

muestrascada20 cm. Para una misma altura, se tomaron tambiéndos muestras:una

interiory otraexterior (Figura14). La razónparaestaselecciónradialde muestrasfue que,

como consecuenciade la meteorizaciónen la columna, se habían formado canales

preferencialesque mostrabanel mineral más oxidado exteriormentede lo que cabría

esperarparael interior. Seconsideróinteresanteanalizarestadiferencia.
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Figura 14: Muestrasseleccionadasen el desmontajede la columnaM

2.5.3.d.-Ensayosdc actividad

Como se ha indicadoanteriormente,la presenciade microorganismosno esel único factor

determinanteen la caracterizaciónmicrobiológicade un sistema.De hecho,másimportante

quela presenciade microorganismosesel estadode actividaden el queseencuentran.

Debido a ello, ademásde realizarla cuantificaciónmicrobiológica, interesabacomprobaren

que estadode actividad fisiológica se encontrabanlas bacteriaspresentesen los distintos

nivelesde la columna;paraello, seprepararondostipos de ensayos:

e Ensayos de actividad hierro-oxidante

La actividadhierro-oxidantede las bacteriasasociadasal mineral, secuantificóa partir de la

evoluciónde la concentraciónde ion ferrosocon el tiempo, en ensayospreparadoscon 5 g

de muestrade mineral (de cadauno de los niveles seleccionadosen el desmontede las

columnas)y 100 ml de medio 9K a pH 2, conteniendo33,3 g/l de FeSO4.7H20.El

parámetrodeterminanteen el seguimientode estoscultivos fUe la concentraciónde hierro

ferroso,pero tambiénse midió la evolución del pH y Eh como un testigo indirecto de la

actividadmicrobiológica.
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Los valoresde pH y Eh se midieron directamentesobre el matraz. Paradeterminarla

concentraciónde hierro (segúnel método descritoen 2.2.2.b.),setomó periódicamente1

ml de muestra.Los ensayosse realizaronen matrazcon agitaciónorbital a 35 0C. La

evaporaciónserepuso,previapesada,conaguadestiladaestéril.

Ensayos de actividad reductora de sulfatos

La actividad de las bacteriasanaerobiasreductorasde sulfatos se siguió a partir de la

medidade la concentraciónde sulfatos (apanado2.2.2.c.) en ensayospreparadossobre

medio C a pH 7 (apartado2.3.1.).Paraello, setomaban20 g de mineral (o pulpa) y se

añadíamedio C (aproximadamente100 mí) hasta llenar los frascos, que se cerraban

herméticamente.Los ensayosse realizaron a 300C. Periódicamente,se hacía una

determinaciónde pH y Eh, y setomaba1 ml parael análisisde ión sulfato.Paraconservar

la anaerobiosis,seburbujeabanitrógenoduranteunosminutos a travésde una gomaa la

que sele acoplóun filtro Millipore de 0,22 Vm, antesde volver a cerrarlos frascospara

evitar la contaminaciónde los cultivos.

2.6.- ENSAYOSDE TRATAMIENTO DEDRENAJESACIDOS DE MINA CON

BACTERIAS REDUCTORAS DE SULFATOS

2.6.1.-Cultivos y condicionesexperimentales

Los ensayoscon bacteriasreductorasde sulfatosseprepararonmedianteinóculosal 10 %

enel medio correspondiente(ver apartado2.3.1.).Paraestosensayos,seutilizaron frascos

estérilescenadosherméticamentey llenosensutotalidad.Periódicamente,estosfrascosse

abríanpara tomaruna muestray, antesde cerrarlos,el oxígenoque hubieraentradose

desplazabamedianteel burbujeode nitrógeno,el cual sehacíapasara travésde un filtro

Millipore estérilde 0,22 ~tm,tal y comoha sido descritoanteriormente.

Paraalgunosexperimentos,seutilizaron vialesestériles.En éstos, la toma de muestrase

realizabapinchandoel tapónconunajeringuilla estérila travésde la cual sesuccionabala

muestra,no haciéndosenecesario,en estecaso,el burbujeodenitrógeno.

Todoslos cultivos semantuvierona 30 0C.
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Una vez tomadas las muestras,se centrifugabande inmediato antes de realizar los

correspondientesanálisis. La determinaciónde sulfatos, por tratarse de un método

turbidimétrico (apartado 2.2.c.), es especialmentesensiblea sólidos en suspensióny

requiereque en la lecturano existaninterferencias.Por esto, las muestrasprocedentesde

los cultivos de bacteriasreductorasde sulfatos pueden suponeruna fuente de error

Importanteya quepresentanmuchosprecipitadosprocedentesde los sulfurosoriginadosen

la reducciónbiológica.

2.6.2.-Reducciónbiológicadesulfatos

Seprepararonensayosparael seguimientode la concentraciónde sulfatosen los cultivos.

Éstos serealizaronen los frascosy viales descritosen el apartado2.6.1.. Se estudió la

reducciónbiológicaen medio C apH 7 y 5. Sobrelas muestrastomadasperiódicamente,se

haciauna lecturainmediatade pH y Eh y el correspondienteanálisisde sulfatos,para lo

cuallas muestraseranpreviamentecentrifugadas.

2.6.3.-Precipitación de metalesy rango de pH óptimo de crecimiento

Para los ensayosde precipitaciónde metales,seutilizó medio C con cobreen un rangode

concentracionesdesde25 a 200 ppm. El pH del medio se ajustó a 5, dado que la

solubilidaddel cobreesmuybajaavaloresde pH superiores.

Previamente,serealizaronensayosde crecimientobacterianoadistintosvaloresde pH con

el fin dedeterminarel límite inferior de acidezen el que las bacteriassemostrabanactivas.

Paraello, sepreparómedio C a valoresde PH comprendidosentre 4 y 7 y se ensayóel

crecimientode las bacteriasen las mismascondicionesdescritasen 2.6.1.

El seguimientode los ensayosde precipitaciónde metalesserealizó a partir de la medida

de la concentraciónen solución del metal correspondiente.Sobrelas muestrastomadas

periódicamente,sehacíaunadeterminacióninmediatade los valoresde pH y Eh. Después,

se centrifugabany se procedíaa medir la concentracióndel metal medianteabsorción

atómica.

De un modo paraleloa la concentraciónde cobre, sesiguió tambiénla evolución de la

concentraciónde hierro. El hierro seincorporabacon el medio C en formade FeSO4.7H20

en unaconcentracióninicial de aproximadamente30 ppm.
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Resultadosy Discusión

3.1.- EVOLUCION DEL RESIDUO EN LA PRESA: CUANTIFICACION DE LA

TRANSEORMACION

El estudiodel sistema,y de las transformacionesque afectana los residuossólidos,pasa

necesariamentepor la caracterizaciónpreviadel mismo.Porestemotivo, la primeratareaa

desarrollarfueel “reconocimiento”de la presade estérilesy el seguimientodel residuoen

todo su recorrido.Se conocíanlas característicasquímicas de la pulpa a la salida de la

plantade flotación, así como las del aguaen el rebosede la presa,pero faltabanmuchos

aspectosporconcretar;entreellos, el estadoen el que seencontrabala pulpaa lo largo de

su recorrido,qué sucedíaen la presao cual era la distribucióndel pH y demásvariables

químicasen el sistema.

El primer acercamientoal problemaconsistióen el estudiode la evolucióndel pH de la

pulpadesdela salidade la plantahastael reboseen la presa.Paraello, se realizaronlos

muestreosdescritosen el apartado2.1.2.,cuyo análisisseexponeacontinuacion.

3.1.1.- Muestreos

3.1.1.a.- Evolución del pH en el sistema

-Muestreoenplanta

Como punto de partida, el muestreoen la plantade flotación serealizó con el objeto de

conocersí existíanmicroorganismosquepudieranestarpresentesacompañandoal mineral

desdeel momentode suvenido,quémicroorganismosaparecíanen estecaso,o si por el

contrario los microorganismosse sucedian, seleccionabany aparecían cuando las

condicioneseranóptimasparasu crecimiento.Estacaracterizaciónmicrobiológicade las

muestrastomadasen planta se completó con cl estudio de las variables químicas de

distintasmuestrasde pulparepresentativasdel procesode flotación.

Las muestrasse tomaron en los distintos puntos de la planta de flotación indicados

anteriormente(Figura 7). A estasmuestrasse les hizo un análisis químico general. Los

valoresdepH en las muestras,tanto en el momentodesertomadas(pLIO) comoal cabode

cincodías(pH5), sereflejanen la TablaXIII.
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TablaXlii: Muestreoen plantade flotación

Muestra Descripción Eh5 (mV) r (
0C) plt I~Bs

- Rebose de agua

R-EP-01 clara dc - ¡33 23.8 8.6 4.3
espesador

R. EP-06 .- ¡53 23,2 8,5 3.6
REP-04 -67 19.3 12 114
R. EP-03 lii 19.8 6.4 -

R EP-02 104 20.6 5.7 3 9
Salida fOl 20.1 62 43

Mquctn
HEP-04 Lodo espesador -51 191 [(.7 10,9
H.EP-06 76 - 22,8 9.2 63

PL Pulpa .12 21.9 10.1 53
WFP - - reboseespesador:HEP-: hundidoespesador;RE. pulpaestéril

Resultados’Discusión

La muestraR. EP-06seseleccionóparahacerel estudiomicrobiológico,debidoa quesu pH

habíaevolucionadomucho(de 8,5 a 3,6) y ademásporsu localizaciónen la plantaal tener

una relación más directa con La pulpa fina!. Esta muestracorrespondióal rebose del

espesador06. La procedenciade R.EP-06se muestraen el diagramade flotación de la

Figura7 y, de un modomásesquemático,en la Figura 1 5

‘1;
Rebose

Pulpa —* EP.O1 -—*x
Pulpa a

Cal

1
—* T.14\ Hundido

Pulpa a presa

FIocuIante

Figura 15: Localizaciónde la muestraR.EP06en el esquemade flotación

En el espesador06 seelarifica el aguaqueseva a recircularal proceso.Porello, se adiciona

cal paraaumentarel pH y precipitarlos metatesen forma de hidróxidos.
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TablaXIV: Muestreoen el recorridode lapulpa

Muestra Descripción Eh5 (mV) T
2 (0C) pH

0 pH5
Pl, pulpa -16 212 111 9,2
¡‘.2. pulpa -22 20 7 10 6 9,0
P.3 lodoenel margen 250 4,0
¡‘.4 pulpa -70 169 65 6,9

canahílode aguaa unosSm
P.5 dc la orilla quecircula sobre 23 175 60 5,7

la pulpaya sedimentadaensu
llegadaa la presa

precipitadoamarillentoen
E 1 remansamiento 553 13 3 3 2
12 aguaroja 450 130 24

Canal
perimetral aguaclara 132 204 7 7

Comopuedeobservarse,los valoresdepH alcalinosemantuvierona lo largodel recorrido

de la pulpa, lo que vino a demostrarque las transformacionesque condujerona la

acidificacióndel aguano tuvieronlugarduranteel recorrido.La caídade la pulpahastala

presa fue demasiadorápida y, a pesarde la fuerte aireación, el residuo no llegó a

modificarse.Este hecho se puedeapoyarademásen e] dato de potencialredox, que se

mantuvoreductorduranteesterecorrido.

-Muestreoenpresa fondo y sunerficie

La presafue la parte del sistemaque másexhaustivamenteinteresómuestrear. Por un lado,

porquefue el lugardondeel residuo seestancóy, porello, dondelos tiemposde reacción

fueron mayores. Por otro, porque fue donde existió un gradiente de oxígeno con la

profundidady donde,por tanto, lasposibilidadesde variabilidadquímicay microbiológica

fueron mayores.

Los puntos de muestreoen la presa se recogenen la Figura 8. Los valores de pH

correspondientesa las muestrastomadasestánreflejadosen laTablaXV. Las muestrasque

aparecensombreadascorrespondena aquellasque fueron seleccionadaspara realizar la

caracterizaciónmicrobiológica.

Mediante el análisis de las muestrastomadasen la presa, se comprobóque existía un

gradientede pH con laprofundidad,queiba desdelos valoresmásácidoscorrespondientes

a las muestrasde aguasuperficial(pH en tomo a 3), que semanteníanademásen toda la

extensiónde la presa,hasta los valoresde PH ligeramentealcalino (pH en tomo a 7)

correspondientesa las muestrasde fondo.La bajasolubilidaddel oxígenoen el aguahizo

queen el fondode la presasemantuvierancondicionesanaeróbicas(Eh<0).
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TablaXV: Muestreoen presa

Muestra Descripción profundidadaprox.(m) T~ (0C) Eh
5(mV) P

TMo pH
5

Aguaclara 0 14 271 3,6 3,0
superficial -

Dl Lodo 135 - 58 55

superficial
S.2. Aguaclara 0 142 263 46 38

superficial
02 Lodo 123 298 72 71

Agua clara 132 154 32 28
superficial

03 Lodo 4,7

0.4. Lodo
8 5 Agua clara 13,1 292 3,4 2,9

superficial
05 Lodo

S.6. Aguaclara 0 13,0 281 3,5 2,9
superficial —

07 Lodo 6 130 - - -

8.7 Aguaclara 15 281 3,4 2,9

superficial
C(BRS) Lodo fondo 132 32 7,4 -
Á7ÉRS) Lodo 129 30
Á(BRS) Lodo fondo 13 45

BRS: muestrastomadasparael aislamientode bacteriasanaerobiasreductorasde sulfatos

Resultadosy Discusión

3.1.1.b-Del residuo inicial al vertido final

Los datos apodadospor el “primer reconocimiento” del sistema confirmaron que

efectivamenteel residuo que se vertía desdela plantasufría una transformaciónque se

reflejabaclaramenteen laevolucióndel pH. La imagendescriptivageneralde la evolución

del pH de lapulpaseilustraen laFigura 17.

Los puntos del sistemacorrespondientesal vertido a la salidade planta(pulpa P.E.) y al

rebosefinal del aguaen la presa(CV-2), son los puntos inicial y final de referenciaen

cuantoala transformaciónquesufrióel residuo.

Como puedededucirsede los valores de pH obtenidosen los distintos muestreos,la

situacióngeneraldel sistemafue la siguiente(Figura 18): la plantade flotación generóun

residuode naturalezabásicaA. Esteseabandonóen la presade estériles(sistemaC), y fue

aquí dondetuvieron lugaruna seriede transformacionesque condujerona un residuode

naturaleza distinta B. Los procesos (D) a través de los cuales tuvo lugar esta

transformaciónpuedenservarios y debenseridentificadosy cuantificados.
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A travésde la experimentaciónque sedescribea continuación,seevaluóla naturalezade

los residuosA y B y seinvestigaronlos posiblesfactoresresponsablesde la transformación

D. En estesentido,setratóde darrespuestaa cuestionescomo:

¿Quétzkode transformacionescabeconsiderar?

¿ Cuálesde estastransformacionesfueronposiblesgeneradorasde acidez:

Pirita—> sulfatos

S05 —Y SO$~
2±Fe —>

¿Intervinieronlas bacteriasen alguna/asde estastransformaciones?

Todas estaspreguntastrataron de resolversea partir de los resultadosobtenidosde la

caracterizaciónquímica,microbiológicay mineralógicadelsistema.

Las variacionesobservadasen algunosparámetrosmedidos en A y en B permitieron

proponerdistintashipótesisacercade los posiblesfactorespotencialmenteimplicadosen la

transformación.Así, por ejemplo, la observaciónde que el ion sulfito desaparecióen el

sistemaC llevó a evaluarla influenciade su cinéticade oxidación; el incrementoen la

concentraciónde metalesy sulfatosmedido en B setrató de relacionarcon la oxidaciónde

lapirita vertidaen A; etc.

La evolución del residuo, así como la influencia de todos estos factores en su

transformación,se investigarona travésde un sistemaen columnacon el que semodelizó

el comportamientodelresiduoA.

Anteriomente,se ha definido la “meteorización”como la transformaciónque sufre un

residuoabandonado.La situaciónen el dique de estérilesfue intermediaentrelo que sería

un residuo recién vertido y un residuo “meteorizado”.El continuo aporte de pulpa, la

aireación y el aportede reactivosprocedentesde la flotación hicieronqueel residuono se

“abandonara” totalmente sino que permanecieraen una situación “dinámica”. Más

adelante,se describirácómo estehechopudo comprobarseclaramentecuando la planta

sufrió unaparadadurante un periodode varios meses.La presaevolucionóentoncesa lo

que podríamosconsiderarcondicionesde “abandono”, siendo las condiciones fisico-

químicasde estanuevasituaciónconsiderablementedistintas.
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3.1.2.-Caracterización de las muestrassólidas

3.1.2.a-Distribución granulométrica

Parallevar a caboeste estudio,seseleccionaronunaseriede muestrasrepresentativasdel

sistemacorrespondientesa los vertidosinicial y final y a distntospuntosdel fondo de la

presa de estériles.En concreto, se seleccionaronlas muestrasD.1. (lodo a 4 m de

profundidaden la presa),P.E. (pulpaa lasalidade la planta),C (lodo del fondo de la presa

apartir del cual se aislaronlas bacteriasanaerobias)y D.5. (lodo a 9 m de profundidaden

la presa). Como es bien conocido, el tamaño de partícula de un mineral influye

decisivamenteen la velocidad de oxidación del mismo, de tal maneraque ésta se ve

favorecidacuandoaquel se encuentrafinamentedividido, esto es, cuantomayor es la

superficiede reacciónexpuestaal medio (Lundgreny Silver, 1980; Edez-Rubio,1986).

Los correspondientesdiagramasde distribución de tamai”ios de las muestras sólidas

aparecenen las Figuras 19, 20, 21 y 22.
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Figura 19: Análisisgranulométricocorrespondientea la muestraD. 1.
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Figura22: Análisis granulométricocorrespondientea la muestraD.5.

Finalmente, la Tabla XVI resume los resultadosobtenidos en relación al tamaño de

particulade las distintasmuestras,indicando los valorescorrespondientes,en cadacaso,al

porcentaje(80,50 y 10%)de sólidopordebajode un determinadotamaño.

TablaXVI: Tamañode partículade las muestrassólidas(en gm)

Muestra D-8O D-5O DIO
D.l. 12.98 6.34 0.898

PE. 9.94 4.35 0.839

C (lodo BRS) 29.62 12.75 1.39

D.5. 36.65 19.73 4.36

El tamaño de partícula de las muestras resultó ser muy fino, como corresponde a las

característicasde un residuoflotado, y bastantehomogéneo.Las diferenciasde tamañoque

se apreciaronen las distintas muestrasse debieron a que éstas fueron tomadasen

momentosdistintosy, por tanto, el tamañodel mineral que salíadel procesopodíavariar

segúnlas condicionesde molienda.Porotro lado,el mineral sedimentadoen la presapudo

habersufrido unaselecciónde tamañocon la decantación,lo que explicaríalas variaciones

encontradasen las dos muestrastomadasen el fondo de la presa. En definitiva, puede
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considerarseque el tamañode todaslas muestrasestuvocomprendidoentre 10 y 30 .tm,

con las variacionesatribuiblesal procesode producción.

3.l.2.b.-Composiciónmineralógica

El análisis por difracción de rayos-X de las muestrassólidas reveló que la pirita es su

constituyenteprincipal. Estosresultadosfueronconsistentescon los datosfacilitadospor la

empresareferidosa la naturalezadel vertido correspondientea la muestraP.E., los cuales

indicaban que los residuos sólidos originados en el proceso estaban constituidos

fundamentalmenteporestemineral.Lacomposicióndel vertidofue la siguiente:

Calcopirita:1,44%(equivalentea0,5%de Cu)

Blenda:0,77 % ( equivalentea0,45 % de Zn)

Galena: 0,46 % ( equivalentea0,4 % de Pb)

Pirita : 63,37 % ( equivalentea34,7 % de 5 )
Carbohidratosy silicatos:33,95%

En la Figura 23 se refleja el difractogramacorrespondientea la muestra P.E. en el que

puede identificarse a la pirita como único compuesto mayoritario en la muestra,

apareciendobien definidos todos sus picos característicos.Lo mismo sucediócon los

análisis de las muestrasde lodo del fondo de la presa,obteniéndoseidénticosresultados.

Estos resultadossobre la caracterizaciónmineralógicaindican claramenteque la pirita

sumergidaen la presano setransformó,puestoque su composiciónno varió respectoa la

vertidaenlaplantade flotación.

Comocontraste,el análisispordifracciónde rayos-Xde la muestraF-1 (precipitadopardo-

amarillentoencontradoen un remansodel canalde vertido) revelóque la muestracontenía

unajarositade hierro y amonio, lo que indicaba,además,que en estepunto la pirita sí se

habíatransformado.Este resultadoestuvo de acuerdocon el bajo valor de pH medido

(Figura 16), el cual fue consecuenciade la oxidación de la pirita. Como se indicó

anteriormente,el punto FI correspondíaa un estancamientode la pulpaen su recorrido

haciala presay aquísi existieroncondicionesparalaoxidación:un intercambiode oxígeno

importantey tiempode reacciónsuficiente.

92



Muestra Cu( ¡o) Pb( /o) Zn( /o) Ee( /o) Mn( /o) Ca( /o) Mg( ¡o) S (%)
Dl. 069 123 070 465 025 017 035 43,70

P.E. 0504...
E-] 003

283
004

005
002

388
463 000 001 001

37,60
8,35

C(srb) 045 170 010 390 012 001 023 39,30

Resultadosy Discusión
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Figura23: Difractogramacorrespondienteala muestraPE.

3.1.2.c-Composiciónquímica

Las muestras P.E. y D.1. seseleccionaronpara realizar el correspondienteanálisisquímico,

pues se consideraronrepresentativasde los puntos de vertido y del lodo en la presa,

respectivamente.Tambiénserealizóun análisisquímico de la muestraC (lodo del fondo a

partir del cual se aislaron las bacteriasreductorasde sulfatos) y F-l (precipitadoen el

estancamientode la pulpa en surecorridohaciala presa).Los resultadosse reflejan en la

TablaXVII.

TablaXVII: Composiciónquímicade cuatromuestrassólidasrepresentativasdel sistema

Los análisis de las muestrascorrepondientesa la pulpa de salida (PE.), a la pulpa

superficial (D.1) y a la pulpa depositadaen el fondo de la presa tras el procesode

sedimentación(C), presentaroncaracterísticassimilares,lo queconfirmó de nuevo que la

pulpa que permanecióbajo aguano sufrió alteración. La profundidadde la presa fue

suficienteparaimpedir que el oxigenodifundieray pudieraalcanzaral mineral del fondo.

El oxigenoes imprescindibleparala oxidación de los sulfurosy la cinética de la reacción

esmuy dependientede la cantidadde oxígenodisponible:

FeS2+7/2O2±H2O—>Fe
2~+2SOf+2H~ [25]
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Tal esasí, que la disposiciónde estérilesde minabajo aguaseplanteacomo un métodode

prevencióndc drenajeácido(Ritccy, 1991).

La muestraD. 1. correspondienteal lodo superficialregadoporel propio aguadel sistema

tampocoseoxidó. Másadelantescanalizaráel porqué de estasituación.

La composiciónde las muestrasDl., P.E. y C coincidiócon la de la pirita, lo queconfirmó

los resultadoscorrespondientesa los análisis de difracción de rayos-X. Se ha destacado

especialmenteen la TablaXVII el contenidoen 5, pueses el parámetrofundamentala la

horade evaluarel potencialde drenajeácidode unamuestra(British Columbia Acid Mine

Drainage TaskForce, 1989), tal y comoseha descritoen el apartado2.5.1..

Comotambiénseha indicadoanteriormente,F-l correspondióaunamuestratomadaen un

remansamientode la pulpa en su caída. En estascondiciones, todos los factores que

pudieroncontribuir a oxidary transformarel mineral, como fueron el agua, las bacteriasy

el oxígeno,tuvieron tiempo suficienteparaactuar,lo cual tambiénseapreciaen la Tabla

XVII por ladisminuciónimportantede sucontenidorespectoa otrasmuestrasen las que la

pirita no se transformó.Por otro lado, la formaciónde jarositasya comentadaoriginó la

precipitación del hierro oxidado,de ahí que el porcentajede esteelementoen el sólido se

mantuvieraelevado.

3.1.3.-Caracterización de las muestras líquidas

3.1.3.a-Análisis químico

En la tabla XVIII se reflejan los valores de pH, Eh, concentraciónde metalesmás

representativos,y concentraciónde ionessulfato y de sulfito (expresadasen ppm) de las

muestraslíquidas.

Comorevelanlos datosde la TablaXVIII, las condicionesquímicasdel sistemasehicieron

extremasen la superficie de la presa(CV-2). Fué aquídondeel pH semostrómásácidoy

dondeseobservóuna mayorconcentraciónde metalesy sulfatosen solución,mientrasque

el ión sulfito prácticamentedesapareció.

En la presa,seobservóademásun gradientequímico con la profundidad:mientrasque en

la superficielos valoresde pH fueron ácidosy la concentraciónde metalesfué importante,

en el fondo, el pH fué ligeramentealcalino y no existió concentraciónsignificativa de
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metalesen solución.La distribución de las distintas variables químicas se refleja en la

Figura24.

TablaXVIII: Composiciónquímicade las muestraslíquidas

Muestra SO$

ppm

p

ppm

pH ~ Mg
-

(mV> ppm ppm ppm ppm - ppm ppm ppm

¡tE. 686 88 85

lo

10 <01 <01 <01 04 495 00 15

846

866

920

120

777

707

7,0

06

02

08

00

00

50

0,25

=152

1218

1,65

13,1

12

20

10

00

10

15

R.EP-06

REILOJ

H.EP-06

R,EP-04

Canal?.

CV-2

Pl.

E-!

F2

P.2.

Di

C

853

1071

877

405

718

1850

653

-

742

440

- 450

96

112

76

128

102

3-l0~2,94

+140

+140

+142

15

+108

220

16

553

450

-22

-32

-4

<01

<01

<01

<01

<01

03

<003

152

1145

<0,03

0,3

06

12

03

06

05

03

57

1135

¡36

156

0,68

9,5

05

00

02

00

04

30

0022

32

1912

0,033

26

01 3

530

560

520

460

450

47O~

20

35

25

0,6

20

50

La explicacióna estosresultadosestuvoen el hechode queen la superficiede la presalas

condicionesfueron claramenteoxidantes(Eh 220 mV) lo que favoreció que segenerase

acidez (pH 3) y la consiguienteliberación de metalesal medio, Estas condicionesse

mantuvieronde un modo uniformeen toda la superficieacuosa,salvo junto a la zonade

descarga,donde el pH presentabavalores comprendidosentre 5,5 y 6,0, que fueron

medidosen la interfaseagua-mineral.

El hierro merece una atenciónparticular ya que la relación Fe~’/Fe2~ puede ser un

indicativo de la posible actividad bacteriana. El hierro presenteen las ¡nuestras

superficialesde lapresaseencontrabaen formade hierro fénicofundamentalmente(de 50

mg/l de hierro presentesen la muestraCV-2, sólo 1,72 mg/l correspondieronal hierro

ferroso),lo cual pusode manifiestoque pudieraexistir contribuciónmicrobiológicaa las

oxidacionessuperficialesque en el aguade la presa,ya que la oxidaciónquímicadel ión

ferrosoa pH ácidoesun procesosúniamantelento.
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variacionesde temperatura,concentraciónde sulfatosen solución,etc. En funciónde todos

estosparámetros, los equilibrios de precipitaciónse desplazaríanen un sentidou otro

haciendoque aparecieray desaparecierala turbidezobservadaen la presa.

3.1.3.b.-Vertido inicial y residuofinal

Los análisiscomparadosde las muestrascorrespondientesa la pulpa de saliday al rebose

en lapresasereflejanen la TablaXIX.

TablaXIX: Análisis químicodel vertidoinicial y el residuofinal

P.E. (agua) CV-2

pH 9-10 2,5-3,5

Sulfatos 500-650 1800-2000

Sulfitos 88-120 2-3

Cu 0,1-0,2 0,4-0,8

Fe 0,4-2 50-55

Zn 0,1-2 30-50

b -0,2 -6

Ca 400 400-450

Mn 10-15

d

Mg 5 50

mg Ql 1 D.Q.O.* 210

Eh (mV) 0 20

* D.Q.O., demandaquímica de oxígeno

Las concentracionesde metales,sulfatosy sulfitosvienendadasenppm

Las muestrasP.E. y CV-2 correspondenalos residuosA y B (Figura 18) quesetratabande

caracterizarcomo primer paso para el acercamientoal problema. Con los resultados

obtenidoshastael momento,sepudo cuantificar la naturalezade la transformaciónen la

presay ademássepudieroncomprobarquéfactoreseranlos másafectadosporésta.

Al comparar los análisis de las muestrasP.E. y CV-2 cabe destacardos aspectos

fundamentales:por un lado, que el agua se acidifica mucho y, por otro, que la

concentraciónde metalesy sulfatos seincrementaconsiderablemente.Por suparte,el ión

sulfito prácticamentedesapareceen la muestrafinal.

97



Resultadosy Discusión

Para tratar de explicarestosvalores analíticos,se estudiaronlos siguientesfactores: la

posibleoxidacióndc la pirita y la influenciade la catálisisbacterianaen dichaoxidación;

laoxidacióndel ión sulfito y suefectoen la disminucióndelPH.

3.1.4.-Caracterizaciónmicrobiológica

Uno de los objetivosprioritarios del presentetrabajo fue detectarla posible presenciade

microorganismosen la presadeestérilesy determinaren qué medidaéstos influyen en la

transformacióndel residuo allí vertido. La información bibliográfica es abundanteen

relación con cl aislamientoy la caracterización de microorganismosprocedentesdel

drenajede aguasde mina, aisladosgeneralmenteen condicionesde elevadaacidezy alta

concentración de metales. Así, se ha identificado una amplia variedad tanto de

microorganismosheterótrofoscomoautótrofosenestetipo de ambientes(HutehinsonK. y

col., 1969; Tuttle 3. y col., 1968) y seha establecidola relacióndirectaque existeentre

cierto tipo de microorganismosy laproducciónde acidez(Silvermany Ehrlich, 1964).

El primer acercamientoal estudiomicrobiológicodel sistemaconsistióen determinaren

qué punto del mismocomenzabaa detectarsela presenciade microorganismos,para así

poderestablecersi éstosacompañanal mineral desdeel momento en el que salede la

planta,o si por el contrarioaparecencuandolas condicionesfisico-quimicasdel medio son

las óptimas.

Tambiénsequiso comprobarsi existíaunaselecciónde microrganismosen función de la

evolución del residuoy en qué medidacontribuíana la oxidacióndel mineral o de algún

compuestopresenteenel residuode P.E..

Las característicasde una presade decantaciónde estérilessonalgodistintasa las de otros

sistemasgeneradoresde drenajeácido. De hecho,en unapresa,partedel mineral, si no

todo, quedasumergido bajoel aguay, comoseacabade describiren el apartado3.1.3.a.,

en la presade estérilesque seestáestudiandoexistió un gradientequímico condicionado

por lapresenciade oxígeno.

En funciónde la distribuciónde las distintasvariablesquímicasmedidasen la presa(Tabla

XVIII) y dicutidas en el apartado3.l.3.a., y en relación con el gradiente químico

encontrado(Figura25), se estudióunaposibleselecciónmicrobiológica:en la superficiese

buscaronmicroorganismosacidófilos aerobiosy en el fondo se evainó la presenciade

bacteriasanaerobiasreductorasde sulfatos.

98





Resultadosy Discusión

c

E

Figura26: Micrografias(TEM) realizadassobremuestrasdirectasde aguade mina

correspondientesa los puntos:a) R.EP-06;b) S.6.; e) D.2.; d) D.2.; d) D.2.; O CV-2
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Con relacióna la presa,tanto en las muestrasde superficie como de fondo, se detectóla

presenciade distintos tipos de bacterias.Las imágenesb, e, d, e y f de la Figura 26

correspondena laobservacióndirectade las muestrasmediantemicroscopiaelectrónicade

transmision.

Las bacteriaspredominaronen todas las muestrasobservadas,y en general fueron

frecuenteslos bacilos codos que en ocasionespresentabanzonas internasde distinta

permeabilidada los electrones.Tambiénsedetectóla presenciade espirilos (Figura 27)

que pudieroncorrespondera la especieLeptospirillunferrooxidans.Esta especieaparece

descritaen la bibliografia en relacióna ambientesminerosy en generalen sistemascon

valoresde pH ácidos. Es oxidante de hierro exclusivamente,y en nuestrocaso,sólo se

detectóen condicionesde “presaabandono”,estoes, cuandolas condicionesfueron más

extremas.

Se detectótambiénla presenciade bacteriasneutrófilasheterótrofasasociadasa los lodos

del fondo. Estasbacteriascrecieronen medioagarnutritivo.

En las muestrasde fondo de la presase comprobóla presenciade bacteriasanaerobias

reductorasde sulfato.

Despuésde la observacióndirectade las muestrasal microscopio,seprocedióa su inóculo

en mediosespecíficosparael crecimientoselectivode especies.En concreto,sebuscaron

microorganismosimplicados en procesosde oxidación o de reducción de compuestos

inorgánicos.Dada la importanciaque ciertosmicroorganismosheterótrofospuedentener

en estossistemas,en relacióncon la degradaciónde compuestosorgánicosperjudicialesal

crecimientode los litoautótrofos,las muestrastambiénseinocularon en mediosorgánicos

con el fin de realizarsuseguimiento.

Para realizar esta búsquedade microorganismosse inoculó sembrandoen placas con

hierro,tetrationato,tiosulfato, hierro+ extractode levaduray en los mediosorgánicosA e

Y. Estosinóculosserealizarondirectamenteapartir de las muestraso bien apartir de las

muestrasconcentradastras la filtración de 50 ml de las mismas,como quedódescritoen el

apartadode Materialesy Métodos (2.3.3.b.). En algunoscasos,se prefirió precreceren

medios líquidos específicos de hierro o de azufre y posteriormente sembrar en medio

sólido.
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Figura 27: Micrografias(TEM) de bacteriaspresentesen el aguade mina
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Para el crecimientode los microorganismosanaerobios,las muestrasse tnocularonen

frascos conteniendolos medios C y C+Mo. Una vez llenos, éstos eran cerrados

herméticamenteparaevitar lapresenciade oxígenoen los cultivos.

Todos los cultivos semantuvieronen estufaa 300C.

-Distribucion de microorganismosaerobios

• Heterótrofos

En todaslas muestrascultivadasde todos los puntosdel sistema,sedetectóel crecimiento

de microorganismosheterótrofos:bacterias,levadurasy hongos. Incluso en la muestra

R.EP-06,quesetomó en el espesadorde la planta(pH 8,5 in situ, pH 3,6 en el momento

del inóculo), secomprobóla presenciade estetipo de bacterias.

Hongos, levadurasy dos tipos diferentesde bacteriasheterótrofas(denominadas2 y 3)

aparecieronen la muestraP.E. correspondienteal vertido de la pulpaa la salidade planta.

Seaislaronambostiposdebacteriasheterótrofasenplacasobremedio 1 (Figura28).

En estemismomedio, seaislóunalevaduraprocedentede la muestra(P.E.).Estalevadura

apareciórepetidamenteen diversoscultivos de muestrasde todo el sistema.Al creceren

medio sólido formabacoloniasrojasde bordesenteros,con un tamañode coloniasuperior

a 0,5 mm (Figura 29). No sellevaron a cabopruebasde caracterizaciónde levaduraspero

las característicasque éstapresentófueroncomunesa las de la levaduraRhodotorula,que

aparecedescritacon frecuenciaen relación a ambientesmineros(Lorenzo, 1990; López,

1994;Coto, 1994),pudiendopor tantosituarladentrodel grupoRhodotorulasp.

Tambiénse detectóla presenciade levadurasen cultivos líquidosy sólidos sobremedio

tiosulfato.

La bacteria2 presentóparticularinterésyaquecrecióexclusivamenteen lamuestraP.E. (a

diferenciade lo que sucediócon la levaduraanteriormentedescritay la bacteria3 quese

encontróen otrasmuestrastalescomo la CV-2). Formócoloniasde pigmentaciónamarilla

(Figura 28a) con un tamañosuperiora 0,5 mm. Su observaciónal microscopioóptico

reveló que la bacteriaformabacadenasenmarañadas.La tinción de Gram dió resultado

negativo.Tras sucesivospasesen mediossólido y liquido se perdieronsus cultivos, no

continuándosesuidentificación.
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La bacteria3 formó coloniasblancas,cóncavas,de bordeliso y tamañoinferior a 5 mm

(Figura28b). Se tratóde un bacilo Gramnegativoqueseencontróampliamentedistribuido

en el sistema.

Tambiéndespertóinterésuna bacteria (D.2.C) (Figuras30a y 31) aisladade la muestra

D.2 tomadaa 1 cm de profundidaden la presa.Estabacteriase aisló en un medio para

heterótrofosy mostrócapacidadparaoxidar ion ferroso,lo que la hacíainteresantepor las

ventajasque tieneel crecimientoen medio orgánicode un microorganismocon capacidad

para oxidar ion ferrroso y, por tanto, con potencialbiolixivíante. Sin embargo,con el

tiempo,sólo seconsiguiómantenerencultivosen presenciade ion ferrosoy dejódecrecer

en heterotrofia, presentandocaracterísticaspropias de bacterias litoautótrofas estrictas.

Posiblemente,la primeraconclusiónfue un error y se tratabade especiesdistintas que

crecíanasociadas.

Sobre las placas en medio de hierro se encontróque crecían con frecuenciacolonias

pequeñas(<lmm), blanquecinas(Figura 32a), que resultaronser bacilos cortos. Estas

bacterias,que crecieronen medio de hierro, eran, sin embargo,incapacesde oxidarlo y

crecíanbien en un medio orgánico,así como en medio de azufre.Aunqueno sehicieron

más pruebaspara su identificación, bien pudiera tratarsede bacteriasde la especie

ThiobacillusacidophPus,ya que estas bacterias crecen asociadas a cultivos de Thiobacillus

ferrooxidans(Arkesteyn G. y Bont J., 1980; HarrisonA., 1984) y presentanestasmismas

características.

e Bacteriaslitoaut¿trofas

Detectar la presenciade bacterias litoautótrofasera de particular interés debido a su

capacidadparaoxidarcompuestosinorgánicos.Estasbacteriassepresentabancomouno de

los posiblesfactorescausantesde la oxidacióndel mineral y, por tanto, como uno de los

factoresqueinfluían en la transformacióndel residuoA en II (verapdo.3.1.l.b.).

Se detectó crecimiento de bacteriascon capacidadpara oxidar azufre (o compuestos

intermediosdeesteelemento)y/o hierroprincipalmenteen las muestrascorrespondientesa

la superficiedel aguade la presa,aunquetambiénexhibieroncrecimientoen medio Fe y 5

las muestrasD.2. y D.4., tomadasa un metrode profundidad,asi como la muestraP.E.*

correspondienteal canalillodeaguaquecirculabasobrelapirita sedimentadaa sullegadaa

lapresa(interfaseagua-mineral).
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Aunque en los inóculosdirectosde la muestraPE. sobremedio líquido o sólido de hierro

y tetrationatono sedetectócrecimiento(a diferenciade lo que sucediócon la muestraCV-

2), si seconsiguió,sin embargo,potenciarloapartir del cultivo de la muestradepulpaen

matrazagitado a 350C. Medianteesteprocedimientose consiguiódetectarla presenciade

bacteriaslitoautótrofas5- y Fe-oxidantesasociadasalapulpadesalida(PB.).

El crecimientosobre medio sólido de hierro presentóbastantesdificultades (Lorenzo,

1990; López,1994)debidoalaprecipitacióndehidróxidosbásicosdehierro. Sin embargo,

seconsiguióobtenercoloniasapartir de las que sepudieron aislarbacteriasFe-oxidantes

(Figura32b).

El crecimientoen mediosólido tantode tetrationatocomode tiosulfatopresentóunamayor

eficacia. En estasplacasse pudo verificar la presenciade distintos tipos de bacterias

oxidantesde especiesintermediasdel azufre, lo que pudo observarsepor la variedadde

colonias que crecieron en ambosmedios. Unas colonias fueron blancas,esféricas,de

tamaño inferior a lmm; otras, tenían un aspecto estrellado. Algunas de ellas se

identificaron posteriormente.La diversidadmorfológica encontradaen dichos cultivos,

sobremedio sólido de tetrationatoy de tiosulfato,pusode manifiestola existenciade una

amplia variedad de especies oxidantes de compuestosintermediosdel azufreque pudieran

estar potencialmente implicados en la oxidación del residuo en la presa de estériles(bien

por la oxidación de la pirita, bien por la oxidación del ion sulfito).

Este último aspecto se quiso comprobar especialmente puestoque,comoseha visto, el ion

sulfito es uno de los elementos que desaparecen del sistema con el tiempo y pueden estar

implicados en la generación de acidez en el mismo. Por ello, se prepararoncultivos de

enriquecimiento en medio sulfito y 9K a pH 3, utilizando como inóculo la muestra P.E..

Se pudo comprobar el crecimiento de bacteriasen cultivos en los que la únicafuentede

energíaera el sulfito sódico (Figuras33 a y b), sin embargo, resultó muy dificil seguir el

crecimiento y mantenerlos cultivos en estemedio, debido a que, como se verá en el

apartado2.4., la oxidacióndel ion sulfito por la accióndel oxígenoatmosféricotranscurrió

con unacinéticamuy rápida, lo quesupusounadesaparicióncasi instantáneade la fuente

energética necesaria para el crecimiento de la bacteria. La manipulación de los cultivos, los

cuales debían ser esterilizados previamente mediante filtro Millipore de 0,22 micras, hizo

que el tiempo transcurrido en condiciones oxidantes fuera demasiado largo.
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Por otro lado, al utilizar un medio de reacción muy ácido, parte del ion sulfito se

transformabaen ácido sulfhídrico, con lo que la concentraciónde ion sulfito disponible

disminuíaconsiderablemente.Sin embargo,el medio donde tienen lugar las condiciones

óptimasde crecimientoparalas bacteriaslitoautótrofas,que fueronlas bacteriasensayadas

enestosexperimentos,debeserácido.

Tambiénseinocularonen medio con ion sulfito diversoscultivos de célulasprecrecidasen

medio de hierro (Figuras 33c y d), ya que la bibliografia refiere que la bacteria

Thiobacillusferrooxidans es capaz de oxidar distintos compuestos intermedios del azufre,

entreellos el propio ion sulfito. Las bacteriascrecieronen estemedio, adaptándosebiena

estascondiciones,como pudo observarsepor el estadode división celularen el que se

encontraban (Figura 33d).

Medianteestosensayossepudo demostrarla capacidadde ciertasbacterias(entreellas las

bacterias que oxidan ion ferroso) para crecer en presencia de ion sulfito como única fuente

de energía, pero no se pudo establecer una relación directa con la oxidación de dicho ion y

la consiguiente disminución del pH.

-Distribucion de microorganismosanaerobios

• Bacteriasreductorasde sulfato

Se comprobó la presencia de bacterias anaerobias reductoras de sulfato en las muestras

procedentesde los lodos del fondo de la presa. La observaciónmediantemicroscopia

electrónicade transmisiónde los cultivos mixtos de estasbacteriasmostró que, en su

mayorparte,se tratabade bacilos (Figura 34). No se detectóla presenciade esporas,lo

cual hizo descartar a la especie Desulfatumaculum(más propia de aguasdulces) y a la

especie Clostridium (reductorade sulfitos),ambasesporuladas.
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Figura31: Micrografias(TEM) correspondientesa labacteriaD.2.C
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4

Figura 33: N4icrografias(TEM) de cultivos de bacteriascrecidasen presenciade sulfito

sódico como única fuente de energía: a) P.Ej b) PE.; c) S.2.(Fe); d) S.2.(Fe)
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Figura34: Micrografias(TEM) correspondientesa bacteriasreductorasde sulfatoaisladas

a partir de los lodos del fondode lapresa

Barras,1k~
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Microorganismo
-Localización de la

muestra de la que - pH muestra

procede -

Principal característica

cultural

Litoantótrofos

0.2 D.2.Alcm de la 7,2 Oxidantede Fe
superficiedela presa

Iníciamentese aislóde
unacoloniacrecidaen

placaA para
D.2. A 1 cm de la heterótrofos, y teníala

D.2c superficiede la presa 7,2 peculiaridadde serun
heterótrofohierro

oxidante Conel tiempo
perdió la capacidadde
crecerenheterotrofia

Aisladoenunaplacaen
-5.2. Muestra de 4,6 mediotetrationato,es

5.2. (T’I’T) superficieen la presa unabacteriaoxidantede
5 e intermediosdel 5

“cv-2”. Muestrade Aislado enplacade
4o(Tio) superficieenpresaen 2,7 tiosulfato,esuna

condicionesde “presa bacteriaoxidantede
abandono” compuestosde azufre

82a “cv-2”. Muestrade Aisladoen placade
superficieen presa 2,7 hierro, es unabacteria

aisladaen condiciones oxidantede hierro

de“presaabandono”
heterotrofos

cv-2. Muestrade rebose Levaduraaisladaen
de la presa 3,5 1 placademedioA

Bacteriaaisladaen placa
PE. 8 de medio1

cv-2 Muestraderebose 3,5
“cv-2”. Muestrade

h superficieen presa; 2,7 Levadura
aisladaencondiciones

de“presaabandono”
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3.1.4.b.- Aislamiento y caracterización

Siguiendo los criterios descritosen el apartadode Materialesy Métodos, se aislarony

caracterizaron algunos cultivos con el fin de identificar el tipo de microorganismos

presentes en las muestras. En el caso de los heterótrofos estrictos (una levadura aislada y

dos bacterias)no serealizaronpruebasde identificación,tan sólo algunatinción general.

La descripciónde los microorganismosaisladossemuestraen la TablaXX.

TablaXX: Descripcióngeneralde los microorganismosaislados
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(... continuación Tabla XX)

E cv-2”. Muestrade 2,7 Bacteria

lb superficieen presa;
aisladaen condiciones
de“presaabandono”

Bacteria que forma
- cv-2 grandescoloniasde

aspectocremososobre
placasenmedio A/I

-Bacteriaslitoautótrofas*

• Morfología de colonia

Las distintas cepasaisladaspresentaronla morfología descritaen la Tabla XXI cuando

crecieronsobremedio sólido.

Tabla XXI: Morfología de colonia de las cepas aisladas

Cultivo Descripciónde la colonia

SobremediodeFe formo colonias rojizascon precipitadostípicosdesalesde Fe
D-2- (Fig 32b ) < [mm

InicialmenteaisladaenplacasobremedioA enel queformécoloniascremosasy detamaño>¡ mm, conuna
D.2.c partecentralmásoscura(Fig 30a)

&2crrT) Formócolonias blanquecinasdetamaño< lmm (Fig 30b)

4o(Tio) Coloniasesféricas,debordeliso, blanquecinasy tamaño< 1 mm

82a coloniatipicarojiza deprecipitadodesalesde hierro

Coloniarojaesférica,cremosa,>lmm (Fig 29)

2 Coloniaamarilla,cremosa,> lmm (Hg 28a)

3 Coloniablanca,cremosa,>1 mm (Fig 28b)

*Se incluyeen esteapartado(aunqueno corresponda)la morfologiade colonia, celulary la tincion de Gram

de lasbacteriasheterótrofas(D.2.C, 2 y 3) aisladasasícomola morfologíacelulary decolonia dela levadura

(1).
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Anaerobios

Lodo del fondode la Cultivo mixto quecrece
C presa ‘7 enanaerobiosisy

desprendeH2S
Lodo del fondode la Cultivo mixto quecrece

A presa enanaerobiosisy
desprendeH2S

Cultivo mixto quecrece
Lodo del fondo de la

presa enanaerobiosisy
desprendeH2S



Cram Esporas Catalasa Oxidasa MoviI¡dad

D.2. - nsj. n.d. +

Dic nd id.

5.2. (TTT) nd n.d.

4o(Tio) nd n.d.

8,a nd n.d.

+:crecimientopositivo; -: crecimientonegativo;n.d.: no derminado;-?: crecimientodudoso

• Característicasculturales

Comocriterio de identificaciónde los cultivos, y siguiendolas pautasdel ManualBergey’s

(Bergey’s Manual of SystematicBacteriology, 1989), se hicieron varias pruebas y

observacionesculturales.

a) Crecimientoen distintossustratos

Uno de los criterios determinantesparaasignarlas distintas especiesdentro del género

Thiobacillus esla capacidadparaoxidardistintas fuentesde energia.Porello, las bacterias
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Morfologíacelular

Todaslas célulasanteriormentedescritaseran bacilos,salvo en el caso de las bacterias2

que setratabade bacteriasfilamentosasy las correspondientesal cultivo 1 que,comoseha

indicadoanteriormente,correspondíana unalevadura.Las bacteriasD.2., D.2.c, y 82a eran

bacilos cortos que podíanapareceren parejas.Esto también se observó,y de un modo

mucho más frecuente,en el caso de las bacteriasS.2.(TTT) y 4o(Tio). Las morfologías

correspondientessereflejanen la Figura35 en la queademásaparecenlas cepastal y como

seobservaronal microscopioelectrónicode transmisión.

• Tinciones

Se realizaron las tinciones de Gram y esporaspara todos los aislados.Dado que las

bacterias litoautótrofas se tiñen con gran dificultad, setrató de mejorar la eficaciade la

tinción exponiendo el segundo colorante a un tiempo mayor para lograr más nitidez (Coto,

1994).Asimismo sehicieron las pruebasde oxidasay catalasaparaalgunosaislados.Los

resultadossereflejanen laTablaXXII.

TablaXXII: Resultadosde distintaspruebasde identificaciónde microorganismos
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litoautótrofasaisladasse crecieronen distintos sustratos.Los resultadosaparecenen la

Tabla XXIII.

TablaXXIII: Crecimientoen distintossustratos
Fe Fe+Ye Tiosulfato Tetratio-

nato
Azufre1

+ -

-+4-

4-4-

D2

D2c

82(1 Ii)

É
2a

4o (tio)

+

+

+

+

+ +

it crecimientopositivo; -: crecimientonegativo;+4-: crecimientoescaso;+ -1-4-: crecimientomuyescaso

b)pHjinal decultivo

La capacidadproductorade ácidode las distintascepasaisladassedeterminóa travésde la

medida del pH de un cultivo crecido. Se comprobó que todos los cultivos disminuyeron el

PH al crecer,algunosinclusohastavalorespordebajode 1.

En la Tabla Tabla XXIV se resumen estos resultados. Se muestran también los valores

corespondientes a la generación de acidez por parte de una cepa de colecciónThiobacillus

ferro oxidans ATCCcrecida en las mismas condiciones que las anteriores.

Tabla XXIV: pH final de cultivo

pH final en medio de S pH final en medio de Fe
D.2 .d. 1,6

D.2.e ,09 ,61

S.2{ITT) ,63 .d.

4o(Tio) 1,26 n.d.
82a ud. 1,60

7? thiooxidans E 0,6 . n.d.

TferrooxidansATCC 23270 1,0 . 1,69
no determinado

La bacteria Thiobacillusferroooxidanses capazde disminuir el pH hastavaloresdel orden

de 1,0 cuandocrecesobremediode azufre.Thiobacillus thiooxidanspuedehacerdisminuir

el pH del mediohasta0,6 (Bergey ‘s ManualofSystematicBacteriology,1989).

Los aislados D.2., D.2.c, 5.2. (TTT), 4o(Tio) y 82a fueron bacilos Gram negativoscon

capacidad para oxidar compuestos de azufre, lo que permitió incluirlos dentro del género

Thiobacillus (Kelly D. y Harrison A., 1989). 0.2., D.2.c y 82a fueron acidófilos capaces

además de oxidar hierro e incapacesde crecer en heterotrofia. Las características
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morfológicas, tintoriales y fisiológicas que presentaron hicieron que podamos incluirlos

dentrode la especieThiobacillusferrooxidans.

Morfológicamente son muy parecidas las especies Thiobacillus ferrooxidans y

Thiobacillus thioooxidans. Ambossonbaciloscortos,Gram negativosy poseenflagelos.

Se distinguen bien fisiológicamente por la incapacidad que presenta Thiobacillus

thiooxidans para oxidar hierro ferroso. Las cepas5.2. (TTT) y 4o(Tio) ademásde ser

bacilos Gram negativos no crecieron en medio de hierro, por lo que se las clasificó dentro

de la especieThiobacillus thiooxidans.Además,las coloniasa partir de las cualesfueron

aisladaspresentaronla característicamorfologíadescritaporHutehinson(HutehinsonK. y

col., 1969) en los inicios de su aislamiento, consistente en que la bacteria forma colonias

con unazonacentralmás intensade color amarillentoy unacoronaexteriorblanca.Otra de

las característicascomunescon el Thiobacillus thiooxidans fue que al crecer en medio

azufre,el pH de los cultivos descendióhastavalorespróximosa0,5.

-Bacteriasanaerobiasreductorasdesulfato

El crecimientode bacteriasreductorasde sulfato (BRS) sedetectófácilmentepor el fuerte

olor a ácido sulfhídrico que desprendieronlos cultivos, así como por la apariciónde

precipitadosnegrosy brillantes procedentesde la reacciónentre el H25 generadoen la

reduccióndel sulfatoy los metalespresentesen el medio. Sin embargo,puedeocurrir que

seaprecienambascaracterísticasy, no obstante,seanconsecuenciade algunareacciónde

tipo químicoqueconducealmismoefecto.

Paraconfirmar que la reducciónde sulfatosque seobservabaen los cultivos inoculados

con las muestrastomadasen el fondode lapresaeraconsecuenciade la reduccióninducida

por las bacteriasy no debidaa mecanismosquímicos,serealizó siempreuna siembrapor

duplicadoen medioC y en medioC con molibdato. El molibdatoesun análogodel sulfato

y se ha comprobado que interfiere en el primer paso enzimático de la activación de este ion

y, en concreto, en la actividad de la enzima sulfúrilasa (Postgate, 1993), por lo que en

mediocon molibdatono seproduciríacrecimientode estetipo debacteriasy, por tanto,no

apareceríanlos precipitadosnegroscaracterísticos.

En todos los inóculosrealizadoscon lasmuestrasde lodo tomadasen diferentespuntosdel

fondo de la presa,sedetectóla presenciade bacteriasreductorasde sulfato,dadoque sólo

se apreciócrecimientoen aquelloscultivos que no teníanmolibdenoen el medio (Figura

36). En los cultivos que serealizaroninoculando muestrasde aguadel fondo de la presa

118



Resultadosy Discusión

no se detectó crecimiento, ni tampoco transformaciónquímica en los cultivos con

molibdeno (Figura 36). Por tanto, las bacteriassulfato-reductorasse encontraronen la

presa asociadas al mineral de los lodos del fondo, donde se encontraron las condiciones

anaerobias más estrictas, óptimas para su crecimiento (Kuyacak, 1991).

En aquellos casos en los que el crecimiento fue evidente y en los que se observó

claramentela apariciónde precipitadosnegrosy brillantes, éstosse recogieronen medio

nitrógenoparaevitar su posible descomposicióny fueron analizadosmediantedifracción

de rayos-X.El correspondienteanálisisindicó quelos precipitadosformadoscorrespondían

a un sulfurode hierro identificadocomo FeS2(Figura37).

La naturalezade las bacteriasreductorasde sulfatos(BRS) se comprobóa travésde dos

pruebas:por su crecimientoen aerobiosisy por su crecimientoen medio sin sulfatos

.

Ambosensayosdeberíandarresultadonegativosi efectivamentesetratabade BRS.

Todos los cultivos de BRS en los que el crecimientohabíasido positivo, así como los

pasessucesivosde estoscultivos, se inocularonen medio agarnutritivo. En el crecimiento

en medio sólido de las muestrascorrespondientesa los primeros pases,se observóla

apariciónde coloniasde bacteriasheterótrofas,las cualesfuerondesapareciendocuandose

inocularoncultivos de BRS másrecientes.Las bacteriasheterótrofasqueaparecíanestaban

asociadasa las muestrasde pulpadel fondo de la presaa partir de las cualesserealizaron

los inoculos. En pasessucesivos,las BRS se fueron seleccionandoy terminaronpor

dominarlos cultivos.

El crecimientoen mediosin sulfatossiempredió resultadonegativo.

Las BRSencontradasfueronbacilosno formadoresde esporas(Figura34).
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Figura35: Micrografias(TEM) correspondientesa los distintosaislados:a) D.2. (Fe); b),

c), d) y e) 5.2. (TTT).
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Figura37: Difractogramacorrespondienteal

precipitadode las BRS

3.1.4.c.-Cuantificación de microorganismos

Los resultadosdel recuentode bacteriaslitoautótrofasy de bacteriasanaerobiasreductoras

de sulfatosde acuerdoal criterio del NMP (NúmeroMás Probable)y del recuentoen placa

paralas bacteriasheterótrofasfueron los indicadosen la TablaXXV.

TablaXXV: Recuentode bacteriasIitoautótrofas,heterótrofasy BRS.

Muestra Fe-oxidantes S-oxidantes Heterotrofos Anaerobios

S.6. 1, 1x102 0,2x10 i03 n.d.
5.2. 2SxiO 0,2x10 n.d. . n.d.

REPO6 - : 2,OxlO nd. n.d.

fl2. - . - n.d. n.d.
CV-2 i IxiO 0,SxiO 23 n.d.

C 25x10 60 2

P.E. 2x104 n.d.
PR4 O 2x10 l,YxlO 0,2x105 n.d.

Todos los datosestanexpresadosencélIml salvo los correspondientesa D.2., C y P E quevienendadosen
cél/g; -: crecimientonegativo n.d.: no detenninado;FE)’: muestrade pulpa en la interfasesólido-liquidoen
la presa
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Desde un punto de vista cuantitativo se confirmaron los resultadosobtenidos en la

caracterizacióncualitativade lamicrobiologíadel sistema(apdo.3.1.5.).

La presenciade microorganismosfue muy importante,así como la variedadde especies

encontradas,las cuales se seleccionaronnaturalmenteen función de las condiciones

químicas de cada zona (Figura 38 y Tabla XXVI). Hongos, levadurasy bacterias

heterótrofasseencontraronasociadasal mineral desdela salida de planta(muestraP.E.).

Tambiénaparecieronhongosy bacteriasheterótrofasen las muestrasde lodo del fondode

la presa,donde se detectóademásla presenciade bacteriasheterótrofasneutrófilas que

crecieronen medio agarnutritivo. La presenciade bacteriaslitoautótrofasquedóreservada

parala superficiede la presa,que fue el lugar en el que las condicionesquímicasfueron

más extremasy en el que la oxigenaciónfue másimportante.Las especiesidentificadas

(Thiobacillusferrooxidans, Thiobacillus thiooxidans, Leptospirillum) son habitualesen

ambientesminerosy aparecenasociadasa estérilesde mina, aguasde drenaje,etc. Incluso

es frecuenteque en ocasionesse utilice la bacteriaThiobacillusferrooxidans como un

indicadordel estadode biodegradaciónen que seencuentraun determinadoresiduominero

(Babij, 1980)de tal maneraque un númeroimportantede bacteriasde estaespecieestaría

indicandoun estadode deterioro(oxidación,acidez,etc) importante.

La escasapoblación de bacteriaslitoautótrofasazufrey hierro-oxidantesencontradaen el

fondo de la presa indicó que la oxidación microbiológica en este punto tuvo poca

importancia. Este aspectoquedó reflejado en el estado de escasabiodegradabilidad

observadoen las muestras.Por el contrario, si se hubiera encontradouna presencia

importantede estosmicroorganismosen la zonamásprofunda,estaríaindicando,con gran

probabilidad,lamayoraireaciónde estascapas,junto con la posibilidadde que estuvieran

ejerciendosu propia acción sobre el mineral, bien mediantela oxidación directa, bien

catalizandolaoxidacióndel ión ferroso.

Todos estosdatosmicrobiológicosconfinnaronlos resultadosde los análisis químicosy

mineralógicos.Así, los valoresde pH neutro,el potencialreductory la bajaconcentración

de metalesen soluciónmedidosen el fondode la presa,secorrespondieroncon la actividad

desarrolladapor las bacteriasanaerobiasreductorasde sulfato que se encontraron,y en

concentraciónimportante,asociadasa los lodosdel fondo de la presa.

Los valores de pH ácido, potencial oxidante y la presenciade metalesy sulfatos en

solución,medidosen las aguassuperficialesde la presa,estuvieronrelacionadoscon la
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TablaXXVI: Presenciade microrganismosen los puntosmásrepresentativos

Muestra Localización Autótrofo Heterótrofo Anaerobio

S-oxte Fe-oxte Levad. y Bacterias
hongos

+ + - n.d.PB. Pulpasalida
planta

Rebosede
aguaen presa

Rebose
espesadoren

planta
Agua

superficialen
presa

Aguaen
presaa lm

de la
superficie

Canalillo de
aguaque

circula sobre
la lenguade

pulpa
sedimentada

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

en la planta
lodoen el

C fondodela + + +

______________¡ presa
±:crecimientopositivo; -: crecimientonegativo;n.d.: no determinado

+ n.d.

+

+

+

+

+

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

+

3.2,-ESTUDIO DE LOS FACTORES IMPLICADOs EN LA TRANSFORMACIÓN

DEL RESIDUO

En el apartado 3.1. se ha explorado el estado del sistema, se ha cuantificado la

transformacióny sehanclarificadodosde los aspectosplanteadosenel esquemainicial del

problema (Figura 18): que la transformación(D) del residuo (A) en (B) fue una

acidificaciónque tuvo lugar fundamentalmenteen la presay que, comoconsecuenciade

dichatransformación,seprodujo una disminuciónimportanteen el valor del pH (desde8 a

3,5) y un incrementoconsiderablede la concentraciónde metalesy sulfatosen disolución.

Porsu parte,el ion sulfito en soluciónprácticamentedesapareciócomoconsecuenciadel

procesodemeteorización.

Además de la cuantificaciónde la transformación,se ha estudiadoel estadoquímico,

mineralógicoy microbiológicode cadauno de los “ambientes”que seestablecieronen el
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sistema(Figura 4), de tal modo que se ha detectadola presenciao no de determinados

factorespotencialesgeneradoresde acidez.

Porello, en el presenteapartado,seestudiaráncadauno de estosfactoresy sucontribución

a la meteorizaciónde residuo.Porejemplo,en el estudiomicrobiológico,sehadetectadola

presenciade bacteriaslitoautótrofasen las aguasde la presa.En estecapítulo,seanalizará

la influenciade laoxidaciónmicrobiológicaen la transformacióndel residuo.

Otro factorqueseestudiaráserála influenciade la oxidacióndel ion sulfito ya que setrata

de un elementoquedesapareciódurantela transformacióny que,por tanto, “se meteoriza”.

Sucinéticade oxidación, la incidenciade la misma en la generaciónde aguasácidasy el

papel reguladordel Eh son aspectosque se tratarán en el apartado3.2.1.. Además,se

investigará la influencia bacteriana en dicha oxidación.

Las contribucionesmicrobiológicay químicaa la meteorizacióndel residuo, teniendoen

cuentalas característicasparticularesde cada“ambiente”del sistema,seestudiarána través

de los ensayosde meterorización(apdo. 3.2.2.) que se diseñaronespecíficamentepara

evaluarestosfactores.

Finalmente, el resultado conjunto de la transformación química y la sucesión

microbiológicasesimuló atravésde un modeloencolumnaquese discutiráen el apartado

3.2.3..

3.2.1.-Cinéticadeoxidacióndel ion sulfito

3.2.l.a.-Ensayosdeoxidaciónquímica

Estos ensayosse realizaron empleandodisolucionespatrón de sulfito sódico en agua

destilada,de acuerdoa lametodologíadescritaen el apartado2.4.. Laconcentraciónde ion

sulfito en solución pudo ser determinadacon precisión gracias a la valoración

potenciométricaautomática.El potencialcorrespondienteal punto de equivalenciaen la

valoraciónestuvo en tomo a 250 mV. La curva potenciométricacorrespondientea la

oxidaciónde unadisoluciónde 5 g/l de sulfito sódicosereflejaen laFigura39.
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Eh (mV)

00 60 120 180 240 300 360 420 540

Figura39: Determinacióndelpuntofinal en la valoraciónde sulfitos

Secomprobóque las disolucionesde sulfito sódicoeranclaramentealcalinas,con valores

de pH comprendidosentre8 y 9. Estaobservaciónexperimentalestuvode acuerdocon la

ecuación[8]. Paralos ensayoscinéticosde oxidación químicadel ion sulfito se eligieron

las concentracionesde 0,5, 5 y 10 g/l. Se prefirió usarconcentracionesparalas cualesel

métodoanalíticoempleadotuvierala máximasensibilidad,porello, seprobaronlas de 5 y

10 g/l, respectivamente.El límite inferior estuvo en la concentraciónde 0,5 gIl que

permitió aproximar los ensayosal rangode concentraciónen el que seencontrabael ion

sulfito en la presade estériles(0,1 gIl). La disminuciónde la concentraciónde ion sulfito

en la oxidaciónde las disolucionespatróncon 0,5, 5 y 10 g/l de sulfito sódicoen agua,a

temperaturaambientey expuestasa la atmósfera,sereflejaen laFigura40.
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Figura40: Cinéticade oxidaciónde disoluciones

patróncon 0,5, 5 y 10 gIl de sulfito sódico
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La correspondientevariación de pH asociadaa estacinéticade oxidación serefleja en la

Fig. 41.

10— u 0,5 gil
4

9 e 5g(I
a lOgII

e
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u • e
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6.
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iba i6o 260
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Figura 41: Variación del pH en la oxidación

de disolucionescon 0,5, 5 y 10 g/l de sulfito

Como consecuenciadel procesode oxidación,el pH de las disolucionesde sulfito sódico

disminuyó hasta valores comprendidos entre 3,5 y 4 debido al consumo de 0Wdurante la

reacción (ecuación [10]). Esta disminución de pH fue ademásindependientede la

concentracióninicial de ion sulfito (Figura40), lo cual sepuedeexplicaren basea queen

la reacciónglobal de oxidaciónel balanceneto de protoneses nulo. Esteefectosepuede

comprobarenel equilibrio, peroen las 200 horasqueduró el experimentono hubotiempo

paraque el oxigenoconsumieraen sureducciónlos protonesliberadosen la oxidacióndel

ión sulfito. Porotro lado,existenotros equilibrios,comoporejemploel de protonacióndel

ion sulfito, con sucorrespondientecinética,quetambiénalteranel balanceprotónicode la

reacciónglobal.

-Orden de reacción

Como se indicó en la introducción,la cinéticade oxidación del ion sulfito transcurrea

través de un mecanismo a base de radicales en el que participan multitud de compuestos

intermedios.Deducirla ecuacióncinéticay el ordende reaccióna partirdel mecanismode
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reacción es, por tanto, bastante complicado y da lugar a ecuaciones cinéticas de dificil

interpretación. Muchos autores utilizan el orden empírico de reacción (Fuller y Crist, 1941;

Selíroeter, 1966; Hegg y Hobbs, 1978), el cual calculan deduciéndolo a partir de los

resultados experimentales correspondientes a la oxidación.

Uno de los estudios más rigurosos acerca de la oxidación del ion sulfito fue el realizado por

Fuller y Crist (Fuller y Crist, 1941). En él utilizaban disoluciones de sulfito sódico

recrístalizado y una doble metodología para seguir la oxidación: la medida del oxigeno

consumido y la valoración del ion sulfito con yodo. A partir de los resultados obtenidos,

concluyeron que la cinéticadeoxidacióndel ion sulfito es de primer ordenrespectoa la

concentración de ion sulfito. Estudios posteriores de diversos autores han avalado esta

misma conclusión (Hegg y Hobbs, 1978; Pasiuk, 1988; Wisniewski, 1990), confirmando

que la desaparición del ion sulfito con el tiempo se ajusta a una cinética de primer orden,

de acuerdo con las siguientes expresiones:

‘ÑU
di =K.[SO»] [42]

—d so 2-

— JK~.dí r~~]

LnLJ—ii9-=K t [44

[So32~4 1.

Ln[SO32jt = Ln[SO32jo—Kí.t [45]

A partir de los datos experimentalesobtenidosen el presentetrabajo, se calculó el

correspondienteordende reaccióny secomprobóel ajusteconla ecuacióncorrespondiente

a la cinéticade primer orden. Concretamente,parauna disolución de sulfito sódico de

concentración10 g/l, seobtuvo la rectaque serepresentaen la Figura42.
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Figura 42: Orden de reacción en la cinética

de oxidación del ion sulfito

Comoquedareflejadoen la Figura42 el ajustede los datosexperimentalesa unaecuación

de primer grado fue excelente, obteniéndose un valor de 0,993 para el coeficiente de

correlación(R). Porsuparte,el valor queseobtuvoparalaconstanteK1 fue de 2,01 <

-Influenciadel pH

Como se ha descritoanteriormente,la pulpaalcalinaque salíade la plantade flotación

acabaen la presacon valoresdepH muy bajos. Se desconocíala influenciaque pudiera

tenerlapresenciadel ion sulfito enestadisminucióndelpH. Porello, serealizaronensayos

cinéticosde oxidaciónde éstea distintosvalores inicialesde pH, con el fin de averiguar

cómo transcurredichaoxidacion.

Seeligieronlos siguientesvaloresde pH: el valorcorrespondientea la disolucióndesulfito

en agua,queoscilaentre8,5 y 9,0; dos valoresintermedios,3 y 4; y un valor extremode

pH ácido(1,2).Las disolucionesseprepararonpesandoel sulfito sódicoy disolviéndoloen

aguadestilada.Finalmente,el pHseajustabacon H2S040,1 M.

rnEnw (trx~)
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Los experimentos se realizaron para las concentraciones de 5 y 10 g/l a cadavalor de pH.

Los resultadosaparecenen las Figuras 46 y 47.

2-so3
6—

(gil).

5—

4

3

2

0

-20

A

e

u
a

• pH9,4
e pH4,O
a pH3,O

y pHl,2

e
A

u

y e
Au e

a

ey

u
A

y 9 u

¡ ¡ 1 ¡ ¡ ¡ ¡ ‘

0 20 40 60 60 100 120 140 160

Tiempo (horas)

Figura46: Influenciadel pH inicial de ladisolución

sobre la oxidación del sulfito sódico (5 g/l)
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Figura47: InfluenciadelpH inicial de la disolución

sobre la oxidación del sulfito sódico (10 g/l)
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La cinéticade oxidación fue másrápidaa valoresde pH extremos,mientrasque a valores

de pH intermediosla oxidación transcurriómás lentamente.La oxidaciónquímicadel ion

sulfito vino determinada,portanto, por la concentracióninicial de protones,debidoa que

el pH determinala concentraciónde especies(sulfito/bisulfito, etc) en el equilibrio. Este

mecanismode influenciadel pHseexplicaa continuación.

A travésde las constantesde equilibrio y de las ecuacionesadecuadas,sepuedeconstruir

un diagramade distribución de especiespara una concentraciónde 5(1V) y una fuerza

iónica determinadas(Figura 2). A valoresde pH comprendidosen el intervalo de 3 a 6,

predominala especieHSO§, que es la especie“menos reactiva” ya que la oxidación

transcurre preferencialmentea expensasde la especie 503< El mecanismose puede

describir del siguiente modo (Schroeter, 1966):

HS03~+ ½02—-> HS04 [46]

H504 + S032 —> HS% + SOt [47]

S032 + ~ 02 ~ 504 [48]

El HS0~¿esunaespecie altamenteionizablee intercambiarápidamentesu protón con el

ion sulfito paraformar la especiemenosíonizablehidrogenosulfitoy el sulfato. Schroeter

proponela siguienteecuaciónparala oxidacióndel sulfito y sudependenciacon el pH:

—d[S1] _ g.jjHSO;] [1
di

[sjj= C8~,1 + [so]

dondeg esla constantecatalíticareferidaa lacantidadde oxígenodisuelto.Suvalor es2,0

x 10-6 (mol/l )112 /s.

El pH determinala especieque predominasobrelas demás,de tal modo que a pH 4 esel

HSO1{ la especie que predomina y, por tanto, a este pH, la disminución de especies con la
2

oxidación essensiblementemenor que a pH 8, dondepredominala especieSO3 - que es

rápidamenteoxidada.
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La concentración de 5032 paracadavalor de pH puedecalcularsea partirdel valor de la

constantedeequilibrio

HSO; <-> 5Q32 + [sí]

[so32
2J[H+] = 6,24x108 [52]

[riso;]

ApH4:

fro;] 6,24.xlW8
_______ — = 6,24x1rn4 [53]
[Hso;] ío~

ApHS:

~jso
32] = 6,24x10

8 =624 1154]
¡jHs’o

4-] 108

La reacciónde oxidaciónde todas las especiesen equilibrio con el ion sulfito (sulfitos,

bisulfitos, etc) esdependiente,en último término, de la concentraciónde 5032¾lo cual

explicaporqué la cinéticafue másrápidaen aquelintervalodepH en el quepredominaba

estaespecie.

A valoresde pH muy bajos(inferioresa 2,5) la oxidacióntuvo de nuevounacinéticamuy

rápida.La explicacióna esteresultadovienede nuevode la manode la concentraciónde

las distintasespeciesen el equilibrio: avaloresdepH bajos,el equilibrio sedesplazahacia

la formaciónde SO2. Es decir, en estecaso, la desapariciónde S032 no fue consecuencia

de la apariciónde especiesmásoxidadas(sulfatoso tiosulfatos)sino del desprendimiento

de SO2, lo cual se observóexperimentalmentepor el fuerte olor que despidieronlas

soluciones.Esteresultadoseexplicaatravésde las siguientesreacciones:

S032 + —* HSOf [55]

HS% + H~ —> S02.nH2O [56]
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Los datosobtenidosa partir de los resultadosde oxidación del ion sulfito vinieron a

demostrarla importanteinfluenciaque tuvo la presenciade dicho ion en las condiciones

químicasencontradasen la presa,comprobándoseque la disminucióndel pH de la pulpa

fue cuantitativamente similar al descenso de pH que acompañó a la oxidación química del

ion sulfito en los experimentosrealizados.

Por otro lado, también los datoscinéticosaportadosacercade la influenciadel pH en la

oxidaciónsevieron reflejadosen el sistemaobjeto de nuestroestudio:a pH 8, que fue el

valor de pH al que salíala pulpade la plantade flotación, con unaconcentraciónde entre

88 y 100ppm, ladisminuciónen laconcentraciónde ion sulfito fue rápida,detectándoseen

la presaentre3 y 10 ppm.Peroen ésta,dondeel aguaseencontrabaapH 3, estas3-10ppm

tardanronmuchoendesaparecery senecesitóun tratamientoquímicoadicionalparapoder

oxidarías.

3.2.1.b.-Ensayosde oxidación bacteriana

Una vez estudiada la cinética química de oxidación del ion sulfito, se planteó la posibilidad

de comprobar si en su transformaciónpudiera existir participación microbiológica,

protagonizadapor las bacteriaslitoautótrofasque, como ha quedadodemostradoen los

apartados2.3.2y 2.3.3.,estuvieronsiemprepresentesen el sistema.

El fundamentode estahipótesisparte de los resultadosaportadospor recientesestudios

relativos al metabolismo de bacterias litoautótrofas en los que, empleandomodernas

técnicasparael seguimientode compuestosintermediosdel azufre,sepusode manifiesto

que especiescomo Thiobacillusferrooxidans(Lorbach S. y col., 1993) y Thiobacillus

íhiooxidans(Suzuki1. y col., 1993) fueroncapacesdeutilizar sulfito comoúnicafuentede

energíaparasu metabolismo.El papelquejuegael ión sulfito en el metabolismode estos

microorganismospareceestar relacionadocon la participación,como intermedio en la

oxidaciónasulfatos,de especiesreducidasdel azufre(azufreelemental,sulfuros)(Kodama

y col., 1968; Suzuki y col., 1993):

H2S —> 5 —> H2S03—> H2S04 [57]

Se hanpurificadodistintasenzimasrelacionadascon estemetabolismoy sehacomprobado

que, a determinadasconcentraciones,el ion sulfito puedeser incluso un inhibidor de la

oxidación si se acumula en exceso (Bergey s Manual of DeterminativeBacteriology,

1994).
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En el apartado3.2.1.a.,secomprobóque la oxidaciónquímicadel ion sulfito transcurrióa

través deunacinéticamuy rápida,de modoque, de partida, parecíapoco probableque las

bacteriaspudieransuperaral oxigeno en su competenciapor el ion sulfito. Aún así, se

prepararonexperimentosde oxidaciónde ion sulfito conaguade minay con aguade mina

estéril paraevaluarla posibleinfluenciabacterianaen su oxidación,ya quela presenciade

bacteriasen el aguade mina había quedadoconfirmadaa partir de la caracterización

microbiológicade las muestrastomadas.

Se trataron de reproducir lo más fielmente posible las condicionesdel sistemareal; por

ello, la concentraciónde ion sulfito elegidaen un principio fue de 0,1 gIl, al tratarsede la

concentración que se encuentra a la salida de la planta. Debido a la inestabilidad de las

disolucionesde sulfito sódicocuandoseencuentraencondicionesoxidantes(disoluciones

expuestas a la atmósfera, como es el caso del experimento), fue muy dificil seguir con

exactitud la evolución de la concentraciónde disoluciones tan diluidas; por ello, los

ensayosserealizaronfinalmentea unaconcentraciónde 0,5 gIl.

Los resultadosde los ensayosde oxidacióndel ion sulfito en aguade mina sereflejanen la

Figura48.
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Figura48: Oxidacióndel ion sulfito en aguade mina
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Como refleja la Figura 48, no se observóningunadiferenciaentrelos resultadosde los

experimentosrealizadoscon agua de mina y con agua de mina estéril. Dado que la

concentraciónde bacteriasen las aguas naturales no es muy abundante,se decidió

concentrarel número de célulaspresentesen los cultivos para poder verificar con más

eficacia la posible influencia bacteriana en la cinética de oxidación del ion sulfito. Por esto,

los experimentosserepitieronutilizandocultivos en los que seinoculó con bacteriasazufre

y hierro-oxidantesaisladasdel propio sistema.Los cultivos de bacteriasutilizadosfueron

los siguientes:

D.2. (Fe): bacterias oxidantesde hierro

S.2. (Fe, 5): bacterias oxidantesde Fe y 5

H.M.: cultivo mixto

Los experimentosserealizaronen medio 9K. Se eligierondosvalores inicialesde pH: 3,

porqueesel valoróptimo parael crecimientode las bacteriasy ademásesel que presenta

lapresa;y 8 porserel de lapulpaala salidade la planta.Laconcentraciónde ion sulfito se

fijó en 0,15-0,2gIl. Los cultivos se mantuvierona 350C con agitaciónorbital conel fin de

favorecer el crecimiento de las bacterias.

Las condicioneselegidasparaestosexperimentosplantearonproblemasimportantes.Por

un lado, las condicionesóptimaspara el crecimiento de las bacteriasno fueron las más

favorablesparapodercontrolar la oxidacióndel SO). Si las disolucionesseajustana pH

3, ha de tenerseen cuentaque partedel sulfito setransformaráenbisulfito con lo que la

concentraciónde sustratodisponibleparalas bacteriasserámuchomenor.Porotro lado, si

el medio de reaciónse ajusta a pH 8, para que el sulfito sea la especiepredominante,

muchasde las salesdel medio de crecimientode las bacteriasprecipitana valoresde pH

tan elevados.Además,las bacteriaslitoautótrofasempleadasen estosensayos,que fueron

elegidaspor ser las directamenteimplicadasen procesosde oxidación de compuestos

inorgánicos,poseenun pH óptimo de crecimientomuchomasbajo,en tomoa 3.

Pero el problema más importante que se planteó durante el desarrollo de estos

experimentosfue que laoxidacióndel ion sulfito tuvo unacinéticamuyrápida, con lo que

no se pudo detectarproliferación celular que pudieraasociarsea dicha oxidación. No

pareceprobable,por tanto, que las bacteriasparticipenen la oxidacióndel ion sulfito en la

presa. Su contribución a la disminución del pH estarámás bien relacionadacon la

oxidaciónde la pirita y otros ionescomoel Fe2~presentesen las aguas,comosediscutirá

más adelante.
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3.2.1.c.-Ensayosde oxidación en aguade mina

Los ensayos de oxidación de ion sulfito en agua de mina se realizaron para aproximar los

experimentos a condiciones más reales. Para realizar estos ensayos se utilizó agua de mina

procedente de la superficie de la presa de estériles (cv-2). Se eligió este punto de muestreo

por tratarsedel lugar dondeel ion sulfito tuvo un tiempo de residenciamayor, dondese

aprecia la disminución de pH más acusada (ver apdo. 3.1.2.) y donde se encuentran metales

en disolucióncuya influenciaen la oxidación del ion sulfito tambiéninteresabaevaluar.

Pararealizarestosensayos,seprepararontres disolucionesde sulfito sódico: unaen agua

destiladaque serviríacomo blanco;otraen aguade minaque teníaun pH de 2,4 y otra en

aguade mina estéril que tuvo el mismo pH. La justificación de los ensayoscon aguade

mina estéril estuvo,como seha indicadoen el apartado3.2.1.b., en considerarla posible

influenciaquepudieratenerla acciónbacterianaen laoxidacióndel ion sulfito.

Inicialmente,seeligió la concentracionde 0,5 g/í de ión sulfito parala realizaciónde los

experimentos.Se observóque al añadirdicho ión al agua de mina, la disolución se

coloreabalevementey el pH subíainstantáneamente.En el caso de la disolución en agua

de mina, el pH subió desde2,4 a2,7, y en el casode ladisoluciónpreparadaconaguade

mina estéril, el pH subió desde2,4 a 2,9. Los valoresde pH de 2,7 y de 2,9 fueron los

valores de pH iniciales, respectivamente.Por su parte, la disolución de S03
2 en agua

destiladadejó un pH de 9, que fué el valor de pH con el que seinició el experimentoen

este caso.

Los resultadosdeestosexperimentossereflejanen las Figuras49 y 50.

Comopuedeapreciarseen dichasfiguras, la cinéticade oxidación fue muy rápida:en 48

horasprácticamentesehabíaconsumidotodo el ion sulfito. Por otro lado, no seobservó

ningunadiferenciaentrelos ensayosrealizadoscon aguade minay los realizadoscon agua

de mina estéril. La oxidación del ion sulfito fue tan rápidaque no se pudo estudiarla

posibleinfluenciade laoxidaciónbacteriana.
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La cinéticade oxidaciónparalas disolucionespreparadasen aguademina fue ligeramente

más rápida que en el caso de la disolución en agua destilada, pese a que el pH de partida en

estecasoerasuperior,lo que hubierasignificadounacinéticamásrápidadeacuerdocon lo

discutido en el apartado3.2.1 a.. La justificación de esteresultadoestuvoen el hechode

que en el agua de mina existían metales en disolución (ver composición de la muestra de

aguasuperficialCV-2 tomadaen la presade estérilesy utilizadaen esteexperimento,apdo.

2.2.2.b.) ejerciendo un efecto catalítico en dicha oxidación. Se ha comprobado

experimentalmenteque metalescomo el hierro, el cobreo el manganeso(Bassety col.,

1951;Heggy Hobbs, 1978;Clarke, 1981; Wisniewski, 1990),aceleranla oxidacióndel ion

sulfito. La importanciade la presenciade los metaleses tal que algunosautoresincluso

proponenqueen la etapainicial de laoxidaciónsenecesitade lapresenciadeun metalque

inicie la reacciónen cadena(SchroeterL., 1966; Pasiuk-BronikowskaW., 1988).

Los mismosensayosdescritosanteriormenteserepitieronparalaconcentraciónde 5 gIl de

ion sulfito. Al añadirésteal aguade mina, sedetectóun incrementode pH desde2,2 a 7,2,

lo que fue acompañadopor la apariciónde una intensacoloraciónamarillenta.Como se

describióen el apartado3.2.1.a., el ion sulfito se hidroliza en aguadesprendiendo0W.

Esta es la razón por la que el pH aumentó al preparar las disoluciones en agua de mina. La

apariciónde la intensacoloraciónamarillentay de los precipitadospardo-rojizosque se

observaronsedebióaque, a valoresde pH próximosa7, precipitaronlos metalesdisueltos

en el aguade mina. Esto secomprobómedianteel análisisdel agua,antesy despuésde la

adicióndel ion sulfito: mientrasqueel aguade mina teníauna concentraciónde 81 ppmde

Fe, 2,9ppm de Cu y 24,3 ppm de Zn, al añadirel ion sulfito los valoresrespectivosfueron

de 6,3 ppm de Fe, 0,2 ppm de Cuy 14,6 ppm de Zn.

Los resultadosobtenidosparala oxidaciónde disolucionesde ion sulfito deconcentración

5 gIl sereflejanenlas Figuras51 y 52. En dichasfigurasseincluyenademáslos resultados

de un experimentorealizadotambiénen aguade mina a la que sele añadieron 2 g de

pirita, conel objetode estudiarsuposibleinfluenciaen la oxidacióndel mineral.

La validez de estosexperimentoshay que valorarlacon relativo cuidado.Las condiciones

iniciales no fueron iguales en los ensayosque pretendíanser comparativosya que la

adición del ion sulfito modificó mucho las disoluciones.Los valores de pH inicial no

fueronsemejantesy éstefue un factorque,comoquedódemostradoen el apartado3.2.1.a.,

influyó decisivamente en la oxidación.
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Sí sepuedenextraer,no obstante,algunasconclusionesinteresantes;porejemplo,que pese

a que cl valor de pH paralas disolucionesen aguade mina fue inferior, sin embargo,las

reacionestranscurrieroncon una cinéticarápida, incluso superiora la de pH alcalino.

Comose ha indicado anteriormante, este efecto cabe interpretarlo en base a que en el agua
-4.

de mina ademásde los iones H existíanotros catalizadoresimportantesde la reacción
2+

como fueron los iones Cu . En presenciade iones cobre, la cinética de oxidación se
incrementó notablemente. Este efecto fue creciente a medida que la reacción transcurrió ya

que conformeel ion sulfito era oxidado a sulfato la solución se volvía menosbásica,

aumentandopor tanto la solubilidad del cobre (Fuller y Crist, 1941) y aumentandopor

tanto su concentraciónen solución. En el caso de la disolución en presenciade pirita, el

efecto fue aún más acusado debido a que a la presencia de los iones cobre se unió la de los

iones hierro, que ejercieron un efecto similar, aunque menos intenso, al de los iones cobre.

3.2.1.d.- “Planta activa” y “presa abandono”

Duranteel periodode realizacióndel presenteestudio, la plantade flotación experimentó

una parada técnica que duró unos seis meses. Este hecho supuso, por un lado, el cese del

apodede pulpa a la presay, por tanto, la falta de aireaciónde la misma durantela caída

desde la planta. Por otro lado, supuso el cese del aporte de ion sulfito a la pulpa, por lo que

el residuo evolucionó durante este periodo en ausencia de uno de los factores que se habían

consideradopotencialmenteimplicados en la oxidación. Durante este tiempo, la presa

experimentótransformacionesimportantesque permitieron estudiar la evolución del

residuo en lo que se han denominado condiciones de “abandono”, para compararlo con las

condicionesen quela plantaestuvoactivay que sehandenominado“presaactiva”.

Transcurridoslos tres primeros meses en condiciones de “abandono”, comenzarona

observarsevisualmentelos primeros cambiosen la presa (Figura 53): el agua, que en

condicionesde “planta activa” era transparente,se volvió rojiza, y en las orillas podían

apreciarseprecipitadospardoamarillentosy blanquecinos.Los resultadoscorrespondientes

al análisisquímicodel aguade lapresasemuestranen laTablaXXVII.

Cuandolaplantaseencontrabaen funcionamientoexistíaun aportecontinuo de ión sulfito

a la pulparesidual.Debido al carácterreductordel ion sulfito (ecuaciones[4] y [5]), la

presase mantuvo en condicionesno oxidativas, lo que hizo que la pirita no llegara a

oxidarse. Esto quedó comprobado(ver apdos. 3.1.1. y 3.1.2.) mediante los análisis

químicos de distintas muestrasde pulpa (en los cualesel porcentajede 5 no aparecía

modificado), en los difractogramas correspondientes (en los que no aparecía ningún
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compuestoprocedentede la meteorizaciónde sulfuros)y en los valoresde concentración

de metalesy sulfatospresentesen el aguasuperficial,que si bien fueron máselevadosque

en el punto de vertido(P.E., ver Figura3), no llegarona sertan altos como cabría esperarse

paraun aguade minatotalmenteoxidada.

Tabla XXVII: Análisisdel aguade la presaen condicionesde “plantaactiva” y de

“presaabandono”

El puntode muestreoque se tomócomo referenciafue el correspondientea CV-2 (ver Figura 3)

En base a este planteamiento cabría preguntarse:

¿Quefactoro elementosufrealteración desdeel vertidohastael puntode rebose?

Al discutir los datoscorrespondientesa los análisisde la muestrasde la pulpaa la salida

de la planta y del agua del reboseen la presa(Tabla XIX), uno de los aspectosque

destacaronfue que el ion sulfito prácticamentedesaparecía(en el casode“presaabandono”

no existió aporte del mismo). Como se ha visto en el apartado2.4.1., el ion sulfito al

oxidarseconsume0W. Si secomparan,aunqueseade un modo aproximado,la evolución

del pl-! deunadisoluciónde ion sulfito de concentración5 gIl siguiendo los datoscinéticos

obtenidosen el laboratorio,y la evolucióndelpH que existió a lo largo del recorrido de la

pulpadesdela salidade la plantahastael rebose,seencuentraqueel pH que sealcanzóal

final de la oxidaciónfue similar en amboscasos(TablaXXVIII).

Tabla XXVIII: Comparaciónde la evolución del pH en el sistemay en la oxidación

químicade unadisoluciónpatrónde ion sulfito

Entreparéntesisfiguran lospuntossucesivosde muestreo(ver Figura 3)

Planta activa Presaabandono
SO3t (ppm) 3 No hayaporte

Fe(ppm) 50 305
Cu (ppm) 0,3 21,8
Zn(ppm) 30 i05

pH 3,5 2,47
SO4

2 (ppm) 1333 3i23

~!‘ de una solución de 5g11 de sulfito sádico pH en el muestreo de la presa
9,49 - 11,1 (Pl)

ió,6 (P.2.)
9,08
8,55 ¿~,5 (P4)

4,6 (S.2.)

7,74 3,6(S.2.)
7,4
6,75 3,4(S.5.)

__________________________________________ 3,5 (S.6.)3,96 _____________________________________________
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El gradodeacidezalcanzadoen la presaen condicionesde “plantaactiva” fue del ordende

la acidez final de una disolución de ión sulfito a oxidación total. Cuando la presase

abandonóy cesóel aportereductor,la pirita pudooxidarsey sellegó entoncesa valoresde

pH muchomásbajosqueno sealcanzaronpor la oxidaciónquímicadel ion sulfito.

Efectivamente,la muestraF-1 que fue tomadaen un lugar del recorridode la pulpa en el

que el aguase remansaba,presentóunascaracterísticasvisuales(aguaroja y precipitados

pardo-amarillentos)similaresa las de la presaen condicionesde “presaabandono”.Estas

condicionesde remansamientosupusieronque en estos lugaresel aguano se renové,no

hubo aportereductor,y existió ademásun tiempo de reacciónsuficienteparaquepudieran

darsela oxidaciónquímicay microbiológicade la pirita, situaciónsimilar a las condiciones

de “presa abandono”.Los datosde pH que seobtuvieronen amboscasosfueron de 2,42

parael aguaremansaday de 2,43 parala presa“abandono

Si secomparanlos valoresde pH obtenidosen lapresaenambascondiciones,con algunos

valores característicosde drenajes ácidos (DAM) en distintas minas del mundo

(Kuyarak,1990), se encuentraque los valorescorrespondientesa la situación de “presa

abandono”son comparablescon los de típicas aguasácidasde drenajede mina (Tabla

XXIX).

TablaXXIX: Análisis del aguaen condicionesde “planta activa” y de “presaabandono”.

Además,dosejemplostipicos deaguasácidas(DAM)

Planta activa Presaabandono AMD

PH ~- 3,5

Fe(ppm) 50Cu(ppni) O

Zn (ppm) 0,3
SÓ~(jpm)~ 1 1333

Sepuedeconcluir,por tanto,queen condicionesde “plantaactiva” fue el ion sulfito el que

condicionó el estadoquímico de la presaimponiendo unascondicionesreductorasque

impidieron que la pirita llegara a oxidarse. Tanto el pH en la presa (3,5) como la

concentraciónde metalesy sulfatos, estuvierondeterminadospor la oxidación del ion

sulfito. En condicionesde “abandono”,sedesencadenaronlos procesosmicrobiológicos

que consiguieron disminuir el PH hasta valores en tomo a 2,5, condiciones que sólo se

alcanzaroncuandoexistió participaciónbacterianaen la oxidaciónde sulfuros.

2,5 2,5 2,9
305 204 431
-105 74 55,5

3123 2035 3060
21,8 i 1,4 2
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3.2.2.-Ensayosdemeteorización

3.2.2.a.-EnsayoABA

El ensayoABA elegidoes unamodificacióndel ensayoABA estandarizado(Sobeky col,

1978). La novedadquepresentaseconcretaen la fasede digestiónde la muestraen la que

seprefierenutilizar condicionesmás suaves(agitaciónorbital a temperaturacontroladaen

lugar de llevar la muestraa ebullición) con el fin de evitar sobreestimarel potencial

neutralizante.Del mismo modo, los limites inferior y superiorde pH exigidos(1,0-1,6)

tras la digestión, aseguranque la muestrano ha “sobrerreaccionado”pero sí que se le ha

dadoel tiempoy las condicionessuficientesparaquela reacciónprogreseadecuadamente.

El ensayo ABA se realizó sobre dos muestrassimilares aunque diferentes. Ambas

correpondierona la pulpa procedentedel punto de muestreoPE. (ver Figura 3), pero

fueron tomadasen distintos momentosdel proceso, por lo que sus característicasno

pudieronconsiderarseidénticasy fue necesariocaracterizarlasseparadamente.Se utilizará

la terminología“pulpaPl” paradesignaral mineral que se empleóen las columnasM, H-

S/S,L/Li y h33/h66.Se llamará“pulpaP2” al mineral empleadoen las columnasM2 y H-

SIR. Los resultadoscorespondientessediscutiránen párrafosposteriores.

Previamentea la realizacióndel ensayo,la pulpase secóal airey setrituró hastaun tamaño

homogéneo,tal y como recomiendala norma.

El volumen de NaOH consumidopor cadauna de las muestras,en ensayosque se

realizaronpor duplicado,así como los valores inicial y final de pH medidosdurantela

valoración,semuestranen laTabla XXX.

TablaXXX: Volumen(mi) deNaOl-l consumidodurantela realizacióndel testABA

Muestra pH inicial pH final VNaOH,2N (mi)
Pl1 0,59 8,32 20,7
Pl2

P21

0,59 8,37 20,6

0,65
Vmedio 20,65

8,56 19,7
P2 0,60 8,33 20

V~,~4jj0=~ 19,85

A partir de estosvaloresy mediantecálculossencillos,sepudoconocerel volumende HCl

0,5 N quereaccionócon labasecontenidaen los 2 g de cadamuestra:
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___________ VNadH~l~9S [581VÑUOIP N A/nOII — 80m1— Li80m1— 0,5172

Parael casode la muestrade pulpaPl estevalor dié un resultadode 0,94 mi, mientrasque

paralamuestrade pulpaPl resultéserde 4,00 ml. La cantidaddebasequeacompañéa la

muestraP2 fue superior,o lo que es lo mismo sucapacidadneutralizantefue superiora la

dc Pl.

El potencialneutralizantede las muestras(NP) calculadode acuerdocon la fórmula [41]

(apartado2.3.5.)resultéser:

NP (Pl) 12,22

NP (Pl) 51,8

El potencialácido(AP) de las muestrascalculadoapartirdel valor del contenidoen S total

fue similarparaambaspulpas:

AP (Pl) % S x 31,25 37,6 x 31,25 = 1175

AP (Pl) % S x 31,25 38,15x 31,25 = 1192

El potencialnetoneutralizantede las muestras(NNP) fueportanto:

NNP (Pl) = 12,22-1175 = -1163Kg CaCO
3/tmmaterial

NNP (P2)= 51,8 - 1192 = -1140Kg CaCO3/tmmaterial

El NNP resultéserinferior a O en amboscasos,luego la conclusiónde esteprimerensayo

estáticode meteorizaciénfue que las muestrasPl y P2 eran generadoraspotencialesde

acidez.Esteprimerresultadode aproximaciónse confirmé posteriormentemedianteotros

ensayosestáticosy dinámicosque permitierondilucidar bajo qué condicionesconcretas

estasmuestras,que en principio erangeneradorasde acidez,exhibíanestapropiedady con

quécinética.

La interpretaciónde los resultadosde un ensayode estetipo exige, no obstante,cierta

experienciay sermeticulosoen los juicios ya que, en ocasiones,muestrasque dieron un
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resultadopositivo de NNP, no exhibieronestecomportamientoen los ensayoscinéticoso

en los ensayosde campo, lo quc no quiere decir que bajo determinadascircustancias

pudieranmanifestarsecomo generadorasde acidez. Del mismo modo, muestrasque no

exhibieronunatendenciaa la generaciénde acidez,sin embargo,sí resultaronfuertemente

contaminantesen condicionesde campo.

Desdeestepunto de vista, nuncadebeinterpretarseun ensayoADA como una diferencia

aritméticade dosnúmerossino quedebehacerseunainterpretaciónracionaly cautelosade

los resultados.Sehan utilizado varios criteriosparainterpretarlos resultadosde un ensayo

estático. Algunos autores consideranmuestrasgeneradoraspotencialesde acidez a

aquellas con valoresde NVNP en tomo a -5 Kg CaCO3/tde material (criterio aplicadoa

muestrasprocedentesde minasde carbón).En la región de British Columbia, en Canadá,

se aplicabael criterio de NNP O para la mineríametálica.Posteriormente,seconsideró

que valorescomprendidosentre -20 y +20 eran inciertos y no concluyentes(Ferguson,

1991). En 1991, Smith y Bridges (Smith y col., 1991) hicieron una propuestamás

definitiva: las muestrasdebíantenerunarelación3:1 (NP/AP), de modo quemuestrascon

valoresinferioresa estarelacióndeberíansometersea ensayoscinéticos.

3.2.2.b.-Ensayoenmatrazagitado

Como se indicó en el apartado3.5.2., medianteestetipo de experimentaciónse pueden

realizarensayoscinéticosen los que ademásde conocerel potencial neutralizantede la

muestra,se puedeobservarla influenciade un factor en particular. Este es un método

rápido y económicoparapredecirel potencialcontaminante,aunquesus resultadosdeben

ser interpretadosigualmentede modo cuidadoso,especialmentesi tratan de compararse

con medidasdecampo(Silver, 1985).

Previamentea los ensayosde meteorizaciónen matrazagitado,serealizó un ensayorápido

a la muestraPl de lo que se conocecomo “determinacién de la máxima capacidad

lixiviante de unamuestra-maximumleachabilityassay,M.L.A.- de acuerdocon el método

de Kuryk (Doepker, 1991). Dado que las muestrasde pulpa eran semejantesen su

composición,seconsiderósuficientementerepresentativorealizaresteensayorápidosólo a

una de ellas y se eligió paraello la muestraPl. El procedimientoconsistióen pesar 1

gramo de muestraque se mezclécon 2 ml de ácidonítrico concentradoy 2 ml de ácido

clorhídrico en 25 ml deaguadestilada.La mezclasemantuvoen matrazagitado,a 35
0C,

durante4 y 12 horas (el ensayose hizo por duplicado), transcurridoslos cuales, las

respectivasmuestrassefiltraron y se enrasaronen un matrazde 100 ml. Posteriormente,se
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procedióal análisisde Fe y Cu medianteabsorciónatómicay al análisisturbidimétrico de

los sulfatos. En la Tabla XXXI semuestranlos resultadosobtenidos,los cualesdanuna

ideade los nivelesde concentraciónobtenidostrasla lixiviación químicade lamuestra.

TablaXXXI: Ensayorápidoparaladeterminaciónde la máximacapacidadliviviante de

una muestra

Muestra Fe,(ppm) Cu~ (ppm) ¡ S04
1 (ppm)

M.LA. 4horas 5.300 18,6 1978,6
M.L.A. 12horas 5.700 19,5 1978,6

Confirmandolos resultadosobtenidosen el ensayoABA, la muestrapresentóun elevado

contenidoen metalesque sedisolvieron en condicionesquímicasagresivas.Ahora bien,

estascifrashayqueinterpretarlas,comoen otrasocasiones,concuidadopuessólo danidea

del potencialcontaminantede la muestra.La evoluciónreal que hayade tenerun residuo

habrá que estudiarla bajo la acción de determinadoscondicionantesespecíficos, y

precisamentecon esta filosofia se diseñaronlos ensayosen matraz agitado que a

continuaciénsedescriben.

-Influenciade las bacteriasy del ion sulfito en la generacióndeacidez.-Ensayos

creí/minares

Medianteesteexperimentose pretendíaestudiarla influencia que la presenciadel ion

sulfito y las bacteriaspudieranteneren laacidificacióndel residuoenla presa.Paraello, se

comparéel PH final de tres ensayospreparadosa partir demuestrasdepulparesidual(PE.,

ver Figura 3) en los que éstasedejóevolucionaren “condicionesnaturales”(M), bajo la

presenciade 1 gIl de ion sulfito (MS) y bajo la acciónde las bacterias(20ml de inóculo de

un cultivo de Thiohacillusferrooxidans(MB) aisladoa partir de muestrastomadasen la

presa(apdo.3.I.4.b.)).

La adición de ion sulfito (sulfito sódico) a la pulpa supuso que el pH inicial se

incrementara(desde8 a 9) debidoa que, como quedóexpuestoen el apanado3.2.1., las

disolucionesacuosasde sulfito sódicoson básicas.Porotra parte, la adición de 20 ml de

inóculo de Thiobacillusferrooxidanshizo descenderel valor de pH inicial hasta2. Ambas

situacionessupusieronque las condicionesinicialesde esteexperimentono fueranlas más

favorablesdebido a que los tres ensayosno seiniciaron a idénticosvaloresde pH. Estas

deficienciassecorrigieronen experienciasposteriorespero,aúnasí,sepudoobteneralguna

conclusióninteresantede estosprimerosresultados.Si seobservala variacióndel pH en

los trescasos(Figura54), seapreciaquela evolucióndel experimentocon y sin ion sulfito
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fue similar, alcanzándoseun valor en tomo a 3, consistentecon el valor de pH encontrado

en la presa en condicionesde “presa activa” discutido en el apartado3.2.l.d.. Este

resultadosejustifica considerandoque en la muestrade mineraldepartida (M) existíaun

contenido de ion sulfito residual (recuérdeseque la pulpa P.E. salíade la planta de

flotacióncon unaconcentraciónde ion sulfito del ordende las 80-100ppm) que seoxidó

del mismomodo queel ion sulfito incorporadoen la muestraMS.
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Figura54: EvoluciéndelpH en lapulpa

Los datoscorrespondientesa la evolución de la concentraciónde hierro paraestos tres

casossereflejanen laFigura55.

La concentracióninicial de hierro en MB fue superiora la de las muestrasM y MS debido

a que éste se incorporé al ensayo con el inóculo. Durante el tiempo que duré el

expenmentono hubolixiviación importanteen lasmuestrasM y MS, adiferenciade lo que

sucediócon la muestrainoculadaen la que la concentraciónde hierro total en soluciónse

incrementénotablemente,lo que vino a indicar la importanciaque tuvo la presenciade

bacteriaslitoautótrofasen lameteorizacióndel residuo.

Los resultadosobtenidosen estosensayospreliminaressematizarony completaroncon los

ensayossiguientes.
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Figura55: Evoluciónde laconcentraciénde hierroen la pulpa

-Influenciade la catálisisbacterianaen la meteorizacióndela pumaresidual

Teniendo en cuentalos resultadosobtenidosen los ensayospreliminares,se diseñaron

nuevosexperimentosparaestudiarla incidenciaconcretade cadafactor. Paraestudiarla

influenciade la catálisisbacteriana,seprepararontres ensayosen los que seutilizó pulpa

como mineral de partida. En uno de ellos, seutilizó la pulpa(o lodo) exclusivamente(L);

en otro ensayoseadicionaron10 ml de un inóculo de bacteriashierro-oxidantesaisladasen

la presa(LB); y en un tercer ensayose utilizó lodo con 20 ml de timol, con el fin de

estudiarla evoluciónquímicade la pulpa(LT) -el timol inhibe el crecimientobacteriano-.

Periódicamente,setomabanmuestrasy sereponíala evaporación(mediantepesada)con

aguadestilada.La adición del inócuto al cultivo LB se realizó transcurridoel periodo

inicial en que la muestraconsumeácido (neutralizaciónde componentesbásicos)y en el

que, portanto, el pH subebastante.Seprefirió retrasarel momentodel inóculo porquelas

bacteriasutilizadasen esteexperimento(cultivo de Thiobacillusferrooxidans)crecena

valores de pH ácidos con lo que probablementeno llegarían a acomodarsea las

condicionesbásicasiniciales del experimentoy, por tanto, la actividadmostradano sería

representativaen estascondiciones.El inéculo,enestecaso,seadicionéa partir de 10 ml

de un cultivo de Thiobacillusferrooxidans que se centrifugó con el fin de evitar la

incorporacióndehierro procedentedel cultivo al experimento.

150



Resultadosy Discusión

La evolución del pH en los tres ensayosrealizados(Figura56) mostróclaramentecómo la

presenciade bacteriasinfluye en la catálisisdel procesode generaciónde acidez.Mediante

mecanismosquímicos,el pH pudo disminuirhastavaloresen tomo a4 pero fue necesaria

la actividadmicrobiológicaparadisminuir el pH a valorespordebajode 2 (Ritcey y col.,

1982; Silver, 1985). El comportamientode la pulpasola (L) y de la pulpacon bacterias,

aún así, fue bastanteparecido.Esto se debió a que cuandola pulpa se dejó evolucionar

libremente, de un modo espontáneoempezaron a desarrollarse las bacterias que

acompañabanal mineraldepartida(lo queno sucedióen el cultivo LI al quesele adicioné

un bactericida).EsteresultadoconfirmóciertasobservacionesrealizadasporSilver (Silver,

1985)en relacióna la evoluciónde residuosminerosabandonados.La hipótesisde Silver

consistíaen quelos residuoserancapacesde crearsupropiomicroambientelixiviante, esto

es, generarun microentomode condicionesóptimasparala oxidacióndelmineral.

Las diferenciasencontradasen la evoluciónde la pulpaen los tres ensayosse hicieron

mucho más patentescuandose analizó el comportamientodel hierro total en solución

(Figura57). Mientrasque en presenciadel bactericida(timol) prácticamenteno sedisolvió

nada,en presenciade bacteriasla concentraciónse incrementónotablemente,tanto cuando

se trató de poblacionesnaturalesque comenzarona desarrollarse(L), como cuando se

comprobóla actvidadcon bacteriasya adaptadas(LB). El tiempo transcurridohastael

comienzode la disoluciónbiológica del metal (biolixiviación) fue de aproximadamente

diez dias, tiempo necesariopara que se neutralizaranlos componentesbásicosde la

muestrade partida(incrementode PH inicial) y paraque el pH comenzaraadescender.

La presencia de bacterias asociadasal mineral de partida quedó patente en la

caracterizacióndel sistemay en la descripcióndel aislamientode microorganismos.Se

quiso comprobar tanto si estas bacterias se encontrabanadheridasal mineral o se

encontrabanenel aguade la pulpa,como la actividadquemostrabanenamboscasos.Por

eso,estosmismos experimentosse repitieron utilizando mineral seco procedentede la

pulpa. El mineral, una vez seco, se pulverizó finamente antes del comienzo de la

experiencia.Se utilizaron 25 g en 250 ml de aguadestilada.Se prepararoncinco ensayos

distintos: uno exclusivamentecon el mineral(M); otro con el mineraly timol (MT); otro en

medio 9K (verapdo.3.3.1.)a pH 2, con 33,3 g/l de sulfato ferrosoy un inóculo del 10%de

un cultivo de Thiobacillusferrooxidans(MB); otro en medio9K aPH 2 con hierroy timol

(MBT); y finalmente,un ensayoen medio 9K apH 2, sulfato ferrosoy un inóculo del 10%

de un cultivo mixto de bacteriascrecidasen pulpa de estemismo mineral (MCM). Como

en el caso anterior, los inóculos secentrifugaronantes de añadirlosa los cultivos para

evitarincorporarhierro(férrico) a la disolución.
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La evolucióndelpH del mineralcondujoa unaacidificaciónimportanteque llegó a valores

dificilmenteexplicablesdesdeunpuntodevistaexclusivamentequímico(Figuras58 y 59).

Esta evolución de pH fue paralelaa la proliferación celular que se siguió a través del

recuento de bacteriasen cada ensayo.El número de células presentesse incrementé

notablementea medidaque las condicionesquímicassefueron haciendomásácidasy por

tanto más favorablesparael crecimientobacteriano,efectoque ya habíasido observado

también por otros autoresen semejantesexperimentosde meteorización(Ritcey y col,

1982;Silver, 1985).

El descensotan acusadode pH no se observócuandoexistió un bactericidaen el medio

(MT), aunquea medidaque el timol se fue evaporando(no se repusoa lo largo del

experimento),secomenzóa observarla acidificación(Figura 58). El control debactenasa

travésdel microscopioóptico tambiénserealizó en el ensayocontimol, advirtiéndoseque

mientrasen el cultivo M sepudieroncontar del orden de 106 cél/mí, cifra que se fue

incrementandoa medidaquetranscurrióel experimento,no seobservócrecimientocelular

apreciableen mediocon timol.
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Figura58: Variaciónde pH en los ensayosen matrazagitado
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Figura59: Variacióndel pH en ensayosenmatrazagitado

El efectocatalíticode las bacteriasen la oxidacióndel mineralsepudoobservartambién,y

de un modo máspatente,en los experimentosrealizadoscon inóculo, bien de un cultivo

mixto, biende un cultivo de bacteriashierro-oxidantes.La disminucióndel pH fue mucho

más acusadaen los experimentosrealizadoscon bacterias(Figura 60) que en el “estéril”.

La diferenciafundamentalentrela actividadobservadaparael cultivo mixto (MCM) y para

el cultivo de Thiobacillusferrooxidansfue que los valoresde pH que sealcanzaronen el

casode utilizar el primercultivo fueronbastanteinferioresa los quesemidieroncuandoel

Thiobacillusferrooxidansfue la únicaespeciepresente.En uncultivo mixto sedesarrollan

especiescapacesdeoxidarhierroy especiescon capacidadparaoxidarazufre,entrelas que

probablementese encuentreel Thiobacillus thiooxidans. Como quedó indicado en el

apartado3.1 .4.b, estaespecieescapazde hacerdisminuir el pH del medio hastavaloresdel

ordende 0,6 (Bergeyi~ ManualofSystematic Bacteriology, 1989). En en el cultivo MCM

sellegarona medirvaloresde pH de 0,96.

La variaciónde la concentraciónde hierro total observadaen estosexperimentosreflejé la

actividadbacterianatan importanteque se desencadenóen los experimentosinoculados

(MB y MCM, Figura61) y en aquellosen los queéstasucedióde un modo espontáneo(M,

Figura 61). La variación de la concentraciónde Fe total en el ensayocon mineral (M)

reflejé la tendenciade la curvadel crecimientobacteriano.Estatendenciasehizo todavía
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muchomáspatenteparael casodel ensayoinoculadocon Thiobacillusferrooxidans(MB,

Figura 61). En los ensayosrealizadosen presenciade timol (MT y MBT) no seobservó

disolucióndel mineral.

La variaciónen la concentraciónde ion sulfato mostró la mismatendenciaque ladel hierro

(Figuras62 y 63), si bien fue en el cultivo inoculado con T. ferrooxidans en el que se

observómayorconcentraciónde ión sulfato en solución. En los ensayosa los que se les

adicionétimol (MT y MBT) secomprobóde nuevola ausenciadedisolucióndemineral,y

enel ensayoen el queexclusivamentesedejó evolucionaral mineral (M) la concentración

de sulfatosen solucióntambiénaumentócomparativamentebastantecon el ensayoen el

que no existió oxidaciónbiológica (Figura 62),pero siempreennivelesmuy inferioresa

los medidosen el experimentoinoculadocon T. ferrooxidans.

La evolución de la concentraciónde sulfatos también reflejé la cinética de crecimiento

bacteriano:la tendenciade la curvaen el experimentorealizadoa partirdepulpa(M en la

Figura 63) mostró con claridad las tres fasescaracterísticasdel modelo de Monod de

crecimientobacteriano:fasede latencia,crecimientoexponencialy reposo.
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Figura63: Evoluciónde laconcentraciónde ion sulfatoen

ensayosen matrazagitado.Leyenda:mineral(M); mineral+ timol (MT)

Los resultadosapodadospor los ensayosde meteorizaciónrealizadosconmineral,bienen

forma de pulpa, bien a partir de residuo seco, vinieron a confirmar que la evolución

“natural” del residuoA (Figura 18) condujoa unaacidificacióndel mismo,y que en dicho

procesode acidificación las bacteriaslitoautótrofaspresentesen las aguasde drenaje

jugaron un papel muy importanteya que fueron efectivamenteuno de los factores

transformadoresde la pulpa.Estasbacteriasseencuentranasociadasal mineral y también

en lapulpa,puessehavisto en los experimentosdescritosquetantocuandoseutilizaron

muestras de lodo, como cuando se partió de mineral seco, la actividad biológica

desencadenadafue siempremuy importantey comparable.Ahora bien, la cinéticacon la

que estasbacteriasseancapacesde atacarel mineral en el ambientenatural de la presa

dependeráde factorescomo la poblacién de bacteriaspresentesy de otros aún más

importantescomoel estadode actividadde estasbacteriasque a suvez dependeráde que

existanlas condicionesóptimasparasucrecimiento(pH, nutrientes,temperatura,etc).

Otra de las conclusionesque puedeextraersede estosexperimentoses que las bacterias

fueroncapacesde generarsupropio microambiente(pH) óptimo decrecimiento.Así, seha

visto cómo en los ensayosrealizadosa partir de pulpaexclusivamente(L), en los que se

dejóqueéstasiguierasu evoluciónnatural, la cinéticade transformaciónfue máslentaque
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en aquellosen los que se inocularonbacteriasya adaptadasal mineral y en condiciones

óptimasde crecimiento,pero en último término llegarona acomodarsey a crecercon una

velocidad comparable.Las bacteriastuvieron que sucederseunasa otras. competir y

adaptarsehasta conseguir desarrollarseadecuadamente,pero una vez alcanzadaslas

condicionesóptimasde crecimientosudesarrollofue semejante.

Aunque,comoha quedadodemostradoen estosexperimentos,la influenciade la oxidación

microbiológicadel residuoen la presaesun factormuy importante,sin embargo,el estado

final del sistemadependeráde la resultantede todoslos demásfactores,fisicos, químicosy

microbiológicos,actuandoen suconjunto. Así pues,los valoresdepH, Eh, concentración

de metalesy sulfatosen soluciónmedidosen la presade estérilesvendráncondicionados

por la interacciónde todos estos factores.De hecho,se ha visto que, en condicionesde

laboratorio,las bacteriasoxidaronel mineral hastageneraraguasque alcanzaronvaloresde

pH inferioresa 2 y, sin embargo,los valoresde pH medidosen la presade estériles(en

tomoa 3,5, ver apdo.3.1.1.)no secorrespondieronconestacircustancia.Lo querealmente

sucedeen la presaes que ademásde la actividad microbiológicaque se desencadena,

existenfactoresde tipo químico,como es la presenciadel ion sulfito que, como enseguida

veremos,condicionan(todosen suconjunto)las característicasdel sistema.

-Influenciadel ion sulfito en la meteorizacióndel residuoen la presa

La influenciade la presenciadel ion sulfito en la presase trató de reproducirtambiéna

travésde ensayosen matrazagitado.Paraello, sepreparóun nuevoexperimentoen el que

se intentabacompararla evolución de la pulpa bajo la influencia del ion sulfito con la

evoluciónde lapulpabajo la influenciabacteriana.Sedispusierondosmatracescon 150 g

depulpalixiviada. Es decir,separtió de unapulpa“parcialmentemeteorizada”,duranteun

periodode 18 días,con un valor de pH de 3. El motivo de utilizar estetipo de mineralera

evitar la fase previa de adaptación de los microorganismosa las condiciones

extremadamentebásicasquetiene la pulpade partida(en el momentode su vertido desde

laplantade flotación).

A uno de los matracessele añadieron10 ml de inóculo del cultivo 82a (ver apdo.3.1 .4.b.)

de Thiobacillusferrooxidansy al otro 0,1 g/í de 5032 (en formade Na
2SO3).Medianteel

ensayo inoculado con bacteriasse trataba de reproducir las condiciones de “presa

abandono”,y medianteel ensayoen presenciade ion sulfito, setratabade reproducirlas

condicionesde “planta activa” (apdo.3.2.1.d.). La evolucióndel pH y de la concentración
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del hierro liberado a la solución como consecuenciadel proceso
de meteorización,se

ilustran en las Figuras65 y 66.

5 5-.

—u— tB3tBi~
jén sdlito-c -

5.5

so \

45

4.0

e

310 --~-- e e

25
u

2.0 —u
0 5 10 15

rnarp (dll~)

Figura65: Influenciade las bacteriasy del ion sulfito

en lameteorizacióndel residuo.-Evolucióndel pH

4SY0

liaqn (dí~)

Figura66: Influenciade las bacteriasy del ion sulfito en la

meteorizacióndel residuo.-Evoluciónde la concentracióndeFe

ci~
It

•8

1

—u— Raztai~
e -lá-isililto u

u
U

u
e

--e
-e-

159



Resultadosy Discusión

Los resultadosaportadospor estosensayosmostraronque el ion sulfito condicionéel

gradode meteorizacióndel residuode tal maneraque, en su presencia,el PH descendió

menos(Figura65) y la oxidacióndel mineral(con la consiguientedisoluciónmetálica) fue

tambiéninferior(Figura66).Estosresultadosconfirmaronlas conclusionesapuntadasen el

apartado3.2., dondeya seindicabaque la presenciadel ion sulfito condicionabael estado

químico del sistemade tal maneraque el valor de pH final que sealcanzóen la presase

correspondióconcl de la oxidaciónfinal del ion sulfito (en tomo a 3; Figura65), y no con

el correspondientea laoxidaciónbacterianaque desciendehasta2. Porotro lado, debidoal

caráctermoderadamentereductordel ion sulfito, también se impidió la oxidación del

míneraly, por tanto, la disoluciónde los metales(hierro) (Figura66).

Lo quesucedeen la presa,portanto, esunasoluciónde compromisoentrelas condiciones

reductorasimpuestaspor la presenciadel ion sulfito (que predominaránsobreel poder

microbiológicomientrasésteestépresente-“plantaactiva”-) y la actividadmicrobiológica.

En condicionesde “presaabandono”,sedesencadenarála acciónmicrobiológicaque,como

se acabade demostrar,es la responsablede los bajos niveles de pH y del enorme

incrementoen la concentraciónde metalesy sulfatosen solución.

En el apartado3.2.1. seestudióla influenciadel factor “sulfito” en la transformacióndel

residuoA en B (Figura 18). En esteapartadose acabade confirmar la capacidadde las

bacteriasaisladas en la presa para transformar el residuo. Luego queda, por tanto,

demostradoquelas bacteriasson capacesde oxidarel mineral, y que son las responsables

en último término de las condiciones químicas de la presa en situación de “presa

abandono”.

3.2.2.c.-Ensayosde meteorizaciónen columna

La evoluciónde la pulpatambiénsesiguió atravésde ensayoscinéticosde meteorización

en columna. La justificación de estosensayosresideen estudiarla contribución de la

oxidaciónde la pirita a la generaciónde acidezdel aguaen la presa,ya que medianteeste

tipo de experimentaciónseconsigueacelerarla meteorizaciónde la muestrarespectode las

condicionesambientales.Como ha quedadodescritoen el apartado3.3.5., se realizaron

distintosexperimentosen los que se emplearoncolumnasespecíficasparael estudiode

variablesconcretas.En estecapítulo,sediscutiránlos resultadosaportadosporcadauno de

estosensayos.
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-Evolucióndel drenqie

Parael estudiode la evolucióndel drenajeseutilizaron columnaspequeñasde acuerdoal

diseñodescritoen el apartado3.3.5. De forma general, se diseñarondistintas columnas

parae! estudiode variables concretas,pero siemprecon la misma filosofia: estudiar la

evolucióndel drenajede un residuobajola acciónde distintos factores.

• Columnasdehumedad-sequedad(H-S) y nzineralsumergido(S): estudiodel

comportamientodel residuosumergidobajo agua

En el sistemaobjeto de estudioexisteuna zona(ver Figura4, C) en la que el residuode

flotación se encuentrasumergidobajo agua. El comportamientodel míneral en estas

condicionesse estudióa través de una columna(5). El nivel de aguaen la columnase

repusocon aguadestiladaduranteel tiempo que duró el experimento.Como comparación

con este modelo, de modo paralelo, se siguió el comportamientodel residuo en una

columnade igualesdimensiones(30 cm de alturay 6 cm de diámetro)en la queel mineral

estuvosometidoa ciclos de humedady sequedad(H-S) (ver apdo.3.3.5.).El mineral que

sedispusoen las columnasfue lapulpaPl pero en estaocasiónsesecóal airepreviamente,

por lo que fue necesariodesmenuzarloy homegeneizarloantesde situarlo en la columna.

Una vez en ésta,se humedeciócon 250 ml de aguadestiladaque se mantuvieronen

contacto24 horasy quesedrenaronposteriormente(Hood y col., 1984).Estascolumnasse

mantuvierontermostatizadasa 30 0C paraconseguiracelerarel procesodemeteorizacion.

Los resultadosde la evolucióndel pH en las columnas5 y H-S semuestraen laFigura67.

La meteorizacióndel residuo de pirita mantenidobajo aguano generódrenajeácido. El

agua sirvió como barreraal oxígenoporque, tanto la difusión como la solubilidad del

oxígenofueron másbajas.De hecho,la disposiciónde residuosbajo aguaesun método

que seproponeparala prevenciónde la contaminaciónde los residuosmineros(Doepkery

Drake, 1991; Ritcey, 1991; Easty col., 1994y Lapakko,1994).Como contraste,el residuo

sometidoa ciclos de humedad-sequedad(H-S) generéaguasácidas,alcanzándosevalores

comparablesa los obtenidosen los experimentosen matrazagitado (ver apdo. 3.2.2.b.).

Teniendoestoen cuenta,y a lavista de los resultadosobtenidos,sepuedeconcluir que la

fracción de pirita sumergidano esun factorquecontribuyaa la 2eneraciónde aguasácidas

en el sistema.La concentraciónde metalesy sulfatosmedidosen los drenajessucesivosde

ambascolumnassemuestraen las Figuras68 a 71.
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Figura71: Evoluciónde la concentraciónde sulfatos

en los drenajesde 11-5 y 5

La concentraciónde metalesy sulfatosmedidosen los efluentesde 5 estuvieronsiempreen

cotasmuy inferioresa los obtenidosen H-S. En éstos,además,seobservarondos picos

importantesque supusieronun incrementoen la concentraciónde metalesy sulfatos en

solucióny que coincidieroncon descensosen los valoresde pH. Estospicossemidieronen

periodosprolongadosde sequedad(dos semanassin riego), comprobándoseque, como ya

habíanobservadootros autores(Doepker, 1991), tras un periodo largo de sequedadse

incrementanotablementela meteorizacióndel residuo,lo que setraduceenun descensodel

pH y en un aumentocorrelativo de la concentraciónde sulfatosy metalesen las aguasde

drenaje.

Los nivelesde hierroy cinc en soluciónsemantuvieronen 5 en un intervalocomprendido

entre las 20-80 y 25-80 ppm, respectivamente(Figuras 68 y 70). La concentraciónde

hierro medida inicialmente en 5 fue algo superiora la que se observóen los drenajes

posteriores(Figura 72). Esto pudo debersea la disolución y al arrastrede hierro que

acompañabaal mineral (formandoalgún óxido o hidróxido precipitados),ya que, como se

ha dicho anteriormente,el mineral que se utilizó en estascolumnasfue pulpa secay,

aunquesehizo un lavadopreviocon 250 ml parahumedecerlo,puedeserque estelavado

no fuerasuficienteparaarrastrartotalmentelos productosde oxidación.
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No sellegó a disolverCu en el casode la columnaS. Por suparte,los sulfatos, igual que

en el casodel hierro, mostraroninicialmenteunaconcentraciónsuperior(6.000ppm) a la

alcanzadaen los posterioresdrenajes,lo que cabeexplicarsetambiénmedianteel efecto de

arrastre.Los valoresde concentraciónde sulfatosseestabilizarondando un flujo continuo

del ordende las 1.400ppm.

Los nivelesde sulfatosy metalesmedidosen los drenajesde lacolumna S fueron siempre

inferiores a los detectadosen la presade estériles, con lo que, de nuevo, viene a

demostrarseque en éstaexistealgún factor adicionalque haceaumentarla meteorización

del residuo,y que estefactoradicionalprocedede la transformacióndel mineral expuesto,

puestoque la contribuciónde la pirita sumergidaes muy pequeña,a pesarde que la

proporciónde mineral en estascondicionesesmuysuperiora la demineralexpuesto.

Por su parte, los niveles de hierro, cobre y cinc medidosen el caso de la columna H-S

estuvieroncomprendidosentrelas 3.000 y 5.000 ppm parael caso del Fe, las 200 y 400

ppm parael Cu, y entre 1.000 y 7.000 ppm parael caso del Zn. Los niveles de sulfatos

oscilaronentrelas 10.000y las 16.000ppm,todosellosmuy porencimade los medidosen

la columna5.

La concentraciónde metalesy sulfatos en la presa de estériles tuvo siempre valores

inferiores a los de la columna 11-5. Este resultado es consistentecon los obtenidos

anteriormente(ver apdos.3.2.1.d. y 3.2.2.b.)puesíndicaque en la presadebeexistir algún

otro factor que “encubre” de alguna manerala oxidación químicay microbio]ógica del

residuo.Estefactor es,como sehavisto anteriormente,lapresenciadel ion sulfito.

Los valoresde Eh medidosen los drenajesde 5 semantuvieronsiemprepor debajode

cero, en tomo a - 15 mV; los valoresde Eh medidosen los drenajesde 11-5 siempre

estuvieroncercanosa 300 mV. El porcentajede Fe2~ frentea Fe3~fue parael casode 5 de

máso menosel 60 % y en la columna1-1-5 en tomo al 0,5 %. Esteresultadoconfirmaque

cuandoel minera]seencuentrasumergido,semantieneen condicionesreductoras,mientras

queun mineral“expuesto”estásometidoa condicionesoxidantes.

Como sehadicho anteriormente,mediantela columna5 setratóde reproducirla partedel

sistemacorrespondienteal mineral sumergido,mientrasquela columnaH-S representaría

las “lenguas” superficialesdepirita sometidasaperiodossecosy húmedos(Figura4). Pues

bien, en relacióncon esto cabeseñalarque los valoresde Eh medidosen el fondo de la

presafueronsiemprenegativos,y los valoresdepH estuvieronen tomoa 7; porsuparte,el
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potencialmedido en el aguasuperficialfue siemprepositivo y el valor de pH en tomo a 3.

Es decir, que medianteestemodelo se ha conseguidorepresentartambién el gradiente

químico (Figura 24)queseencuentraen el sistema,correspondiéndoselos valoresde Eh y

pH obtenidos.
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Figura72: Concentraciónde metalesmedidadurante

lameteorizaciónde lacolumnaS. Sedestacael ordende

concentraciónmedidoparalos treselementos:Fe, Cu y Zn

• ColumnasLy Li: influencia dela oxidaciónbacteriana

Como sehavisto en capítulosanteriores,las bacteriasdel géneroThiobacillusson capaces

de oxidarel mineralprovocandocon ello un emperoramientoconsiderableen la calidaddel

aguaque fluye de estos residuos,sobre los que ha existido por tanto una clara acción

microbiológica. La presenciade estasbacteriasen nuestrosistema ha sido demostrada

anteriormente(apdo.3.1.4.)e incluso secomprobósucapacidadparaacelerarla oxidación

del residuode pirita (apdo.3.2.2.b.).

Aún así, se quiso modelizarel comportamientodel residuoen aquellaszonasdel sistema

sometidasa riegos eventuales(ver Figura 4) y estudiar la influencia de la catálisis

bacteriana.
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Tomando300 g de mineral secadoal aire y finamentedesmenuzado,se montarondos

columnasde cristal de 30 cm de alturay 6 cm de diámetroparaestudiarel efectode la

influencia de la catálisis bacterianaen la oxidación del residuo. En una de ellas, se

estudiaronlos fenómenosde lixiviación (L) y en la otra la participaciónbacterianaen la

meteorizacion(biolixiviación), paralo quese inoculó con un cultivo mixto crecidoa partir

del mismo mineral.A estasegundacolumnasele denominóLi (ver apdo. 2.3.5.).Después

de lavar el mineral secocon 250 ml de aguadestiladay de mantenerloen estufaa 300C,

durante24 horas, se utilizaron 20 ml del cultivo mixto para inocular la columna Li.

Transcurridasunas horas, para permitir que este riego penetraratoda la columna, se

comenzaronaestablecerlos habitualesciclosde humedad-sequedad.

La evolucióndel valor de pH en los drenajesde ambascolumnassemuestraen la Figura

73. En ella quedareflejado cómo el valor de pH medido en ambascolumnascomenzó

siendoinicialmentealgo inferior en Li, pero la tendenciaa la generacióndeacidezterminó

por igualarseen amboscasos.Este efecto, que ya fue observadoen los experimentosen

matrazagitado (ver apdo. 3.2.2.b.),se explica teniendo en cuentaque en L existeuna

microflora asociadaal mineral que sedesarrollacuandolas condicionesson favorablesy

que catalizala reacciónde oxidaciónde lapirita del mismo modoque el cultivo inoculado

en Li.
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Figura73: Evolucióndel pH en los

drenajesde las columnasL y Li
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La concentraciónde sulfatos que se midió en los drenadosde ambascolumnas fue

ligeramente superior en Li, observándoseen ambas una tendencia creciente hasta

concentracionesdel ordende 14.000mg/l. En la Figura 74 se puedeobservartambiénun

aumento considerable en la concentración de ién sulfato que se correspondió

temporalmentecon el descensobruscoen el valor del pH. Amboshechosreflejaron,como

ya sehabíaobservadoen el casode las columnasH-S y S, la respuestadel sistemaa ciclos

prolongadosde sequedad:tras un periodode dossemanassin riego, la meteorizacióndel

residuoseincrementénotablemente.
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Figura74: Evoluciónde laconcentraciónde sulfatos

en los drenajesde L y Li

Porsuparte,los nivelesdehierro,cobrey cincmedidosen los drenajesde ambascolumnas

reflejaronunameteorizaciónconsiderabley fueron,igual que la concentraciónde sulfatos,

ligeramentesuperioresen la columnainoculadaLi (Figura75).

Si se comparanestosvalorescon los obtenidosen los ensayosen matrazagitado (apdo.

3.2.2.b.)y con los anterioresresultadosde la columnade meteorizaciónH-S, secomprueba

que las concentracionesde metalesestuvieronen el mismo rango. Es decir, niveles de

hierro entre las 16.000 y 22.000ppm, de cobre nuncaporencimade las 1.600 ppm, y de

Zn entre las 4.000 y 7.000. Los distintos ensayosde meteorizaciónaportan,por tanto,
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tanto, resultadoscoherentes,comparablesy reproducibles,puesto que los resultadosse

repitieronen ambascolumnasde meteorización.

No seobservarondiferenciasimportantesentrelas columnasL y Li debidoa que, comose

haapuntadoanteriormente,las bacteriasasociadasal mineral en L estuvieroncatalizandola

oxidaciónde la pirita, de lo contrario,no se habríanobtenidoniveles de concentraciónde

metalestanelevadosen los drenajes(como sucedíaen los experimentosenmatrazagitado

realizadosen presenciade timol, ver apdo. 3.2.2.b.).De modo que, aunquela disolución

comenzó un poco más tarde en L, con el tiempo, ambas columnas tuvieron

comportamientossimilares.La presenciade bacteriasen los drenajesde L severificó por la

observaciónal microscopiode éstos,si bien no serealizó un seguimientocuantitativode

las mismas.

En tomo a la cuartasemana,y al igual que sucediócon los valoresde pH y sulfatos,se

observóun incrementoimportanteen la concentraciónde metalesen solución,tantoparael

caso de la columna L como de la Li. Este incrementocoincidió con un riego tras un

periodolargo de sequedad,y la explicaciónesla mismaque la apuntadaanteriormente.
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La conclusión a obtener de estos experimentoses que el propio residuo poseeuna

microtiora asociadaque es capazde desencadenarel procesocatalítico de oxidaciónde la

pirita. Cuandolas bacteriasse encontraronactivas, los niveles de pH, metalesy sulfatos

medidosen los drenajesestuvieronmuy por encimade los encontradosen !a presa en

condicionesde “planta activa”. Si en el sistema no existiera ningún otro factor que

inhibierao encubrieraestaactividad(porejemplo,la presenciadel ion sulfito), las bacterias

sedancapacesdegenerarun drenajecon las clásicascaracterísticasde drenajeácido. Esta

fue la situaciónque se desencadenéen las condicionesde “presa abandono”(ver apdo.

3.2.1 .d.).

• Columnas/l-s y R

En la presade estérilesexistíanzonas(lenguassuperficialesde pirita expuestasa la acción

del aguade la presa, figura 4) que tenían, como hemos visto, un PH ácido (3-3,5) y

especiesoxidadasde metalesen disolución

Con el fin de reproducirlas condicionesde meteorizacióndel residuocuandoel aguaque

eventualmentelo riegaesel aguade la presa,sediseñóotro ensayoen columnaen régimen

de recirculaciéncon el propioaguade lapresa(R). Como siempre,los resultadosobtenidos

se compararoncon los de otra columnaen régimende ciclos de humedad-sequedad(h-s)

que semontóparalelamente.

La meteorizaciónde ambascolumnasdió lugara un resultadoinesperado:por un lado, la

columnaR no llegó a generaracidez(Figura 76), al menosduranteel tiempo que duró el

experimento.Durante15 semanas,el valor de PH nuncafue inferior a 6,5. En principio,

cabría esperarseque la recirculación con agua de lixiviación hubiera potenciadola

meteorizacióndel residuopor la acciónoxidantede especiesmetálicasque sucesivamente

irían apareciendoen disolución. Sin embargo,la tendenciaa la oxidaciónobservadaen la

columnaR fue muy débil.

Esteaspectoquedóreflejadotambiénen los nivelesde metalesque se detectaronen los

sucesivosdrenajes:en las diferentesmuestrastomadasno se midieron concentraciones

apreciablesde metalesen solución y sólo los iones sulfato estuvieronpresentes.Estos

sulfatos,cuyaconcentaciónfue comparativamentemáselevadaque la medidaen h-s (pese

a queaquísi seobservómeteorización),procedíandel aguade riegode la columna.Como

se indicó en el apartado2.3.5.a.,para el diseñode esteexperimentose decidió regar la

columnacon aguade pulpa(muestraPE., ver Figura3), dondela concentraciónde sulfatos
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fue del orden de las 2.600 ppm. En la columna R, los valores medidos para la

concentraciónde sulfatosestuvieroncomprendidosen el margenentrelas 3.000 y 3.500

ppm (Figura 77). La explicaciónal hechode que la columnaR no sufrierameteorización

puededebersea que la recirculaciónde 40 ml diarioshicieron que la columnasesaturara

en agua, disminuyendopor tanto la “accesibilidad” del oxígeno al mineral. El oxígeno,

comoseha indicadoanteriormente,esun factor esencialpara quese dé la oxidación del

residuo.Porotro lado, la meteorizaciónde la columnah-s tuvo unacinéticamáslentaque

la observadaen columnassimilaresen las que seutilizó el mismo régimende ciclos de

humedad-sequedad(H-S/S; L/Li). El mineral de partidaque seutilizó en estecasofue la

pulpa P2. Como quedédescritoen el apartado3.2.2.a.,y de acuerdocon los resultados

obtenidosen el ensayoABA, estapulpa presentóunamayorcapacidadneutralizantey, por

tanto, una ligera mayor inerciaa la oxidación. Esteaspectosereflejé claramenteen los

niveles de hierro medidos en los distintos drenajesde la columnah-s (Figura 78), que

siemprefueron inferioresa los obtenidosen columnassimilares.Por tanto, esteresultado

fue consistentecon los datos aportadospor los ensayosestáticosdescritosanteriormente.

Tan solo se midieron concentracionesdel ordende 50 ppm dehierro y 35 de Zn en los

drenajesde h-s. Por su parte,el cobreno llegó a disolverseen estacolumna.No obstante,

los valorescrecientesde hierro y sulfatos revelaronque sí se estabaproduciendocierta

meteorización(Figuras78 y 79).
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Figura79: Evoluciónde la concentraciónde sulfatos

en los drenajesde lacolumnah-s

• Influencia de la altura de lechoen la meteorizacióndel residuo:columnash33y

¡¿66

Otro de los factoresque interesóestudiar fue la influenciade la altura de lecho en la

meteorizacióny paraello se diseñarondoscolumnas,h33 y h66, de igual diámetro(6 cm),

cuyasalturasde lechofueron,respectivamente,33 y 66 cm. La relación1:2 en volumende

lecho,semantuvo tambiénen el riego, quesiguió siempreestaproporción(ver diseñode

columnaen apdo.2.3.5.a.).El régimenelegidofue el de ciclosde humedad-sequedad.

La evoluciónen el valor de pH en los drenajesde ambascolumnassemuestraen la Figura

80.

La conclusiónmás inmediataque sepudo extraeral estudiarlos valoresde pH fue que a

menoraltura de lecho,mayor meteorizacióndel residuoseproducía.De modo que,por

ejemplo,en el ciclo 8 (correspondientea 17 semanasdemeteorización),cuandoen h33 ya

sehabíaalcanzadoen los líquidos el valor de PH de 2.0, en h66 estevalor seencontraba

todavíaen 4,9.
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Figura80: Evolucióndel pH en los drenajesde las columnash33 y h66.

Influenciade ciclosprolongadosde humedady sequedad

El factor diferenciadorfundamentalque sedió entrelas doscolumnasfue la facilidad de

penetracióndel oxígenoy el tiempo que el mineral permanecióembebidoen agua.Dos

factoressonnecesariosparaquelos residuosde sulfurosliberenmetalesen condicionesde

meteorización:que hayaoxígenodisponibley que el aguaque“moja” el mineral sepueda

evaporar(Doepker,1991).Cuantomayorseala alturade la columna,mayorseráel tiempo

en que el mineralpermanecehúmedo(porque,en principio, mayoresel tiempo que tarda

en drenary por tanto en secarsedurantelos ciclos de sequedad)y, consecuentemente,la

facilidad de penetracióndel oxígeno será menor. En una columna en condicionesde

“saturación”(de agua),lavelocidadde oxidaciónesmuchomenory, en estascondiciones,

la oxidación de los residuos se producirá exclusivamenteen aquellas zonas de no-

saturación,donde exista siemprepresenciade agua y oxígeno. El diferente grado de

meteorizaciónque tiene lugar encolumnasde tamañosdistintosha sido aprovechadopor

varios autoresparaestudiarlos mecanismosde generaciónde aguasácidas.Si sesometeun

residuo a meteorizaciónen columnasde diferentestamaños,la evoluciónque éstetuviera

en las menorespodríaservir como “sensor”paramostrarsu evoluciónen las condiciones

másdesfavorables;por suparte,las columnasmásgrandesserviríanparaexplicarprocesos

de estabilizacióninternaque pudieranhacerdisminuir la disolución. La evoluciónde la

concentraciónde metalesy sulfatosen los drenajessucesivosde las columnash33 y h66,
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así como la influenciade los períodoslargosde sequedadsemuestraen las Figuras 81 y

82.
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Figura81: Evoluciónde la concentracióndemetales

en los drenajesde la columnah33
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En dichasfiguras puedeapreciarsecómo la meteorizacióndel residuofue muy superioren

la columna h33, dondese alcanzaronniveles en la concentraciónde metalesmuy por

encimade los que semidieron en h66. Mientrasque en h33 sedetectaronconcentraciones

dehierrodel ordende 3~~4~3mg/l, queestuvieronporencimade la concentraciónde ctnc

en solución (5-íOxlOt, en h66 se disolvió fundamentalmenteel Zn, y el hierro sólo

alcanzóvaloresde l-10x102 mg/l, esdecir, siemprepordebajode h33. Tanto en h33 como

en h66 prácticamenteno llegó adisolversenadade cobre. Los nivelesde metalesmedidos

en los drenajesde ambascolumnassecomparanen las Figuras83 a 85. La disolución de

hierro en la columnah66 esinsignificantesi secomparacon la obtenidaen la columnah33

(Figura83) y lo mismosucedeparalas concentracionesde Zn y Cu (Figuras84 y 85).

Igual que en experimentosanteriores (columnas H-S/S y L/Li), también se quiso

comprobarla influenciade los ciclos largosde sequedaden las columnash33 y h66, y se

ensayéademásotro factorcomo los periodoslargosde humedad,en los queel tiempo de

contacto agua/mineralfue mucho más elevado (una semana,frente a 48 horas). Los

periodos de humedadse provocaronmanteniendoriegos frecuentes,y los periodos de

sequedadseconsiguieronespaciandolos riegos.

La influencia de los ciclos de sequedady de humedadse observóen ambascolumnas,

aunquelos dosefectossedetectaronmás claramenteen h33, dondela meteorizacióndel

residuo fue mayor. Los ciclos secosprovocaronen ambos casosun incrementode la

meteorizaciónde la pirita, lo que sereflejó en el aumentode las concentracionesmedidas

en los elluentes,así como en el descensobrusco de los valoresde pH; un periodo de

humedadprolongadasupusouna ralentizaciónen la oxidación(Figuras80 a 85). En la

Figura 80 se puedeapreciarclaramentela repercusiónen los valoresde PH de ambos

procesos:un periodo de sequedadlargo provocó un descensode pH, mientrasque un

periodohúmedosupusouna“meseta”enla quela oxidacióndel mineral fue máslenta.Por

suparte,la concentraciónde metalesen los efluentesseincrementéen los ciclos largosde

sequedad,y semantuvocon pocasvariacionesen los ciclosde humedad(Figuras81 y 82).

Ambosefectosrevirtieron cuandosevolvió al régimenhabitualde riegos. En las Figuras

83 a 85 semuestrancomparativamentelos valoresde concentraciónde metalesobtenidos

en ambascolumnas.En algunoscasos(Figura 83), la disoluciónmetálicafue tan superior

en h33 que llegó a enmascararel efectoen h66. En laFigura 85 seapreciael efectode un

ciclo largode sequedaden los nivelesde cobremedidosen h33. Peseaquela disoluciónde

cobre fue muy pequeñaen ambascolumnas,un ciclo largo de sequedadpromovió un

incrementoapreciablede la concentraciónde estemetalenlos efluentesde h33.
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La concentraciónde sulfatos en los efluentes(Figura 86) fue siempresuperior en la

columnah33, si bien el nivel semantuvo bastanteuniforme en cadacolumna y con una

concentraciónelevada desde los primeros drenajes.Este efecto es debido a que la

oxidaciónde la pirita originaun flujo uniformede sulfatoscuyavelocidadestácontrolada

por la disponibilidadde oxígeno,el áreade contactoy el tamañodel mineral (Donovan,

1994).

La diferenciaentreh33 y h66 estuvobásicamenteen la disponibilidadde oxigeno,que fíe

superioren h33 por ser la columnade menortamaño;pero para una mismacolumna, los

tres factores anteriores se mantuvieron constantesdurante el periodo que duró la

meteorización, de ahí que la concentración de sulfatos se mantuviera también

aproximadamenteconstante.

En general, todos los resultadosobtenidos fueron consistentescon ensayosde otros

autores.Un periodode sequedadsuponeque el mineral seagriete,por lo que cuandose

riega despuésde un periodo de estetipo, el aguadisuelve los productosde oxidación

formadosduranteel periodoprevio,generándosemásacidez(Doepker,1991; Fdez-Rubio,

1986).

Por su parte,los periodoshúmedosprovocanuna “ralentización” en la oxidación,debido,

comoya sehaexplicadoanteriormente,aqueunacolumnamantenidaen régimende riegos

frecuentesterminapor saturarsede agua,con lo cual el oxígenono consigueaccederal

mineral.

El efecto de los ciclos largos de sequedadsirvió para reproducir las condiciones

ambientalesque se presentanen ¿pocasde verano, cuando eventualmentepueden

producirsetormentastras un periodo largo de sequedad.En condicionesnaturales,este

efectocausatremendosdañosen aquellaszonasen las que los residuosabandonadoshan

quedadoexpuestosa laacciónatmosférica.

El fenómenopodríadarseen nuestrosistema,en aquellaszonasdondela pirita aHoraa la

superficie(verFigura4), y dadoquelaépocade estíoestremendamentecalurosay secaen

la zona,el efectode un ciclo prolongadode sequedadseráintensoy muy perjudicialdesde

elpuntodevistade la generaciónde drenajeácido.
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Figura83: Evoluciónde laconcentraciónde Fe

en los drenajesde las columnash33y h66
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en los drenajesde las columnash33 y h66
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en los drenajesde h33 y h66
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• Columnasgrandesdemeteorización(My M2)

En los puntos 1 a 4 anteriores,se ha discutido la influencia de distintos factoresen la

meteorizacióndel residuo utilizando siempremodelos en columnade pequeñotamaño.

Con el fin decomprobarestosresultadosen un modelo amayor escala,que seaproxímara

más a las condicionesrealesque sedieronen la presa,semonté una columnagrande(ver

en Materialesy Métodos,diseñode columnas,apdo.2.3.5.)paraestudiarla meteorización

de la pirita en estasnuevascondiciones.Seutilizó lapulpaPl comoresiduode partida.

La meteorizacióntuvo lugar en dos fases. En una fase preliminar se concedió tiempo

suficiente para que el mineral se acomodaray para que se establecierala adecuada

distribución de fases sólido-líquido. En esta primera fase, la columna se regó

continuamentemedianteunabombaperistálticacuyo caudalsefue modificandodeacuerdo

con lapercolacióndel líquido. Cuandolacolumnallegó a estabilizarse,secomprobóqueel

flujo óptimo de percolaciónerade 2 mlIh (48 ml/día) paraun riego de 45 ml/díarepartido

en adicionesde 15 ml cada ocho horas. En estascondiciones,el mineral se mantenía

húmedoperono existíacapade aguasobrela superficiede la pulpa.Laevolucióndel pH y

la concentraciónde sulfatosen los distintosdrenajesobtenidosduranteestaprimerafase,

con unaduraciónde 16 semanas,seilustra en las Figuras87 y 88.
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Figura87: Evolucióndel pH de lapulpaen la

fasepreliminarde la columnaM

180



Resultadosy Discusión

are-

r
8

u U Ue U

u

Tiaxuu(sam~)

Figura88: Evolución de la concentraciónde sulfatos

en la fasepreliminarde la columnaM

Duranteestafasepreliminarno seobservóningunatendenciaa la generaciónde acidez.

Los valoresde pH en los distintosdrenajessemantuvieronen la franja comprendidaentre

7 y 8 (Figura 87) y los valoresde concentraciónde sulfatostampocosufrieronimportantes

variaciones(Figura 88). La concentracióndehierro, cobre y cinc medidaen los efluentes

correspondientesestuvosiempreen el intervaloentre0,1 y 0,3 ppm.

Esteresultado,inesperadoy aparentementeen desacuerdocon los datosobtenidosen los

ensayosrealizadosa menorescala,llevó a la decisiónde cambiarel régimende riegosy a

estudiarla meteorizaciónde la columnacon un régimende ciclos de humedad/sequedad

similar al utilizado en las columnasde los experimentosanteriores.La metodologíade los

ciclos de humedad/sequedadesun aspectomuy resaltadoen la bibliografia(Hood y col.,

1984; Lapakko, 1990) porque, en opinión de los investigadores,reproducecon mayor

realismolas condicionesambientalescambiantesa las quepuedeestarsometidoun residuo

cuandose abandona.Por tanto, la decisiónde cambiar el régimende riegos era muy

aconsejabledeacuerdocon el estudioque se pretendíahacerdel sistema.Seestablecieron

riegoscon 2.000 ml de aguadestiladaque sepusieronen contactocon el mineral 48 horas

y se dejarondrenarperiódicamente(apdo. 2.3.5.). La evolucióndel PH en los distintos

efluentesobtenidosen estasnuevascondicionesseilustra en laFigura89.
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Figura89: Evolucióndel pH en los drenajes

de la colunmaM

La evolución del pH en estasnuevascondiciones fue, en una primera aproximación,

pequeñay comparablea la situaciónanterior al establecimientode los ciclos: en cinco

mesesno se generéacidezapreciable.Perosi seanalizandetenidamentelos valoresy se

acotael intervalo de PH’ sepuedenestableceralgunosmaticesimportantes.Porun lado, sí

existe disminución significativa en el valor del PH; y por otro, la evolución en la

meteorizacióndel residuocondujotambiénaun incrementoen laconcentraciónde metales

y sulfatos en los drenajes(Figuras90 a 92). Como puedeobservarse,la concentraciónde

cinc, hierro y sulfatos se elevóprogresivamentea medidaque transcurrióel procesode

meteorización,alcanzándoseniveles de 640 ppm para el hierro, 1.300 ppm de cinz y

15.505ppm de sulfatosen solución.No sucediólo mismo parala concentraciónde cobre

que semantuvosiempreen valoresde concentracióninferioresa 0,5 ppm (el contenidoen

cobre del residuo de partida fue considerablementeinferior a su contenido en Zn y

especialmenteen Fe, por tratarsede un residuode pirita; ver composiciónde la pulpa en

Materialesy Métodos, apdo. 2.3.5.a.).Este mismo efecto ya se habíaobservadoen la

meteorizaciónen columnasde menortamaño.
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Figura90: Evoluciónde la concentraciónde Fe~y Fe

en los drenajesde lacolumnaM
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Figura92: Evoluciónen laconcentraciónde S04
2

en los drenajesde la columnaM

Los valoresobtenidosen la meteorizaciónde la columnaM correspondierona unacinética

de oxidaciónmuchomás lentaque la observadaen los experimentosanteriores.De hecho,

los nivelesde concentraciónde metalesy sulfatos y el valor de pH alcanzadoestuvieron

muy por debajode los obtenidospara las columnaspequeñas,todo ello despuésde un

periododemeteorizaciónmuy prolongado.

En cualquiercaso,con el fin de confirmarestosresultados,sedispusounanuevacolumna

de meteorización,M2 (ver característicasen apdo. 2.5.5.), en idénticascondiciones.La

pulpa de partida que se utilizó en este caso fue la P2 (ver composición en apanado

2.5.3.a.).

Los resultadosde la evolución del drenajepara estanuevacolumna se ilustran en las

Figuras 93 a 96, en las que ademásse comparan los valores obtenidos con los

correspondientesalacolumnaM, paraun mismovolumende aguaañadido.

t
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De forma general, la columnaM2 tuvo una evolución similar a la M, lo que sirvió para

confirmar los resultadosobtenidos.Los valoresdepH que semidieron en ambosdrenajes

(Figura 93) fueron comparables,observándoseuna tendencialenta y similar en ambos

casosa la generaciónde acidez.

Es decir, aparentementey limitándoseexclusivamentea los valoresde pH, pareceríaque

esteresiduo, en estascondicionesde meteorizaciónconcretas,tanto de tiempo como de

diseñoexperimental,no generéacidez,puestoqueel mínimo valorde PH quesemidió en

ambascolumnas,estuvoen tomoa 5.

Sin embargo,la generaciónde drenajesácidosno secentraexclusivamenteen el pH. La

oxidación de un residuo se manifiestatambién por la evolución de otros parámetros

durante la meteorización,así los metalesque se disuelven(hierro y otros metalesque

puedanacompañarleen la pirita) y los sulfatosque aparecenfruto de la oxidaciónde los

grupos~2- atravésde la reacción:

FeS2+7/2O2+I-I2O-->Fe
2~+2SO

4
2+2H~ [59]

Así, si se observala evolución de la concentraciónde los diferentes iones en los

correspondientesdrenajes, se compruebaque la oxidación de la pirita generó un

incrementocrecienteen la concentraciónde hierro y sulfato. La presenciade en tomo a

15.000mg/l de 5042 indicó que algodeacidezseestuvogenerandoen estascolumnas-la

ausenciade 5042 en los efluentesindicaríaquelapirita no sehabríaoxidado(Silver, 1985;

Donovan, 1994; Rosey col., 1994)-. Luego, de la observaciónde los datosobtenidos

(Figuras94 a 96), sepudoinferir que la pirita seestuvooxidandotanto en la columnaM

como en M2, si bien con una cinética muy lenta, de tal maneraque el pH no había

disminuido y las concentracionesde metalesy sulfatos en solución estuvieronmuy por

debajode los valoresprevistosde acuerdocon los experimentosanteriores(ensayoABA,

ensayosen matrazagitadoy pequeñascolumnasdemeteorización).

Los valores de concentraciónde metalesque se alcanzaronen M y M2 estuvieronen

similar rangode concentración(en torno a las 500 ppmde Zn, 600 ppmdeFe y 0,5 ppm de

Cu), aunquela columna M2 tuvo una cinéticamás lenta de oxidación o, lo que es lo

mismo, se necesitaronmás ciclos (añadir mayor volumen de agua) para alcanzarlas

mismasconcentracionesque en M. Este resultadoes consistentecon el obtenido en el

ensayoABA (apdo. 3.2.2.a.),en el que sevió quela cantidadde pirita que eranecesario

oxidarparaneutralizarlabasede lamuestraerainferior parael casode la columnaM. La
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diferenciaentreambascolumnasestuvoen la pulpautilizada:en la columnaM seutilizó la

pulpaPl y en la columnaM2 seutilizó la pulpa P2. Como sevió en elapartado3.2.2.a.,la

capacidadneutralizantede la muestraP2 fue superiora la de PI y, por lo tanto, la cinética

deoxidaciónde P2debíasermenorquelaobservadaparaPl.

• Influenciade los ciclos largos desequedad

Se estudiótambiénla influenciade los ciclos largosde sequedaden las característicasdel

aguaefluentede las columnasde meteorizaciónM y M2. Este aspecto,comoya se ha

indicado, trata de reproducirel efecto de los periodossecosa los que estásometidala

pulparesidualde la presaen aquellaszonasen las que, por la propiasedimentaciónde la

pulpa,partedel mineral quedaexpuestosuperficialmentea los agentesde meteorizacion.

Dadaslas condicionesclimatológicasde la zona, el residuo de pirita pudo permanecer

periodoslargos en condicionesde sequedady sometidoa elevadastemperaturas,aunque

eventualmentepudieroncaerlluvias quefacilitaranlameteorizacióndel residuoseco.

Parareproducirestefenómeno,se prolongaronlos ciclos de sequedady el riego posterior

seefectuéconel mismo volumende agua.Sepudo comprobarque trasun periodolargode

sequedad,se incrementéconsiderablementela concentraciónde metalesy sulfatosen los

sucesivosdrenajes, lo que ya había sido apuntadopor otros autores y comprobado

repetidamenteen la presenteexperimentación.

El efectopudoobservarseconclaridadespecialmenteen la columnaM. En M2 quedómás

enmascaradopuestoque lameteorizacióntambiénfue máslenta(Figuras97 a 99)debidoa

que, como se ha explicado anteriormente,esta columna presentómás inercia a la

oxidación. El efecto de los períodos secos se justifica en base a que durante la

meteorizaciónde las columnasM y M2 seformarondepresiones,huecosy canalespor los

que el aguaterminó circulandopreferencialmente(Silver, Ritcey y Cauley,1985). Estos

canalesy grietas se formaron durante los periodos secos y en ellos tuvo lugar una

oxidaciónsuperficialquepudocomprobarsevisualmentepor la formación deprecipitados

rojizos sobrelos surcos.El riego posteriora un periodoprolongadode sequedadocasionó

la disolución de estosprecipitadoscon la consiguientegeneraciónde acidez(Fdez-Rubio,

1986). La formación de estos canalestambién provocó que no toda el agua que se

adicionabaen cadaciclo penetraray empaparael residuo.Partede ellacirculabaatravésde

los canalesy drenabadirectamente.Este factor explica también los bajos niveles de

concentraciónde metalesy sulfatos encontradosen las columnasM y M2, ya que la
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formaciónde canalessedaconmayor facilidadencolumnasde mayorvolumende lechoe

impide quela meteorizaciónafectea la totalidaddelresiduo.
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Influenciade cicloslargosde sequedad

• Cinéticade oxidacióndel ionferrosoen las muestrasdrenadas

El drenajede las columnasse efectuó de acuerdocon las condicionesdescritasen el

apartadode Materiales y Métodos (ver 2.3.5.). En los volúmenesrecién drenadosse

efectuabaunalecturadirecta de PH y Eh (éstesiemprepresentóvaloresqueoscilaronentre

-29 y 20 mV en lecturasrealizadasde forma inmediata). Se observó que si bien las

muestraserantransparentesen el momentode serrecogidas,transcurridasunashoras,se

volvían amarillase incluso aparecíanprecipitadospardo-rojizossi el líquido se dejaba

evolucionarcon el tiempo. Esta transformaciónsucedíaen unas horas (2-3 horas), se

intensificabaenlas siguientesy a las 24 horassiempreeraevidente.Aunqueestefenómeno

ya habíasido observadoy descritoporotros autores(Wang y col., 1992),atribuyéndoloa

la oxidacióndel hierrocontenidoen las disoluciones,sin embargo,sequisocomprobareste

aspectoy verificar si la aparicióndel colorsedebíaa la precipitacióndel ion ferrosoo bien

a la oxidación de éstea férrico y la consiguienteprecipitación de hidróxidos u otros

compuestosde hierro (III). Este último aspecto parecía bastantediscutible, por la
2+aparentementelentacinéticade oxidacióndel Fe

é
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Seestudió,porun lado, la estabillidadde ambasespeciesen el rangodepH de los drenajes
2-4-

y, porotro, la cinéticade oxidacióndel ion Fe

a) Estabilidadquímicateóricade las especies 2±y Fe3~ en solución

acuosa.

Considerandoel valor de PH 5,5 comorepresentativode los drenajesde la columnaM, la

estabilidadde los ionesferrosoy férricoseriala siguiente(Buriel y col., 1985):

Fe2~ ±20W~-> Fe(OH)
2tpKs= 14 [60]

[Fe2+1L0I~I4 = ío’~~ [61]

[H~J[oH-j= ío14,[0HJ= lo-
85 [62]

[Fe2+]= lo~l7 = 1023 [63]

Luegoa pH 5,5, la especieFe2~puedeexistir en soluciónen concentracionesapreciablesy
3+

sin precipitar.Con respectoala especieFe

Fe3~ ±30W<—>Fe(OH)
34-,pKs=37 [64]

¡jFe3+~~OH-f = ío-~~ [65]

[Fe~~]a 10~25.5 lo-’”
5 [66]

A pH 5,5 la especieFe34-no existeen solución.

b) Cinéticade oxidacióndel ion ferroso

La velocidadde oxidacióndel ion ferrosoesmuy dependientedel pH (Stummy col., 1961;

Singer, 1970; Walsh y Mitehelí, 1972; Gazeay col., 1996). Dicha dependenciapuede

describirsedeacuerdoa la siguienterelación:

d[Fe2+

]

dt = K.rFe241[0H~]2.p0, [67]
Kz 8,OxlO’ l.molt atm’ .min’ , a 250C
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Si consideramosconstantela P02y un valor dc pH = 5,5:

dLFe2~1
<It = 8.1013.1017.[Fe2+1 [68]

—ln[Fe~~]~ — 8.í0Ut]~ [69]

El tiempo necesarioparareducir a la milésimaparte la concentracióninicial, C~, de ion

ferroso,(t), seda:

8l~ un CjW3 j) [70]

= 6 días

Con estosdatos,semidieronlas concentracionesde Fe2~antesy despuésde la apariciónde

coloraciónen los efluentes,así como los respectivosvaloresde pH en vanasmuestras

procedentesdel drenajede distintascolumnasen las queseobservabaesteefecto.

Así, parauna muestraquetuvo un valor de PH inicial de 6,4 y unaconcentracióninicial de

ion ferroso de 20,5 ppm, el valor de la concentraciónde ion ferroso en la solución

coloreadafue de 1,1 ppm. Según las expresionesanteriores,el tiempo necesariopara

realizarestaoxidaciónsería:

d[Fe2 1 =8,l0.L10764].[Fel2+ [71]

11
= (ln—’-—) 68 minutos [72

8,10228 20,5

Es decir, que en tan sólo una hora,o un pocomás,esposiblela oxidaciónde ion ferroso

paraestevalor de pH. Estetiempo coincidecon el que seobservabaen la apariciónde la

coloraciónen las muestrasobtenidasdurantelos ensayosde laboratorio.

Luego, la aparición de la coloración y la precipitación subsiguientese debierona la

oxidación de ion ferrosoa férrico, que paraestosvaloresde pH tuvo una cinéticabastante

másrápidade lo queen principio sepodríasuponer.

192



Resultadosy Discusión

Como comprobación,se realizó un análisis por difracción de rayos-X del precipitado

obtenido, demostrándoseque se tratabade óxidos e hidróxidos de hierro (III): Fe2O3 y

Fe2(S04)2(OH)2.3H2O(Figura 100). En el difractogramaapareceademásalgo de pirita

arrastradoal tomarlamuestra.
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Figura100: Difractogramacorrespondienteal precipitado

producidodurantelaoxidaciónde las disolucionesdrenadasde las columnas:

a, FeÁSO4)2(OHh.3H20;b, Fe2O3;c, pirita

A la vista de estos resultados,la metodologíaque se debe adoptarpara prevenir la

oxidaciónde las muestrasreciéndrenadasconsisteenunaacidulaciónconácidosulfúrico

previaa la correspondientedeterminaciónanalítica.Inmediatamentedespuésdel drenado

de las columnas,se debehacer la determinacióndel PH y Eh y tomar 1 ml para el

correspondienteanálisisde sulfatos.

e Conclusionesgeneralesrelativas a los ensayosde meteorizaciónen columna

Los resultadosde los ensayosen columnapermitieroncorroborarciertosplanteamientosy

conclusionesqueseveníandiscutiendoen apartadosanteriores.

io 15 21 26 32 37 43 48 53 59 64 70
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En primer lugar, y comose ha descritoen los apartados2.5.1. y 3.2.2.a.,los resultados

apodadosporel ensayoABA hayquetomarloscomomedidaorientativaperonuncacomo

parámetrosdefinitivosa la horade valorarel comportamientode un determinadoresiduo.

En nuestrocaso,el ensayoABA asegurabaque tanto la muestrade pulpaPl como la P2

poseíanuna fuertetendenciaa la generaciónde acidez.Como acabade demostrarse,este

potencialácidosólo sepusode manifiestobajodeterminadascondicionesexperimentales.

En segundolugar, los resultadosconfirmaron también las conclusionesde los primeros

experimentosde meteorizaciónen columna. En los ensayosanteriormentedescritos, se

había visto cómo la altura de columna influye en la meteorizacióndel residuo, de tal

maneraque cuantomayores dichaaltura, más saturadaen aguapermanecey, por tanto,

más se dificulta la oxidación. Si se comparanlos drenajesobtenidosen columnascon

alturascrecientes(Figura 101), secompruebaque amedidaque la meteorizaciónprogresa

seva estableciendoun mayor distanciamientoentre los resultadosde cadacolumna,esto

es, en los primeros ciclos, las diferenciasen los valores de pH de los drenajesde las

columnassonpequeñas(ciclo 2). Cuantomásse avanzaen lameteorización,o lo que eslo

mismo,cuantomayoresel númerode ciclos de meteorizaciónal queseha sometidoa una

columna, mayoresdiferenciasexisten entre los valores de pH medidos considerando

tendenciasgenerales.

Si secomparael gradode meteorizaciónalcanzadoen columnasde tamañosdistintospara

un mismo ciclo (Figura 102), esto es, cuando se han añadido volúmenesde agua

equivalentes,seaprecianclaramentetambiénestasdiferencias.

Las columnash33 y h66 sediseñaronde modo que los volúmenesde lechorespectivos

fueran uno doble del otro (ver apdo. 2.3.5). El riego también fue proporcional y los

resultadosde meteorizaciónfueron consistentescon el argumentopropuestoacercade

cómo influye la alturade unacolumnaen el gradode “inercia” a la meteorízacion.
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En la Tabla XXXII se reflejan de modo cuantitativolos valoresde pH, concentraciónde

metalesy sulfatosmedidosen los drenajesde las columnash33 y h66 en el ciclo 11. Como

seaprecia,la inercia de una columnaa la meteorizaciónfue mayorcuantomayor fue la

alturadel lecho.

TablaXXXII: Gradodemeteorizaciónen h33 y h66 alcanzadoenel ciclo 11

Columna Fe (ppm) Cu (ppm) Zn (ppm) 50< (ppm) pH
h33 19.000 118 5.000 12.600 2,8
h66 340 0,1 1.540 6.386 4,9

La lenta cinéticade oxidación observadaen M y M2 se explica en basea estemismo

planteamiento:la oxidaciónesmuchomáslentaen columnascon mayorvolumende lecho

debido a que, comoseha explicadoanteriormente,las columnasaltassesaturan,estoes,

retienenaguadurantey entrelos ciclos, con lo que la penetracióndel oxigenonecesario

para la oxidación es mucho peor que en el caso de las columnaspequeñas.Así, por

ejemplo,en el ciclo 8 (correspondientea 17 semanasde meteorización),cuandoen h33 ya

sehabíaalcanzadoel valor de pH de 2,0, en h66 el valor de PH estabaen 4,9 y el valorde

pH medidoparaun tiempoequivalenteen lacolumnaM fue de 5,4. Luego,efectivamente,

las columnasM y M2 tuvieronmayor inercia a la meteorización,existiendo,sin embargo,

incipientegeneraciónde acidez,como ha quedadodemostradopor los valorescrecientesen

laconcentraciónde metalesy sulfatosquesemidieronen los sucesivosdrenajes.El tiempo

quehan permanecidoM y M2 en condicionesde meteorizaciónha sido insuficientepara

alcanzarlos valoresde acidezque seobtuvieronen columnasdemenorvolumende lecho

en condicionessimilares. Paraalcanzarel mismo grado de meteorizaciónhubierasido

necesanoun considerablemayornúmerode ciclos.

Otra conclusióninteresanteque se puedeextraer de los experimentosde meteorización

proviene de la comparaciónde los ensayosen matrazagitado y de meteorizaciónen

columna.Si secomparala evoluciónde los valoresde pH a partirde un lodo sin inoculary

en los distintosdrenajesde la columnaH-S (Figura103), seobservaqueenamboscasosla

generaciónde acideztuvo unatendenciasemejante.Considerandopuesla validezde ambas

experiencias,y dadoque la concentraciónde hierro que se midió en los efluentesde la

columnaH-S (13.500ppm) fUe cercanaa la que se midió en los experimentosen matraz

agitado,en los quesehabíarealizadoun inóculo, sepuedeconcluir queen lameteorización

del residuoen la columnaH-S existió necesariamenteparticipaciónmicrobiológica.Luego,

por tanto, el comportamientode columnassometidasa ciclos de humedad-sequedaddebe

estarsometidoa la influenciade laoxidaciónmicrobiológica.

196



Resultados y Discusión

74
6-

6-

3-

2-

e-7

‘u

U

o

— U — cdunra de hurmdad ~quedad (1-lS)
e ei~osm nntrazagftado

e- U~ u -e

é4flenp (serTmas)
10

Figura 103: Evolución del pHen los experimentosde

meterorizaciónen columna(11-5)y en matrazagitado

Finalmente,la conclusiónfundamentalque sedebesacarde todasestas

consistenciaentreel modeloensayadoy los resultadosrealesmedidosen

experienciases la

el sistema.

En este sentido, se puedenutilizar los resultadosobtenidosen el ensayoABA (apdo.

3.2.2.a.) paracalcularla cantidadde mineral quedebiaseroxidadaen cadacolumnapara

neutralizarla basequela acompañay sepuede,asimismo,contrastaresteresultadocon los

obtenidosapartirdel modelo en columna.

Tomandocomo basela reacción [59] de oxidaciónde la pirita (Drafi acid rock drainage

technicalguide,1989; Donovan,1994;Rosey col., 1994):

FeS
2±7/2O2+H2O—>Fe

2~±2SO¿+2H~[59]

por cadamol de sulfuro seproducendos protones.Por otro lado, con el ensayoABA se

habíacalculadola cantidadde HCI 0,SN que era necesarioañadirpara neutralizarlos 2

gramosde muestraempleadosen cadaensayo.Considerandola disociacióntotal del HCl:

12
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HCl—>H~±CF [73]

se obtiene fácilmente la cantidadde pirita que hubiera sido necesariooxidar en cada

columna para generarlos H~ necesariosque neutralizaránel contenido en basede la

muestra.

Así, por ejemplo,para neutralizarla muestrade mineral utilizado en la columna M, se

necesitarían4,23 1 de HCI 0,5 M, esdecir, senecesitarían2,115 M de H~ generadospor

1,075 molesde pirita o, lo que es lo mismo,por 126,6 g de pirita. Un cálculosemejante

realizadoparael restode las colunnassemuestraen la TablaXXXIII.

Tabla XXXIII: Gramosde pirita que es necesariooxidar para neutralizarel contenido

básicoen el mineralde cadacolumna

Columna

Estosresultadossonconsistentessólo con las condicionesimpuestasen algunascolumnas.

A la vista de estosdatostambiénsededuceque seríanecesariooxidar muypocacantidad

de pirita paraneutralizarla basecontenidaen el mineral de las distintas columnas.Este

resultadoestaríaen desacuerdocon el comportamientode las columnas5, M y M2 y sólo

para el caso de las columnasL, Li y H-S, efectivamente,hicieron falta pocosciclos para

que comenzaraa generarseacidez. Es necesarioinsistir de nuevo en la necesidadde

interpretardebidamentelos resultadosdel ensayoABA y de analizarloscon precaución,

pues da información acercadel comportamientode un residuo bajo la peor de las

situaciones,pero no tiene en cuenta variables que pueden apareceren condiciones

ambientalesrealesy quepuedenalterarlos resultadosprevistos.En estesentido,el tamaño

de partículadel sólido y la alturadel lechosonparámetrosfundamentalesaconsiderar.
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-Desmonte:distribuciónmicrobiológicay mineralózica

Unavez finalizadoslos ensayosde meteorizaciónen columna,seprocedióal desmontede

las mismas.Se seleccionarondistintasmuestrasen cadacaso,cuyo número y distribución

fueron franción del tamaño de la columna. Se procedió entoncesa la caracterización

mineralógicay microbiológicade las mismas(apanado23.5.).

• ColumnaAl

En el desmontede la columnade meteorizaciónM se seleccionaronlas muestrasque se

indican en la Figura 104. Se tomaron muestras longitudinalmente, cada 20 cm

aproximadamentey, en el sentidoradial, muestrasinterioresy extenores.

La meteorizaciónde estacolumnahabíasupuestola formaciónde canalesa travésde los

cualesdiscurrió el aguapreferencialmentedurantelos riegos. Sobrela superficiede estos

canales,se formó unafina capade precipitadospardo-rojizosque seaprecióclaramenteen

el desmontede la columna. Por estemotivo, se seleccionaronlas muestrasque se han

denominado“exteriores”, paraindicar estaszonasperimetralesmásexpuestas;y las zonas

denominadas“interiores”,correspondientesa las zonascentralesde la columna.

65cm

Nthl
Mh2ext

Mh2irit

Mh3

Mh4ext

Mh4int

Figura 104: Muestrasseleccionadasen el desmonte

de la columnade meteorizaciónM
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a) Distribucionmicrobiol¿gica

Los resultadoscorrespodientesal recuentode microorganismossemuestranen la Tabla

XXXIV. Como puedeapreciarse,existió una presenciaimportantede microorganismos

asociadosal mineral: unos, que ya aparecíanen la caracterizaciónde la pulpa inicial,

Incrementaron su número; y otros, aparecenerono se seleccionaronen ciertas

localizacionesde la columnadondeseestablecieronmicroambientesespecíficos.

Si secomparanestosvalorescon los obtenidosen la caracterizaciónmicrobiológicade la

pulpa inicial (Tabla XI), se puede observar cómo la meteorizacióndel mineral ha

potenciado,en general,el crecimientomicrobiológico.Se handesarrolladoespecieshierro-

oxidantesy bacteriasanaerobiasqueno aparecíanen la caracterizaciónde lapulpainicial.

Por su parte, el númerode bacteriasazufre-oxidantes,así comoel númerode heterótrofos

sehavisto incrementado.

En cuanto a la distribución microbiológica a lo largo de la columna, la aparición de

bacteriasazufre-oxidantesfue homogéneadesdeun punto de vista cuantitativo, con la

excepciónde la muestrahí, correspondienteal mineral superficial, dondesedetectóun

incrementonotable. Como seha descritoanteriormente,las bacteriaslitoautótrofas(entre

las que se encuentranlas azufre-oxidantes)son muy dependientesdel oxígeno, lo que

explicaporqué esprecisamenteen la muestrahí, lamásoxigenadade la columna,donde

se desarrollaronpreferencialmente.Tanto la presenciade bacteriaslitoautótrofasazufre-

oxidantescomola de hierro-oxidantesfue importantea lo largode toda la columna,debido

a que el régimen de ciclos de humedady sequedadelegido condujo a la oxigenación

completade la mismay a queno seestablecieranestrictascondicionesanaerobias.

Las bacterias litoautótrofas hierro-oxidantestambién crecieron fundamentalmenteen

aquellaszonasde la columnaen las que existió mayoraireación(muestrahí superficialy

muestrasexteriores).La columnaM tuvo dos puntos fundamentalesde oxigenación:el

correspondientea la muestrahí superficial, con unasuperficielibre expuestaimportante,y

la zonacercanacorrespodienteal puntode muestreoh4, próximaal punto de drenajede la

columna.Precisamente,asociadaaestosdospuntosfUe dondeseencontróunadistribución

más importantedebacteriashierro-y azufre-oxidantesy ademásfue en estospuntosdonde

no seencontraronbacteriasanaerobiasreductorasde sulfatos.
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Tabla XXXIV: Distribución microbiológicaen la columnaM

Resultadosy Discusión

Bacterias Bacterias BRS Heterótrofos
Muestra Fe oxidantes S oxidantes (células/g) totales

(celulas/g) (celulas/g) (cél/g)
hí 90x104 9x10 16 x 102

h2exterior 27x10 12x103 4x103
12 xíO 12x 10~ 8x102

h3 15x10 57x102 3,12x104

h4 exterior 90 x 10
1

18 x 10
4,OxlO

57 x 10 66 x í03
-4-: crecimientopositivo; -: crecimientonegativo

b) Análisismineralógicode las muestras

El análisis mineralógico de las muestrastambién aportó datos interesantesacercadel

“estadode meteorización”en que seencontróel mineral.Confirmandolos datosquímicos

de los drenajes, se comprobó que efectivamente la pirita apenas había sufrido

transformación,aunqueanalizandomás detalladamentelos correspondientesespectrosse

obtuvieronalgunasotrasconclusionesinteresantes.

En la Figura 106 aparecenreflejadoslos difractogramascorrespondientesa tres muestras

diferentes.Tanto en la muestramás superficial (Mhl), como en la muestraintermedia

(Mh2ext) y en la másprofunda (Mh4), la pirita fue el componenteprincipal del que se

identificaron claramentetodos sus picos característicos,indicando que el mineral, en su

mayoría, permanecíatodavíasin transformar.

Aún asi, la evolucióndel residuono fue homogéneaa lo largo de toda la columnade tal

maneraque en la partesuperficialy más expuesta,el mineral sufrió ciertaoxidaciónque

condujoa la formaciónde sulfatos.En concreto,seidentificó el sulfatodeplomo,producto

de oxidacióndel sulfuro de plomo que aparecíaen la muestrainicial como componente

minoritario acompañandoa la pirita. Estecomportamientoesel quecabeesperarpara un

sulfuro expuestoa la acción del oxígenoy del agua, como era el caso de la muestra

superficial Mhí. El sulfuro de plomo presenteen pequeñaproporciónen la muestra(ver

difractogramade la muestraMh4), scoxidó preferencialmenterespectode la pirita en base

a que su potencialde reposoes menor. Como es sabido (Ballestery col., 1991), cada

sulfuro en contactocon un determinadomedio acuoso tiene un potencial de reposo

específico.Cuandodoso mássulfUrosmineralesse encuentranen contacto,el quetieneun

potencial de reposomás alto puedeactuar catódicamente,mientras que el que tiene un
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potencialde reposomásbajo puedehacerloanódicamente.Se ha demostrado(Ballestery

col., 1991)que la pirita facilita la oxidaciónde los sulfurosmineralesPbS,ZnS y CuFeS2,

mientrasque los mismosmineralesretardanla disolución de aquella.Los potencialesde

reposode la pirita, galena,esfaleritay calcopiritason, respectivamente,0,66, 0,40, 0,46 y

0,56 voltios paraun medioapH 4.

Este sulfato de plomo aparecemenosdefinido en la muestraintermedia(Mh2ext) y no

apareceen la muestramásprofunda(Mh4).

El comportamientodel mineral superficialdifirió respectodel observadoparala muestra

másprofunda,de tal maneraqueasociadosa la muestraMh4 no seencontraronsulfatosde

plomo y sí aparecieron,sin embargo,sulfuros de plomo que no lo hacíanen la muestra

Mhí. La explicacióna esteresultadoexperimentalestáenel hechode que ciertossulfuros

de plomoquepodíanestaracompañandoal mineralde partida,junto conunafracciónmuy

pequeñadecalcopirita,seatacaronduranteel procesode meteorización(riegos)en la parte

superiorde la columna. En la parte inferior no sedieron las condicionesnecesariaspara

ello.

La disoluciónde los sulfuroscondujoademása la apariciónde plomo y cobreen solución

quedebieronemigrara la parteinferior de la columnadurantelos sucesivosriegos.Estos

metalesdebieronencontraren la parte inferior con un medio reductorpromovido por la

actividadbiológicade las BRSy el cobrevolvió aprecipitarcomosulfuro,deahíqueen el

difractogramacorrespondientea la muestramás profunda, Mh4, aparezcanlos picos

característicosdel CuS2.

Los datosmineralógicoscorroboraron,por tanto, los resultadosaportadospor el estudio

microbiológico: asociadasa la muestrasuperficial existía una mayor proporción de

bacteriasaerobiascapacesde oxidarel mineral,cuyaactividadmetabólicaquedóreflejada

en la aparicióndeproductosde oxidación de los sulfuros.En la partemásprofUndade la

columna,el ambientereductor, la ausenciade oxígenoy la actividadmetabólicade las

BRS predominaron,de tal modo queno sedetectaronproductosde oxidacióndel mineral,

sino productosdeprecipitacióndebidoalapresenciade un ambientereductorconH2S.

El comportamientode la muestraMh2ext fue intermedio: por un lado, aún aparecen

asociadosa estamuestralos productosde oxidaciónde la pirita; y por otro, sedetectóel

efectode ladisolucióndel PbSy del CuFeS2porquelos picostuvieronpequeñaintensidad.

203



Resultadosy Discusión

Acompañanal minera!,además,restosde los silicatosCa.55i03.5H20y K2Mg5Si12O30.

1

10 15 21 26 32 37 43 48

20

Difractogramascorrespondientesa muestras

del desmontede la columnaM

(p, pirita; x, sulfato de plomo; s, silicato)

Figura106:

• ColumnasH-S, S, L y Li

En el desmontede las columnaspequeñassetomarontan sólo dosmuestrasde cadauna,

correspondientesal minera! superficial(X5) y al mineral profundo (Xv). A estasmuestras

se les realizóunadeterminaciónmicrobiológica,asícomoal último drenajede cadaunade

ellas. La distribución microbiológicaen las columnasse detallaen la Tabla XXXV. La

presenciade microorganismosen el último drenajede cadacolumnasemuestraen la Tabla

XXX VI.

Se detectóuna presenciaimportantede bacterias(azufre y hierro-oxidantes)en todas las

columnassalvo en la columna5, lo que estuvodeacuerdocon el gradode meteorización

alcanzadoen cadaunade ellas(veranálisisquímicosde los drenajescorrespondientes).

53 59 64 70
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Estasbacteriasestuvieronasociadastanto a las muestrassuperficialescomoprofundas,no

existiendo diferenciasapreciablesentre el número de bacteriascontabilizadasen las

muestrasprocedentesde ambospuntos.Las colunnastuvieronunaalturade lechopequeña

(de tan solo 30 cm) y presentaronoxigenacióntanto superficialcomoa travésdel tubo de

drenaje,portanto, no existieroncondicionantesde tipo ambientalque pudieraninducir a la

selecciónde especies.

TablaXXXV: Distribución microbiológicaen las columnaspequeñasde meteorización

Columna/
Especie

II-S5 H-S~ 55 - Sp L~ Li5 Li~

Fe-oxte
(célIg

minera1)

S-oxte
(cét’g

rumneral)

45x10h 5x10 45x10 15x10

008

95x10

008

5x10

018

5x10
4

0,18

-: crecimientonegativo

Especie/columna H-S S Li

Fe-oxidante 1 8 x io~ - 2,9 x 102 2,lx io3
(célIml)

S-oxidante 1 8 x io~ 6,5 x 102 1,8 x
(cél/mí)

TablaXXXVI: Microorganismosasociadosal efluentede las columnaspequeñas

de meteorización

La presenciade bacteriasen los respectivosdrenajesse debió al arrastrede las mismas

durantelos riegos.Los resultadosdelrecuentode bacteriasen los drenajesde las columnas

fueron coherentescon el recuentode bacteriasasociadasal mineral en cadacolumna:

aparecieronbacteriasen todoslos efluentessalvoen los correspondientesala columna5.

Existió una proporciónimportantede bacteriashierro-oxidantesasociadasal mineral, lo

que no sucedió en el caso de las bacteriasazufre-oxidantes,probablementeporquea lo

largo de los lavadossucesivoséstaspudierondesprendersedel mineral con más facilidad,

lo queseconfirmó con el hechodeque en los drenajessí secontabilizaronambasespecies.
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Todos los resultados fueron consistentescon los obtenidos en los ensayos de

meteorización.Así, la presenciade bacteriasasociadasal mineral confirmó que en la

meteorizaciónde un residuo hubo participaciónbacteriana,fruto de la cual segeneróuna

acidezmásimportanteque cuandoseinhibió dichaactividad.Estapoblación“natural” que

aparecióasociadaal mineral terminó creandosu propio microambienteque le permitió

vivir en condicionesóptimas de crecimiento.En estesentido,en los ensayosen matraz

agitado ya se había comprobadocómo el grado de disolución que se alcanzó en

experimentosinoculados,en condicionesóptimas, fue similar al de aquellosotros en los

que la pulpasedejó evolucionarlibrementey en los que terminarondesarrollándoselas

bacterias.Así, el númerode célulasque seencontróen la columa11-5 fUe similar al que

aparecióen la columna inoculada (Li) al final de los experimientos.Y aunqueen L

aparecieronvalores inferiores,esto sedebió a que la duracióndel experimentoL/Li fue

inferior al de I-L-S/S.

Relacionandodatosdel mismoexperimento(esdecir, paraigual númerodeciclos,L frente

a Li), el númerode bacteriasfue siempresuperioren el casode la columnainoculadaLi,

tanto cuando estuvieronasociadasal mineral como cuando se contabilizaron en los

efluentes. Aunque, como se acabade indicar, si el experimento se hubiera dejado

evolucionar un tiempo suficiente, las poblacionesbacterianasen ambascolumnasse

hubieranigualado.

El recuentode BRS dió en todos los casosresultadonegativo.El pequeñotamañode las

columnasocasionóque no llegaran a establecersecondicionesanóxicas,debido a que

existió un intercambio de oxígenotanto a nivel superficial como a través del tubo de

drenaje. Estemismo efectó quedóreflejadoen el hechode que tampocose establecieran

diferencias entre el número de microorganismos aerobios asociados a muestras

superficiales y profundas para una misma columna.

-Ensayosdeactividad

En lacaracterizaciónmicrobiológicade las muestrasobtenidasen el desmonteno sólo fue

importanteconsiderarel númerode bacteriaspresentessino tambiénel estadode actividad

en el que éstasse encontraban.Dado que fue en la columnaM dondese encontróuna

mayor variabilidady selecciónmicrobiológica(ver Tabla XXXIV) se decidió evaluar la

“actividad oxidantey reductora”en las distintascapasde la columnaM, paralo cual se

preparondos ensayos(descritosen el apartado2.4.3.c.): uno para el seguimientode la
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oxidación bacteriana del ion ferroso y otro para evaluar la reducción biológica de los

anionessulfato.

e Actividadoxidante:oxidaciónbacterianadel ionferroso

El parámetroelegidoparael seguimientode la actividadoxidantefue la concentraciónde

ion ferroso, y como indicativo indirecto se midió también la evolución del pH durante los

experimentos.Se seleccionaroncuatromuestrasrepresentativasde los distintos puntosde

la columna:MhI, Mh2int, Mh2ext y Mh4int.

Los ensayosdeactividadhierro-oxidantemostraronque las bacteriasasociadasal mineral

en la columna M estuvieronactivas (la disminución de la concentraciónde hierro fue

claramentemásrápidaque en el ensayoen blanco,Figura 107), pero, sin embargo,no se

observarondiferenciasimportantesentrelos distintospuntosde muestreoconsiderados.La

actividad que presentaronlas bacteriasfue similar en todos los casos,lo que se pusode

manifiesto no sólo en la evolución de la concentración de ion ferroso sino también en la

evolución del PH (Figuras 107 y 108). Tampoco se observaron diferencias de actividad

entre las muestras interiores y exteriores, pese a que sí se había observado la aparición de

precipitadosrojizos(indicativo de oxidación)en las superficiesexternasdel mineral.

Estos resultadospuedenexplicarseen baseal modelo elegido, y ya han sido comentados

antenormente:las característicasde la columna (altura de lecho, régimende riego, etc)

provocaron que las condicionesquímicas a lo largo de ella no fueran especialmente

diferentes.Si bien existieron zonas(las correspondientesa la zonasuperficial, punto de

drenajey capamás externadel mineral) en las que se detectóuna mayorpresenciade

bacterias(verTablaXXXIV) y unamayortransformacióndelresiduode pirita (verFiguras

107 y 108); sin embargo,la actividadde las bacteriashierro-oxidantesen toda la columna

fue semejanteporqueen ningún punto existieroncondicionesquímicasque inhibieransu

actividad. Ahora bien, desde un punto de vista cuantitativo hubo zonas en las que

estuvieronpresentesen mayorproporciónporquela oxidación fue mayor.Perosepuede

decirquelas queestuvieron,siempreestuvieronactivas.
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. Actividadreductora:reducciónbiológicadesulfatos

La actividad reductora se evaluó en la columna a través del seguimiento de la

concentraciónde sulfatos y, de un modo indirecto, a travésde la evolución del PH en

muestrasseleccionadasadistintosniveles.

A diferenciade lo que sucedióen el casode las bacteriasoxidantesde hierro, en el queno

seobservarondiferenciasdeactividadalo largode lacolumna,las bacteriasreductorasde

sulfatossi fueron sensiblesa las condicionesquimicasque seestablecieronen los distintos

puntos, especialmentea la presenciade oxígeno, de modo que estasbacteriassólo

crecieron a partir de las muestrasmásprofundasde la columna(Mh3 y Mh4int). En las

figuras 109 y 110 semuestranlos resultadosde los ensayosdeactividad.Estosrevelanque

la actividad reductoraestuvo presenteexclusivamenteen los puntos más profundos e

interioresde la columna.La disminuciónde laconcentraciónde sulfatosy el incrementoen

el pH pusieronde manifiestoque las BRS presentesen Mh3 y en Mh4int seencontraban

activas,lo queno sucedióen el casode la muestraMhí. Esteresultadofue consistentecon

el obtenidoen el recuentode bacterias,en el que tampocosehabíadetectadocrecimiento

asociadoa la muestraMhl. Como sedetallaráampliamenteen el apartado3.3., ambos

factoresfueron indicativosde actividadreductora.

91110-

8110- •CU U
~ e u

AA’>
8 jA <¼. u u

u
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~- —u--Mil
~ eivíu

-1010- 10 9 . 40
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Figura 109: Evolución de la concentraciónde50.5

en los ensayosde actividadreductora
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Figura 110: Evolucióndel pH

en los ensayosde actividadreductora

El desmontede la columnaM aportótambiéndatos acercadel “estadode meteorización”

en queseencontróel mineral.Confirmandolos datosquímicosasociadosalos drenajesde

meteorización y los resultados del estudio mineralógico de las muestras, se comprobó que

efectivamentela pirita de la columnaM no seencontrabaapenasoxidada.

El desmontede la columnaM confirmó los datosobtenidosdurantela meteorización,así

como la distribuciónmicrobiológicaestablecidaapartir de los recuentos.Existió presencia

importantede microorgansimosqueseseleccionaronsegúnlas condicionesestablecidasen

la columna. Aunque, desdeun punto de vista cuantitativo, existió mayor presenciade

bacteriaslitoautótrofasasociadasa las muestrasmásexteriores,sin embargo,la actividad

evaluadaen cadaunade las zonasde la columnano mostró diferenciasimportantesporque

el riego(y portanto la oxigenación)de las columnascontribuyóalahomogenización.

Las BRS,sin embargo,sí fueronsensiblesa las condicionesfisico-quimicasestablecidasy

no llegaron a creceren ciertos puntos de la columna(hí, h2ext, h4ext) en los que la

presenciade oxígenofuemás importante.

210



Resultadosy Discusión

3.2.3.-Transformación química y sucesiónmicrobiológica: modelo en columna

En el apartado2.3.5. haquedadodescritoel modeloen columnaelegidoparael estudiode

las transformacionesquímicasy microbiológicasqueacompañarona la meteorizacióndel

residuo.Medianteestemodelo, setrataronde reproducirlas condicionesdel sistemaen el

“ambienteA” (Figura 4), es decir, cuando la pirita estuvo sumergidabajo agua. Otras

situacionesmásespecíficas,de ambientesparticularesdel sistema,han sido reproducidasa

travésde los experimentosde “meteorizaciónforzada”descritosenapartadosanteriores.

El modelo para el estudiode la sucesiónmicrobiológica(SM) es un modelo en columna

mediante el cual se evalúan los cambios microbiológicos que acompañan a las

transformacionesquímicasdel mineral. En nuestrocaso, no se introdujo ningún factor

(riegos,ciclos de sequedad)que pudieraalterar la propia evolucióndel residuo,salvo la

temperatura,que se mantuvo a 300C medianteuna caja termostatizada,y la aireación

forzada, que seprovocóconunabombaperistálticaconel fin de simular el efectodel aire

y el movimiento del agua.Los puntosde muestreose describieronen su momento y se

encuentranreflejadosen la Figura11.

3.2.3.a.-Transformaciónquímica

La evolución químicade las muestrastomadasen los diferentespuntos se ilustra en las

Figuras 111 a 115. La primera observaciónimportanteque cabe resaltar es que en la

columnano llegó a establecerseun gradientequímico en la capade aguasobreel mineral

(algo quesí sucedíaen lapresade estériles).Estapodríaconsiderarsecomounaobjeciónal

modelopropuestodebidoaqueno seconsiguióreproducirlas condicionesen la presa.Dos

factores han podido contribuir a este efecto: por un lado, una altura de columna

insuficiente; y por otro, la aireacióny el movimiento provocadosen el agua,que pudo

conducir probablementea la mezcla de las distintas capasque se hubieranpodido ir

formando. Aún así, el modelo reprodujo bastantebien las condiciones del sistema

encontradasen la presa,comoenseguidasevera.

De acuerdoconestaprimeraobservación,laevolucióndelpH en cadauno de los puntosde

muestreodisminuyóde un modo semejantehastaalcanzarvaloresequivalentesa los quese

encontraronen la superficie de la presa (ver Figura 3), no existiendodiferenciasentre

dichoscuatropuntosde muestreo(Figura III).
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Figura111: Evolucióndel pH en lacolumnaSM

La concentraciónde metalesen solución en cadauno de los puntos de muestreoestuvo

siemprepordebajode los 80 mg/l, salvo en el casodel cobre,el cual no llegó adisolverse

y se mantuvo siempre en valores comprendidosentre las 0,1 y 0,3 ppm. Estas

concentracionesfuerondel ordende las que semidieronen la presaen el punto CV-2 (ver

Figura 3), o lo que es lo mismo, en el punto correspondienteal aguasuperficial. En la

Figura 112 serepresentanlos nivelesmáximosde concentraciónmetálicamedidosen los

cuatropuntosde la columnaen comparacióncon los valoresde la presa.

Todas las muestraspresentaronniveles similares de concentraciónmetálica, con un

pequeñoincrementoparalas concentracionesmedidasen lamuestramássuperficial(SMI)

y parala muestramáspróximaa la superficie del mineral (SM4). Perobásicamente,al

igual que seobservabaparael casodel pH, el gradode disoluciónmetálicamedidaen los

cuatropuntos, así como su evolucióna lo largodel tiempo (Figuras113ay 1 13b), fueron

similaresen todos los casos.La evoluciónde la concentracióndemetalesen los puntosde

muestreopresentóun pico ascendentequecincidió conun descensobruscode pH.

cJe~I~
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Figura 112: Comparaciónde los valoresde concentraciónde metales

medidosen la presade estérilesy en lacolumnaSM

Estecomportamientopuedeexplicarseteniendoen cuentaqueel oxígenopudo accedera la

interfasesólido-líquidopor la aireaciónforzadaa la que se sometió a la columna.Como

consecuencia,parte del la pirita superficial se oxidó (ecuación [30]) ocasionandoun

descensode pH y un incrementoen la concentraciónde metalesen solución:

FeS2+ 15/802±13/2 Fe
3~+ 17/4H

20 —> 15/2 Fe
2~±25042 + 17/2 H~ [30]

Estaoxidaciónno progresódebidoa la formaciónde un precipitadopardo-rojizo que se

depositó sobre la interfase sólido-líquido, aislando el mineral e impidiendo el progreso de

la oxidación.De hecho,esteprecipitadoseidentificó medianteanálisispor difracciónde

rayos-X resultandoserun productode oxidaciónde la pirita, en concreto,una mezclade

óxido férrico (Fe
2O3)y de sulfato de hierroy amonio(NI-{4)3Fe(504)3(Figura 114).

La posteriorprecipitaciónde los metalesdisueltos en forma de óxidos y sulfatos hizo

disminuir su concentración en solución.
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10 15 21 26 32 37 43 48 53 59 64

20

La columna se estabilizó, finalmente, en una situación comparablea la que se ha

reproducido mediante la columna (5) (ver apdo. 3.2.2.c.) y que corresponde a la zona de

mineralsumergidoen lapresade estériles(ambienteC, Figura4).

I(u.a.)

Figura 114: Difractogramacorrespondiente

al precipitadogeneradoen la columnaSM

La evoluciónde la concentraciónde sulfatos(Figura 115) tambiénfue semejanteen los

cuatropuntosde muestreo, con valoresinicialesbastanteelevados(en tomo a las 1.500-

1.800ppm) lo queno sucedíacon la concentracióninicial de metales.La capade aguaque

quedósobreel mineral,una vez que la pulpasedimentóen la columna, correspondióal

aguaque acompañabaal residuo sólido a la salida de planta. En este aguaestuvieron

presenteslos ionessulfito queacompañabana la pulpaen unaconcentraciónen torno a las

250 ppm (ver análisisquímicocorrespondientea la muestraP.E., TablaX). Los datosdel

primer muestreofUeron tomadosa las cuatrosemanasde habermontadola columna.Este

tiempofUe suficienteparaqueseoxidaranlos sulfitospresentesenel agua.Poresoel valor

de la concentraciónde sulfatosen el primermuestreoya estuvoentorno a las 1.500ppm.

Los máximos niveles de concentraciónde sulfatos (en torno a la semana 20)

correspondieron,porun lado, a la ligeraoxidacióndela pirita comentadaanteriormentey,

en mayormedida,a la oxidacióndel ion sulfito presenteen el aguaque acompañabaa la
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pulpa. De hecho,estosvaloresmáximos secorrespondieroncon el valor mínimo de pH,

del ordendc 3,5, precisamenteel valorde pH final de oxidacióndel ion sulfito.

La concentraciónde sulfatosdisminuyóa partir de la semana

formando una capasobre la interfase sólido/líquido, cuya

anteriormente.

4039-

U,

37139-

ji1:

A

¿

20 debidoa su precipitación

composición se ha descrito

—u— SMi
e Sft’12
ASM3

—y—SM4

39 39

Figura 115: Evoluciónde la concentraciónde sulfatos

en los cuatropuntosde la columnadeSM

3.2.3.b.-Succsiónmicrobiológica

El seguimiento microbiológico de la columna tuvo un doble objetivo: por un lado,

determinar la posible variabilidad de especies asociadas al mineral, para así contrastar con

los resultados obtenidos en el muestreo de la presa de estériles; y por otro lado, estudiar la

posible sucesión microbiológica que podría acompañar a la evolución química en cada uno

de los puntos del sistema.

Para realizar este seguimiento, se incorporó un nuevo punto de toma de muestras, SM5

(Figura 11), correspondiente al mineral del fondo de la columna el cual se muestreó a

través de un “cajetín” diseñado a tal efecto. Hay que destacar que esta columna, a

diferencia de las otras columnas grandes de meteorización,M y M2, nuncasedrenó, lo

A

110 15 9

T¡eswn (saTn~)
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cual permitió que, como enseguidase verá, en el fondo se establecieranestrictas

condiciones anaeróbicas.

El análisismicrobiológico de las muestrassucesivasmostró, en primer lugar, que hubo

presenciade microorganismosasociadosa la pulpa desdeel principio, predominando,en

un primermomento,cuandolas condicionesquímicasfueronbásicas,los heterótrofos.Este

aspectocorrobora los datos realesobtenidos al muestrearel sistema, pues, como se

discutió en el apartado3.1.4., secomprobóla presenciade microorganismosasociadosal

míneraldesdelas primerasmuestrastomadasen laplantade flotacion.

El segundoaspectoque cabeseñalaresque la presenciade microorganismosfue bastante

homogéneaen los cuatropuntosde muestrocorrespondientesa la capade aguasobreel

mineral, aunqueseobservóun incrementotantode heterótorofoscomo debacteriasazufre-

oxidantesen los puntos SMí y SM4, donde se había observadoun incrementoen la

concentraciónde metales.Tanto los heterótrofoscuantificadoscomo los litoautótrofosson

microorganismosaerobiosy, como ya se indicó anteriormente,los puntos SMl y 5M4

fueron los de mayor concentraciónde oxígeno: SMl, por estar en contacto con la

superficie,y SM4 porquefue aquídondeseproducíael burbujeode aire forzado,a la altura

de la interfasesólido-líquido.

Los microorganismosheterótrofos(cuantificadoscomo la sumade bacterias,levadurasy

hongos)fueron detectadosdurantetodo el periodoqueduró la observaciónde la columna,

aunquesu presenciafUe menosimportantecuandoal ambientesevolvió más ácido. En

estas condiciones, a valores de pH por debajo de 3, predominaron las bacterias

litoautótrofas de las que se cuantificaron exclusivamentelas azufre-oxidantes(en el

recuentomedianteNMP no crecieronbacteriashierro-oxidantes)(Figuras116 y 117).

El crecimientode bacteriasreductorasde sulfato (BRS) sólo sedetectóen la muestraSM5.

Estasempezaronaaparecerapartir de la semana15, probablementeporquehastaentonces

no llegaronaestablecersecondicionesanaerobiasen el fondode la columna(Figura 118).

A partir de la muestraSMS se realizaronalgunos ensayosde crecimiento de BRS,

comprobándoseque estecultivo mixto creció muy bien a valoresde pH comprendidos

entre5 y 7, estandosin embargoinhibido a pH 4. Tambiéncrecieronbien en presenciade

cobre,en concreto,a la concentraciónde 25 ppm.
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Además,se investigó la presenciade otro tipo de microorganismosque pudieranestar

asociadosal mineral en estepunto(SM5). Por ello, se realizaronensayosde presenciade

bacteriaslitoautótrofasazufre-oxidantesy hierro-oxídantes,y se evaluó la presenciade

heterótrofos.El resultadofue un crecimientomuy débil de microorganismoslitoautótrofos

y una presenciaimportantede heterótrofos.Las condicionesquímicasdel fondo de la

columna (pH, Eh, metales,sulfatos, etc) seleccionaronlas especiesmicrobiológicasde

modo que las bacterias litoautótrofas,que necesitanbásicamenteoxígeno y ambientes

ácidosparadesarrollarse,no pudieroncreceren estascondiciones.No sucediólo mismo

con el amplio grupo de heterótrofosdel que pudieron desarrollarsealgunasespecies

neutrófilas.

axo~

o

Figura 116: Evoluciónde la poblaciónde heterótrofos

en la columnade SM
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Figura 117: Evolucióndela poblaciónde bacteriaslitoautótrofas

azufre-oxidantesen lacolumnade SM
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3.2.3.c.-Algunasconsideracionessobrelos resultados de la columna de sucesión

microbiológica

Esta columna vino a representarlas condiciones de “mineral sumergido” que se

encontraronen lapresaen situación de “presaactiva”. La situaciónque seestablecióen la

columnade SM fue intennediaa la dc las columnasL y 5.

Porun lado, si las condicioneshubieransido comoen lacolumna5, puestoquetambiénse

trata de una columna con mineral sumergido,sin drenaje ni ciclos, el pH no habría

descendidoy tampocosehabríaobservadodisoluciónmetálica.

Porotro lado, si las condicioneshubieransido como en las columnasL ó H-S, el pH habría

bajadopor debajo de 3,5 y la concentraciónde metalesen solución habría sido mucho

mayor. Lo que sc observófue que el valor de pH estuvo en el ordendel pH final de la

oxidación del ion sulfito, y que prácticamente no existió nada de disolución metálica.

Aunque la columna de SM sirvió parareproducirlas condicionesde la presaen la zona

correspondienteal mineral sumergido(ver Figura 4, “ambiente C”), el modelo presentó

unalimitación significativapuestoque la alturade la columnade aguasobreel mineral fue

insuficiente,de tal maneraqueno sepudo establecerun gradientequímico, como sehabía

observadoen la presa.

No obstante,el modelo describióbien las dos zonas extremas(Figura 119): la zona

superficial de la presa, con valores de pH del orden de 3 y concentración de metales en

torno a las 50 ppm de Fe, 0,5 ppm de Cu, 40 ppm de Zn y concentraciónde sulfatosdel

ordende las 1.800 ppm.

En estazonatambiénsecomprobóquepredominaronlos microorganismosaerobios,entre

los que cabedestacarespecialmentea las bacteriaslitoautótrofas.La columnareprodujo

tambiénla zonaanaerobia,en la que se encontraronpresenteslas bacteriasreductorasde

sulfatos, ademásde las bacteriasheterótrofasneutrófilas que se acomodarona las

condicionesmásbásicasdel fondode la columna.
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A diferenciade lo que sucedióen la capade aguasobreel mineral,en la que no sedetectó

presenciade bacteriasoxidantesde hierro, sin embargo,sí se encontróuna presencia

importante de bacterias hierro-oxidantes asociadas a la pirita, que estuvieron

homogéneamentedistribuidasen todo el volumende lechode la columna.Másadelante,se

evaluarálaactividadoxidantequeéstaspresentaron.

Desdeun punto de vistacuantitativo,el númerode bacteriasazufre-oxidantesasociadasal

mineralfue superioral de bacteriashierro-oxidantesy tambiénalnúmerode bacteriasque

seencontraronen la capade aguasobreel mineral (ver Figura 117). La mayorproporción

de bacteriasazufre-oxidantesse encontró en la muestraSMhl correspondientea la

interfasesólido-liquido,muestraen la que existió mayorpresenciade oxigenodebidoa la

aireación. Fue también en esta muestradonde se registró la mayor proporción de

heterótrofos.

En general,la proporciónde bacteriaslitoautótrofas(azufrey hierro-oxidantes)fue menor

cuanto más profunda se encontrabala muestraen la columnadebido al gradientede

oxígenoque se estableciócon la profundidad,de tal maneraque en la parteinfererior se

crearoncondicionesabsolutamenteanaerobias.Esto no sucedió exactamenteigual en la

columnademeteorización(M). Como ya sehabíaindicado, en estacolumnael riegoy el

drenajehomogeneizaronlas condicionesquímicas.Por esto,en la columnaM la presencia

de bacteriaslitoautótrofasse detectóa lo largo de toda la altura de lechoen proporción

bastantehomogénea,algoqueno sucedióen la columnaSM.

Como cabíaesperarse,las bacteriasanaerobiasreductorasde sulfatos estuvieronpresentes

fundamentalmenteen la muestramásprofUndade la columna(SMhS),aunquetambiénse

detectaronasociadasa las muestrasSMh3 y SMh4. Más adelante,e igual queparael caso

de lasbacteriashierro-oxidantes,seevaluarásuactividad.

-Caracterizaciónmineralógica

Los resultadosdel análisispor difracciónde rayos-X de las muestrasmostraronque, en

general,la transformacióndel mineral,queserecordaráseencontrababajo aguaduranteel

experimento,fue bastantepequeña,aunquesedetectaronciertoscambiosa lo largo de la

columna.

Así, la interfasesólido-líquidosecubrióde un fina capade un precipitadorojizo, muy fino,

cuyo análisis revelóque setratabade un precipitadode Fe2O3 y (NH4)2Fe(S04)3(Figura
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121). Como ya se comentóanteriormente,la superficie del mineral estuvo sometidaal

oxígenoque seburbujeóen la columna,lo quepermitió que sedesencadenarala actividad

de las bacteriaslitoautótrofasoxidantesdel mineral,cuyaproporciónfue máximaen este

puntode la columna,segúnseacabade reflejar (TablaXXXVII).

Del mismo modo, el análisismineralógicode la muestramásprofundarevelóque, si bien

la pirita menosalteradaseencontrabaenestepunto (igual que sucedíaenla muestraMH4,

ver resultadosdel desmontede la columnaM), lapresenciade sulfuroscomo PbSy CuS2

(que no aparecíanen la muestrade pulpa inicial, ver Figura 23) poníade manifiesto la

existencia de actividad microbiológica reductora de sulfatos, que promovió la

reprecipitaciónde estossulfuros (Figura 121). Precisamente,asociadaal punto Smh5 fue

dondeseencontróla mayorpresenciade BRS

Frente al porcentaje importante de meteorizaciónque apareció en la muestra más

superficial, lamuestramás profundarevelóque lapirita seencontrabamuy pocoalterada.

En estepunto (igual quesucedíaen la muestraMh4, ver desmontecolumnaM), sedetectó

la presenciade sulfuros como PbS y CuS2que pusieronde manifiesto la existenciade

actividadmicrobiológicareductorade sulfatos.Precisamente,asociadaal punto SMh5 fue

dondeseencontrólamayorpresenciade BRS.

En la columnaSM, a diferenciade lo quesucedióen la columnademeteorización(M), los

productosde la oxidaciónsuperficialde la pirita se acumularonsobrela interfasesólido-

liquido. El régimende riegos en la columnaM provocóque estosproductossearrastraran

con el aguay, dehecho,en el desmontede la columnaM, seencontraronrestosde ellos

entrelas grietasdel mineral. La columna SM fue una columnamuchomásestáticay por

esoseformó unacapaconsiderablede mineralmeteorizadoen la interfasesólido-liquido.
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1

Figura 121: Difractogramascorrespondientesamuestras

seleccionadasenel desmontede lacolumnaSM.

a, (NH4)3Fe(SO4t;b, FeO(OH);c, CuS2;

s, K2Mg5Si12O30;p, pirita

Con eldesmontede lacolumnaSM seacumularonnuevasevidenciasy seconfirmaronlos

resultadosobtenidosdurantelos muestreossucesivosen el sistemareal de la presade

estériles:seconfirmóque asociadaal mineralexistíaunapoblaciónimportantede bacterias

que se fueron desarrollandoselectivamentea lo largo de la columnaen función de las

condicionesquímicas que se iban generando.Es decir, mediante la columna SM se

consiguióreproducirla estratificaciónmicrobiológicaqueseestablecióen la presa:en las

muestrasmás superficialespredominaronlas bacterias litoautótrofas, aerobias y con

capacidadparaoxidar el mineral,mientrasque en el fondo sedesarrollaronlas bacterias

anaerobiasreductorasde sulfatoscuyaactividadpromovió la precipitaciónde metalesen

forma de sulfuros.

Esta distribución microbiológica se establecióprogresivamente,de tal maneraque las

bacteriasse fueron sucediendocuando las condiciones químicas se fueron haciendo

adecuadas.

10 15 21 26 32 37 43 48 53 59 64 70
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Los datos mineralógicospermitieron identificar todos los productos de la actividad

microbiológica: óxidos y sulfatos procedentesde la actividad oxidante; sulfuros

procedentesde la actividadreductora.

-Ensayosdeactividad

Al igual que para el caso de la columna de meteorizaciónM (apdo. 3.2.2.c.), se

seleccionarondistintasmuestrasrepresentativasprocedentesdel desmontede la columna

SM para realizar los ensayosde actividadoxidante y reductora.La descripciónde las

condiciones de experimentación se detalló en el apanado 2.3.5.b..

• Actividadoxidante

El recuentode microorganismosasociadosa las distintas muestrasdel desmontede SM

puso de manifiestoque existíapocadiferencia, desdeun punto de vista cuantitativo,en

cuantoala presenciade bacteriasoxidantesde hierroa lo largode la columna,salvoparala

muestrasuperficial SMhl. Estas bacteriasse mostraronactivas en las condicionesde

crecimiento(medio, temperaturay agitación) en que se mantuvieronlos cultivos, como

puedeapreciarseporel descensoen el valor de pH y en la concentraciónde ion ferrosoen

contraste con el ensayo en blanco. No se detectaron diferencias importantes en relación con

la procedenciade la muestraa partirde los distintosnivelesde la columna(Figuras122 y

123). Sólamentela muestraSMhí presentóunacinéticade oxidaciónligeramentesuperior

a la del resto.Aunqueestadébil tendenciaes inapreciableen las gráficas,pudoconstatarse

a travésdel seguimientode los cultivos (evolucióndel color, númerode células,etc).Esta

muestrafue tomadaprecisamentede la interfasesólido-liquido, lugaren el que existió una

mayoractividadmicrobiológicagraciasa lapresenciade oxígeno.
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Figura 122: Evoluciónde laconcentraciónde ion ferroso

en los ensayosde actividadde lacolumnaSM

26

Figura 123: EvolucióndelpH en los ensayosde

actividadoxidantede lacolumnaSM

Tiaypa(di~)
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. Actividad reductora

Los ensayospusieronde manifiestoquehuboun gradientede actividadbiológicareductora

de sulfatosen la columna,de tal maneraque fue en las muestrasmásprofundasdondese

encontróunamayor actividad.Esto pudocomprobarseatravésdel pH de los cultivos, que

alcanzaroncifraspróximasa 9 en las muestrasmás interiores,y por la prácticaeliminación

de los sulfatos presentesen el medio de cultivo (Figuras 124 y 125). Como ya sehabía

comprobadoen los recuentosmicrobiológicos,estasbacteriasno aparecieronasociadasa

las muestrasmás superficialesde la columna,y de hechola actividadestuvo algo más

ralentizadaen aquellasmuestras(SMh3) menosprofundas,pueslas bacteriastardaronmás

en crecer.No hubocrecimientoen la muestramássuperficialSMhI. La razónobviamente

fue que en la columnaSM hubo un gradientede oxigenoque provocóque las bacterias

reductorasde sulfatos,anaerobiosestrictos,sólo crecieranen las muestrasinteriores,donde

no existió presenciade oxigeno (la misma razónpor la que, como se acabade ver, no

crecieronlas bacteriaslitoautótrofas).
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Figura124: Evoluciónde la concentraciónde sulfatos

en los ensayosde actividadde la columnaSM
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Figura 125: Evolucióndel PH en los ensayosde

actividadreductorade la columnaSM

La columnaSM sirvió parasimularsatisfactoriamenteel sistema“presade estériles”en el

“ambiente C” (Figura 4) correspondientea la zona de pirita sumergida.Además de

reproducirselas condicionesquímicas encontradasen la presa, seestableciótambiénla

distribuciónmicrobiológicaencontradaen la presa.El repartode actividadmicrobiológica

y de condicionantesquímicosquedóestablecidodel modoque seilustraen laFigura 126.
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decisivamentecl estadodel sistema.Esta oxidación no se evita con la disposicióndel

residuobajoagua.

La solución al problemaque suponela presenciadel ion sulfito en las aguasresiduales

puedeenfocarsedesdevarios puntos de vista. Por un lado, sepodríatratar de inhibir la

oxidación, algo muy dificil de conseguir en un sistema abierto y teniendo en cuenta además

la particular facilidad con que se oxida este ion. También podría adicionarsealgún

inhibidor, de los cualesestándescritosvarios en la bibliografia como el manitol (Fuller y

col., 1941) y compuestoscomplejosde naturalezaorgánicacomola N,N-dimetilformamida

y la N,N-dimetilacetamida(Schroeter(1), 1963) cuya utilización supondría un coste

adicionalimportante.

Otra soluciónal problemapodríaestaren “la oxidacióncontrolada”.Es decir,mediantela

adiciónde un reactivo,setrataríade acelerarla oxidacióndel ion sulfito previamentea su

vertido, con lo queno apareceríaconstantementeesteion en las aguasde la presa.Existen

compuestosquesoncatalizadorespositivosde estaoxidación,como,porejemplo los iones

cúpricos(Fuller y col., 1941; Higginson y col., 1957)y, en general, los metalespesados

(Hegg y col., 1978; Pasiuk-Bronikowska,1988; Schoroeter(II), 1963). También se ha

demostradola capacidadcatalíticade compuestoscomo el cloruro férrico (Wisniewski,

1990). Sin embargo,la adiciónde cualquiercompuestosupondría,igual que en el casode

la inhibición, un costeadicionalimportante.La oxidacióntambiénpodríaconsiderarsea

travésde un tratamientobiológico. Sin embargo,aunquesehacomprobadola capacidadde

ciertas bacterias litoautótrofas de las especiesThiobacillus thiooxidans y Thiohacillus

ferrooxidansparala oxidacióndel ion sulfito (Kodamay col., 1968; Lorbachy col., 1993;

Suzuki y col., 1993),como quedódemostradomediantelos experimentosdescritosen el

apartado3.2.1.b., la cinéticade oxidaciónbacterianaes significativamentemás lenta que

la química.

La disposiciónde residuosbajo aguapareceser, pesea todo, el métodomásconveniente

para el almacenamientode la pirita. Pero,para que estemétodoresultedefinitivamente

eficazes necesariopotenciarlos procesosque conducena la reducciónen lugarde a la

oxidación de intermedios.

Como se ha puestorepetidamentede manifiesto,la caracterizacióndel sistemapermitió

conocerque en el fondo de la presaexistíancondicionesreductorasy unaspoblaciones

importantesde bacteriasreductorasde sulfatos.
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La viabilidad de los procesosde “resulfuración” está condicionadapor la presenciade

microorganismosque, por un lado, cooperenal mantenimiento de las condiciones

anaeróbicasy, por otro, favorezcan la precipitación de sulfuros termodinámicamente

estables(East y col., 1994). Dentro de estegrupode microorganismosse encuentranlas

bacteriasreductorasde sulfatos, cuyo metabolismoproporcionados compuestosbásicos

parala precipitacióny estabilizaciónde metalesen un ambienteanaerobiocomo el H2S y

el H2C03, ademásde alcalinizarel mediode acuerdocon la reacción:

2H~ + SO4 ±2“C1120”—> H25 + 2H2C03 [61]

Uno de los aspectosmásimportantesde cualquiermétodo de almacenamientode residuos

es que éstos se estabilicende la mejor maneraposible de modo que se aseguresu

inmovilización. Si el residuoquesealmacenaesun mineral,y másen concretoun sulfUro,

el ambienteen que ésteha de encontrarseparaevitar sudegradacióndeberáseranaerobio.

La manerade quelos sulfurosdepositadosen los sedimentosno oxidantessemantenganen

condicionesestablesesque las formasde precipitaciónseanlo másfavorablesposible. Es

decir, porejemplo,parael casode efluentescon hierro,queseformenpirita o siderita;que

en el caso de efluentescon manganeso,se forme la rhodochrosita,que es la fonna más

estableparaestemetal,etc. En general,casitodos los metalescomo,el Co, Ni, Cu, Zn, As,

Cd,Ag, Se, Hg y Pb,puedenformarsulfurosestables.

Las aguasde mina sonun ambienteidóneoparapromoverla reducciónporqueen ellasse

encuentrannormalmente disueltos una cantidad importante de sulfatos, con lo que

aparentementeel único factor limitante sería el aporte de una fuente orgánica que

favorecieseel crecimientode las bacterias.

Lapresenciade BRSmetabólicamenteactivassepusode manifiestoen lapresade estériles

por las condicionesde alcalinidad,así como por las concentracionesde sulfatosy metales

medidasen el fondo.La eliminaciónconjuntade sulfatosy sulfitosenaguascontaminadas

mediante reducción biológica se ha ensayadoexperimentalmentecomo método de

tratamiento,obteniéndosebuenosresultados(Sámer,1990). Esteprocesoha tenido tanta

aceptaciónque no sólo seproponecomo métodode tratamientode aguascontaminadas

sino tambiéncomométodo de recuperaciónde metales,con cierto valor añadido,a partir

de aguasresidualesindustriales(Hammacky col., 1994).

Por todas estascircunstancias,seensayóestemétodoparapromoverel tratamientode la

aguasde la presa.Inicialmente,seestudióla actividadde las bacteriasaisladasen el propio
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sistemaparaconocerlos límites máximosy mínimosbajo los cualessepuedenencontrar

metabólicamenteactivas.

Básicamente,el estudiosecentróen tresaspectos:en conocerel intervalode pH en el que

sepodíanencontraractivas estasBRS; en investigarsu toleranciaa metales;y finalmente

en realizarensayosde reducciónbiológicade sulfatos.

3.3.1.-Alcalinización del drenaje ácido

La posibilidadde tratarel aguaácidade la presaaprovechandola actividadmetabólicade

las BRS aisladasdel propio sistema fue evaluadaa través de los experimentosde

crecimientode cultivos mixtos a distintos pH. Se ensayaronlos valores4, 5 y 7. Los

resultados que se muestran en las Figuras 127 a 130 correspondieron a ensayos distintos en

las mismas condicionesiniciales. La diferenciaentreellos estuvo en el tipo de inóculo

utilizado. En los ensayos denominados E se utilizó como inóculo un cultivo envejecido

crecido en medio C a pH 7. En los ensayosF se utilizó un cultivo joven crecido en un

mediocon Cu a pH 5.

7.5- -e
A

ee
7.0- e A

A A

y A

—u— E4fri
ao - —e E5r¿-i

A E7fri

• .— U u —~ u

5-0- u

lieTn (di~)

Figura127: Crecimientode BRS a distintos

valoresde pH
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Figura 128: Crecimientode BRS adistintos

valoresde pH

Las bacteriascrecieronapH 5 y 7. A pH 4 fueron, en general,dificiles de adaptaraunque

en algunoscasos,y con una cinéticamás lenta, los cultivos comenzarona crecer(pudo

observarseunadisminucióndel Eh y un ligero aumentode pH; ver Figuras 127 a 130. De

todos modos,el pH 4 parecióun limite inferior demasiadoextremoque no sepudo utilizar

como pH aceptablede crecimiento.

Pesea queel pH óptimo de crecimientoparaestetipo debacteriasseencuentraentre7 y

7,5, los cultivos mixtos ensayadosse adaptaronmuy bien a pH 5, obteniéndosemejores

resultadoscuandose utilizó un cultivo joven crecido a pH 5 que cuandose utilizó un

envejecidoy crecido a pH 7. La razón se encuentraen que las bacteriaspuedenverse

afectadaspor el propio H2S desprendidocomo consecuenciade su propia actividad

metabólica.

El metabolismode las BRS provocó un incrementoen el valor del pH en los cultivos,

alcanzándosevaloresde hasta 8,5. El potencial redox se mantuvo por debajo de cero

siemprequelas bacteriascrecieronadecuadamente(Figuras129 y 130). Estasbacteriasson

capacesdegenerarpotencialesmuy negativos,aúnpartiendodeun mediooxidante.
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Adicionalmente,seensayóel crecimientode BRS en aguade mina utilizando el drenado

de la columnah66 como medio de cultivo, que conteníauna concentraciónimportantede

sulfatosy un valor de pH (en tomo a 5) dentrodel intervalo de actividadde las bacterias

ensayadas.Estemedio seenriqueciócon lactato,extractode levaduray citrato,paraaportar

la fuente de carbono y un medio reductor. Las concentracionesutilizadas fueron las

habitualmenteempleadasen el medioC (ver apdo.2.3.1.).

Las BRS crecieronen estascondiciones,como sepuso de manifiestoporel clásico olor a

ácido sulfhídrico de los cultivos y porquesobrela superficie de la pulpautilizada como

inóculo se depositó una capade sólidos negros correspondientesa la precipitación

biológicade sulfuros.Peroel crecimientofue muchomás lento y el pH en los cultivos sólo

subióhastavaloresen torno a7.

Las BRS fueron capaces,en algunoscasos,de subir el pH hastatresunidadespor encima

del valor inicial. Ahora bien, suposibleaplicaciónal tratamientodeaguasácidasde mina

ha de pasarnecesariamentepor un tratamientoquímicoprevio de neutralizacióno por la

adaptaciónprolongadade los cultivos, pues el crecimientode estasbacteriasen medio

ácidoaparececomo un factor limitante importante.Aunquealgunosautoreshan aportado

resultadosacercadel crecimiento en medio ácido (Béchard,Rajan y McCready, 1990;

Caims y col. 1991), también estándocumentadasy demostradaslas dificultades que

suponeel crecimientoa valoresde pH pordebajo5 (Tuttle y col., 1969; Ameseny col.,

1991).

3.3.2.- Precipitación biológica de metales

Una de las consecuenciasindirectasde la actividadde las BRS es la precipitaciónde los

metalesdisueltosen las aguas de mina, al reaccionaréstoscon el H2S producido en la

reduccióndel SO4
2?,de acuerdocon las reacciones(Kuyacaky col., 1991;Kuyacaky col.,

1994;Rowley y col., 1994):

2 H~ + SO
4 + 2 Corg ~ H2S + 2 CO2 (g) [62]

H2S±Me
2~—*MeS’I-±2H~ [63]

Dentrode los metales(Me) sepuedenincluir al Fe, Zn, Ni, Cd, Cu, Pb, etc, todos ellos

presenteshabitualmenteen las aguasresidualesde mina.
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Existen muchostrabajossobrela precipitacióndemetalesmedianteprocesosde reducción

biológica, que incluyen todos estosmetalese incluso otros de particularinteréscomo el

arsénico (Belin y col., 1993). Mediante este método se han conseguido eliminar

concentracionesdel ordende las 100 ppm de hierro, 300 ppm de cinc (Dvorak, 1991) y

hasta75 ppm de níquel (Hammacky col., 1992).El cobre esun metal conflictivo ya que

puede llegar a ser tóxico para las bacterias.Sólo se ha conseguidobuenaeficacia de

eliminación de cobre para concentracionesdel orden de las 25 ppm y, por estabaja

concentración,seeligió estemetaltratandode mejorarsuprecipitación.

-Eliminaciónbiológica del cobre.-Ensayosvreliminares

Paralos ensayosde eliminaciónde cobreseprepararonunosexperimentospreviosen los

que seestudióla toleranciaal cobredel cultivo mixto de BRS aisladoa partirde los lodos

del fondode la presa.Seprobaronlas concentracionesde 25 y 50 ppm y seensayarondos

tipos de cultivos: uno adaptadopreviamenteacobreen medio C apH 5 (Di) procedentedel

lodo del fondo de la presay otro crecidoa pH 7 (SMh5) aisladode unamuestraprofunda

de la columnade sucesiónmicrobiológica(SM). Finalmente,seprobó la influenciadel

tamañodc inóculo utilizandocultivos conun 10 y un 20%,respectivamente.

Los resultadosde estosprimerosexperimentospusierondemanifiestoque amboscultivos

mixtos de BBS tolerabanconcentracionesde hasta 50 ppm de cobre,mostrándoselas

bacteriasigualmenteactivasen presenciade 25 y de 50 ppm de cobre.Esteefecto pudo

comprobarsepor el aumentodel pH (desde5 hasta8, aproximadamente;Figuras 131 y

134), por la disminucióndel Eh (siemprehaciavaloresnegativos;Figuras 132 y 135)y, en

definitiva, por la desaparicióndel cobreen solución(Figuras133 y 136). Por otro ladose

comprobóque fueron suficientes los inóculos del 10% para el buen desarrollode los

expenmentos.

Se comprobó que el crecimientode las BRS fue mejor en el caso de utilizar cultivos

adaptadosa cobre(Di), de tal maneraque cuandoseutilizó un cultivo de estetipo, a los

cinco días(ver Figura 133), ya se habíaconseguidoun 80% de precipitacióndel metal en

solución. Cuando se utilizaron cultivos crecidosa pH 7 (SMh5), aunquetambién se

produjo la eliminación del cobre, el crecimientofue más lento, necesitándoseal menos

quincedíasparaalcanzarel mismogradode eliminación(Figuras136).
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Figura 132: Evolucióndel Eh duranteel crecimiento

de un cultivo adaptadode BRSen presenciade Cu

RS

RO

7.5 -

70-

as

ao-

A

A

<U
A

A
e

X

15 s

109-

o-

5-
E

-ím-

-310-

-A

é

238



Resultadosy Discusión

e

u
A

e

—u—O, lont25ppnúj
-e—U 10r4 Eúppiioi

A D,20r425g~riOi

A - Urnmvs---B--—S

6 í’o lis

T¡mw (dm)

Figura 133: Crecimientode un cultivo adaptado

de BRSen presenciade Cu

U— SMh5 10 mi, 25 ppm Cu
C SMh5 10 mi, 50 ppm Cu
A SMhS 20 mi, 25 ppm Cu

-A
A

~1

A

-m -- uu
o 105

e e e

15 20

Tiempo (dias)

Figura 134: Evolucióndel pHduranteel crecimiento

de un cultivo no adaptadode BRSen presenciade Cu

25

6
e
~8
E

ji

29-

15-

10-

5-

o- e
s

8.5 —

6.0 —

7.5.

7.0-•

pH

A A

A

u

u

6.5 —

6.0 —

5.5

239



Resultadosy Discusión
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Figura 135: Evolucióndel Ehduranteel crecimiento

de un cultivo no adaptadode BRSen presenciade Cu
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Segúnlos resultadosanteriores,sepuedeavanzarlo siguiente:

- El inóculo hizo, en general, aumentar el pH y disminuir el Eh, por lo que inicialmente se

produjounaprecipitaciónde cobre

- Los ensayosevolucionaronbienconinóculosdel 10 %

- Los cultivos seadaptaronbienala presenciade cobrey a crecera un pH inicial de 5

-Eliminaciónbiológicadelcobre.-Ensavosdefinitivos

Tomandocomo base las condicionesiniciales fijadas en los ensayospreliminares,se

realizaronotros experimentosde precipitación de metalesen los que se probaron las

concentracionesde 25, 50 y 100 ppm de cobre.Se siguió tambiénla evolucióndel hierro,

que estuvopresenteen el medio de cultivo en unaconcentracióninicial aproximadadc 30

mg/l. Los experimentosse realizaronprobandodos cultivos diferentes:un cultivo (Di)

adaptadopreviamentea pH 5 y a un medio con cobre(crecido en presenciade 25 ppm de

cobre);y un cultivo (Ei) crecidoapH 7 sin cobre.

Amboscultivos de bactenascrecieronbien en todo el rangode concentracioneselegido,de

modo que en aproximadamentequincedías seconsiguió una eliminacióntotal del cobre

cuandosepartiódeconcentracionesdelordende25 ppm, y de al menosel 50 % cuandose

partió de concentracionesdel ordende las 100 ppm (Figuras137 a 139). Por su parte,el

hierro tambiénse precipitó eficazmenteaunquese necesitarontiempos más largos para

alcanzarel mismo grado de eliminación(ver Figura 140). El hechode utilizar un cultivo

adaptadoa un determinadometalmejora su eliminación. Di, el cultivo ensayadopara la

eliminacióndel cobrey del hierro,eraun cultivo adaptadoexclusivamentea cobre.

Los datos correspondientesa la eliminación del cobre y del hierro, en términos de

rendimiento,semuestranen laTablaXXXVIII.

TablaXXXVIII: Eficaciaen la eliminaciónbiológicadel cobrey del hierro

Cultivo 25 ppm Cii 50 ppmCu 100 ppmCu
% eliminación Cu 99,5 70 ,0 99,8
% eliminaciónFe 93,2 90,8 97,1
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Lapresenciade cobrey hierroen el medio de cultivo no inhibió el crecimientode las BRS,

que seadaptaronbien hastaconcentracionesdelordende las 100 ppmdecobrey hasta30

ppm de hierro.

Aunquesetrató de adaptarcultivos aconcentracionescrecientesde cobre,200 ppmresultó

serunaconcentraciónlímite en laqueno seobservócrecimiento.La concentraciónde 150

ppm no impidió el desarrollode las bacterias(seformó un precipitadonegroy los cultivos

mostraron olor a ácido sulfhídrico), sin embargo, se tuvo una cinética de crecimiento

extremadamentelenta.

Cuando se utilizó el inóculo Di, también se consiguieron buenos resultados con

concentacionesde hasta100 ppm de cobre,encontrándosequeen tan sólo 5 días,las BRS

fUeron capacesde disminuir en un 50 % la concentracióndel cobreen solución (Figuras

141 a 143). Aunque concentracionesde cobre crecientessuponganun factor de

desaceleraciónen el crecimiento(comoserefleja en el tiempo que tardanlos cultivos en

alcanzarpotencialesnegativosy en la concentraciónde cobre residual para un mismo

periodo de tiempo), en todos los casos(25, 50 y 100 ppm) las bacteriasse mostraron

activas,lo queno sucedióen el casodelos cultivos preparadoscon 200 ppm.
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La eliminación biológica de metales también se comprobó medianteel análisis por

difracción de rayos-X de los distintos precipitadosobtenidos.La forma más establede
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10 15 21 26 32 37 43 48 53 59 64 70

20

precipitaciónparael hierro resultóserla pirita, mientrasqueel cobrelo hizo bajo la forma

de Cu7S4(Figura 144).

I(u.a.)

Figura 144: Difractogramacorrespondienteaun precipitadoprocedentede un

cultivo de BRScrecido en un medio con Cu (a, FeS2; b, Cu7S4)

3.3.3.-Reducciónbiológica de sulfatos

Aunque en estecapítulo se hacereferenciaesencialmentea la reducciónbiológica de

sulfatos (hansido éstosel parámetroelegidoparael seguimientode los experimentos),sin

embargo,de un modo implícito existetambiénla posibilidadde que los iones sulfito sean

los sustratosmetabólicamenteaprovechablespor las BRS y que puedanserde estemodo

conjuntamenteeliminadoscon los sulfatos (Sárner, 1990). Esteaspectoseria de notable

interés en nuestro caso puesto que en la presa de estéri!es existen no sólo sulfatos sino

tambiénsulfitos y otrasespeciesintermediasdelazufrecuyaoxidacióngeneraacidez.

Parael control de los ensayosde reducciónbiológica de sulfatos, se puso a punto el

métodoturbidimétrico.Así, y de acuerdocon lo expuestoenel apdo.2.2.2.c.,las muestras

a analizareran acidificadaspreviamentea la adición del reactivo para la generacióndel

precipitado,conel fin de queésteseformaraen las mejorescondiciones.

La reducciónbiológicade sulfatosseensayóutilizandounaconcentracióninicial del orden

de las 10.000ppm.Serealizaronensayosconinóculosde distintaprocedencia:uno a pH 7

utilizando muestrasinteriores de las columnasde meteorización(M) y de sucesión

microbiológica(SM); y otro a pH 5 con muestrasnaturalesprocedentesde los lodos del
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fondo de la presa(A, E y C), manteniendoasi las condicionesen las que habíansido

crecidos.La reducción biológica de sulfatos fue efectivay se consiguieronmuy buenos

resultadosen amboscasos, inclusopartiendode concentracionesmuy superioresal rango

que semidió en lapresa(10.000ppm), dondeoscilaronen el entorno las 1.800-2.000ppm.

Coincidiendo con los resultadosobtenidos anteriormente,las bacterias sc mostraron

metabólicamenteactivastantoapH 7 comoapH 5 (Figuras145 a 150). Tanto lasbacterias

procedentesde los lodos del fondo de la presa, crecidasinicialmentea PH 5, como las

bacteriasaisladasapartir de las muestrasinterioresde las columnasde meteorización,cuya

actividadyahabíasido comprobadaen los ensayosposterioresal desmonte,crecieronmuy

bien. Estasbacterias,crecidasa pH 7, fueron capacesde disminuir la concentraciónde

sulfatos tan bien como los cultivos naturales,aunquecon cinéticasun poco más lentas

debido probablementeal envejecimientode los cultivos procedentesde las columnade

meteorizaciónen el momentoen que serealizaronlos ensayos.En los experimentoscon

cultivos naturales, realizadospor triplicado en idénticas condiciones (A, E y C), se

consiguióla prácticaeliminaciónde los sulfatosen aproximadamentenuevedías (Figura

148). Como cabíaesperarse, el valor del pH se incrementóy el Eh disminuyó hasta

hacersenegativoduranteel transcursode los ensayos(Figuras 149 y 150). En todos los

ensayoslas bacteriasfueron capacesde inducir sus propias condicionesambientales

óptimasde crecimiento(potencialredox,pH, etc).
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Figura145: Reducciónbiológicade sulfatosa partir de
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Experimentos realizados a un pH inicial de 7

A

u— Svti4
-e- Súh5
AMi3

—y— !vt44rit

39

247



Resultadosy Discusión

R6

tu
RO -

u
78- ~ U
7.6 -

7-4-

7.2 -

7.0 -

ff8-

ff6-

ff4-
7

ff2- - ib 39 39 ¿o

rnenp (cM~)

Figura 146: Evolucióndel pH en lareducciónbiológicade sulfatos

a partirde cultivos procedentesde las columnasde meteorizacion.
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Figura 147: Evolucióndel Ehen la reducciónbiológica de sulfatos

apartir de cultivos procedentesde las columnasde meteorización.

ExperimentosrealizadosaunpH inicial de 7

e

A

— U — SVb4
e- SvliS
AMiS

—y— M4Ú1

‘---e
y

IAA A

248



Resultados y Discusión

6

---U—A
eB

u
a

-4
u

é é 110

T¡ewo (dí~)

Figura 148: Reducciónbiológicade sulfatosapartir de cultivos naturales.

Experimentosrealizadosaun pH inicial de 5

7.2

7.0

58

ff6

ff4.

ff2

SO

5.8

11mw(dí®

Figura 149: EvolucióndelPH en la reducciónbiológicade sulfatos

apartirde cultivos naturales.

Experimentos realizados a un pH inicial de 5

l~j

8310-

6310-

4W3-

2310-

8

ci)

‘E

1
n

eu—A
-e—B
A O

6

e

u

-A

249



Resultadosy Discusión

109-

O-

5-
E

-109-

Figura 150

¾- u

4

6

-U—A
—e B
sC

—a

110

Evolucióndel Eh en la reducciónbiológicade sulfatos

apartir de cultivos naturales.

Experimentosrealizadosaun pH inicial de 5

-Aplicaciónde las BRSal tratamientodel aguade la presadeestériles

A la vistade los resultadosobtenidossetrató el aguade la presade estérilesmediantelas

BRS ensayadas.Se van a considerar tres efectos: la precipitación de metales, la

eliminaciónde sulfatosy la alcalinizacióndel medio.

Por un lado,el contenidoenmetalesde las aguasde lapresafUe siempremuy inferior a 20

ppm de cobrey ligeramentesuperiora30 ppmdehierro. Potenciarlaactividadde las BRS

tendría sentido, en principio, puesto que nos estaríamosmoviendo en niveles de

concentraciónen los que las bacteriasmostraron un comportamiento óptimo. Con

concentracionesde cobre del orden de las 25 ppm y valoresde pH del ordende 5 las

bactenascrecieronmuy favorablemente(Figuras151 y 152). En aproximadamentequince

días,seeliminaronlas 25 ppm de cobreen solución.

Por otro lado, el contenidoen sulfatos medido en la presafue siempremuy inferior a la

concentraciónde sulfatosensayadaen experimentosprevios(quecorrespondióal nivel de

sulfatos procedentedel medio de cultivo). Estecontenidoen sulfatospuedeser un factor

A

4 é
Tierwn (di~)
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limitante para el crecimientode las bacterias:hay que aseguraruna fuente de sulfatos

suficienteparaque las bacteriassemuestrenactivas.Ahorabien, no hayqueolvidarvanos

aspectos:por un lado, que en la presaexiste siempreuna concentraciónremanentede

sulfatosdel orden de las 2.000 ppm y que existenademásotras especiesintermediasdel

azufre(sulfitos, tiosulfatos,etc),potencialessustratosparalas BRS-sehacomprobadoque

el ion sulfito esun sustratoparaciertasespeciesde BRS (Sárner, 1990)-.Además,no hay

que olvidar tampocoque las bacteriasutilizadasen los experimentosprocedíandel medio

natural en el que se encontrabanactivas, como se pusode manifiestoen las condiciones

reductorasy pH alcalinomedidosen el fondode la presade dondefueron aisladas.Luego,

si en condicionesnaturalesseencontrabanactivas, es señalde que la concentraciónde

sulfatosde quedisponíanerasuficiente.

Otroposiblefactor limitanteal crecimientode las ERS podríaestaren la fuentede carbono

necesariapara su crecimiento.Del mismo modo que se ha razonadoanteriormente,es

lógico pensarque en el medio natural debe existir alguna fuente de suministro de

compuestosorgánicos(productosexcretadospor otrosmicroorganismos,materiaorgánica

arrastradapor el viento y depositadaen el fondo e incluso compuestosquímicos de

naturalezaorgánicaprocedentesdelprocesode flotación que no seanletalesparaestetipo

de bacterias)quelas proveensuficientementeparaun adecuadodesarrollo.Actualmente,se

está investigandoen estesentidoy seestánrealizandoexperimentoscon aguasde mína

naturalesa las cualesse las suplementacon diferentescompuestoscon el fin de conocer

exactamentelos requerimientosde las BRS aisladasen el sistemaobjeto de estudio.

Ahorabien, el verdaderofactorlimitanteparael tratamientode las aguasde la presapodría

estarenel valor del pH quesealcanza(3,0-3,5)cuandoel aguaseremansa(muestrasSi y

CV-2, ver Figura 3). Un valor de pH tan ácido inhibe el crecimientode las bacterias.Sin

embargo,si analizamosel comportamientodel residuoen el sistema(Figura 1 7: evolución

del pH en el sistema),sepuedeverquela pulpallegaa lapresacon un valor de pH siempre

superiora 5, y es en la presacuando el pH desciendey las condicionesse hacenmás

ácidas. Pues bien, la reducción biológica de sulfatos y sulfitos, la consiguiente

precipitaciónde metalesy la alcalinizacióndel medio deberíanpromoversejustamenteen

el punto de llegadade la pulpaa la presa,cuandolas condicionesaúnno sehanhechotan

extremas.
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4.- CONCLUSIONES

10.-. Los residuosprocedentesde la plantade flotación, quese almacenaronen la presade

decantaciónde estériles,sufrieronimportantestransformacionesdurantesuconfinamiento

dando lugar a un empeoramientoen la calidaddel agua.Estastransformacionestuvieron

lugar en la presa,ya que fue aquí dondesedispusode un tiempo de reacciónsuficiente

paraque sucedieran.A pesarde la importanteoxigenaciónde la pulpaen sucaídadesdela

plantade tflotación hastala presa,no sehan observaroncambiosa lo largo del recorrido

queindicaranquelas transformacionesseiniciaronantesdel estancamiento.

~ Las transformacionesen el sistemaestudiado consistieronbásicamenteen una

importanteacidificación del aguaque acompañabaa la pulpa, la cual llegó a alcanzar

valoresde pHdel ordende 2,5-3,0,asícomo en un incrementonotableen la concentración

de metalesy sulfatosdisueltos.Por suparte,el ion sulfito, presenteen el punto de vertido

en concentracióndel ordende las 100 ppm, desaparecióduranteel estancamientoen la

presa.

3% La disposiciónde la pulpaen la presahizo que se establecieraademásun gradiente

químico con la profundidad,de tal maneraque las muestrasmás supercialeseranlas más

ácidas, y en ellas la concentraciónde metalesy sulfatos disueltos fué superiora la

encontradaen las muestrasmásprofundas,dondelos nivelesde estosparámetrosresultaron

sermuchomenores,en consonanciacon las condicionesreductorasqueseestablecieronen

el fondo.

Desde un punto de vista microbiológico, la meteorizacióndel residuo potenció el

desarrollode microorganismosque crecen en estrecharelación con las características

fisico-quimicas establecidas. Así, superficialmente, predominaron las bacterias

litoautótrofas5- y Fe-oxidantes.Correspondientesa estegrupo, se identificaron varias

cepasde las especiesThiohacillusferrooxidansy Thiobacillusthiooxidans.En el fondode

la presa,seencuentraronbacteriasanaerobiasreductorasde sulfatos.

Existía ademásuna amplia variabilidadde microorganismosheterótrofosdistribuidosen

todoel sistema:bacterias,levadurasy hongosacompañaronal mineraldesdela salidade la

planta.

40. De los tres factoresevaluadospara investigar las causasde la transformacióndel

residuo:oxidacióndel ion sulfito, oxidaciónde la pirita y participaciónmicrobiológicaen
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ambosprocesos,el primerodeellos fué el factordeterminante,yaquesupresenciacreó un

medio reductorque condicionóel estadofisico-quimico del sistema.La oxidación de la

pirita fue tambiénun factor importanteaunquequedóencubiertomientras el ion sulfito

estuvopresente.

50 La oxidación química del ion sulfito en el laboratorio estuvo acompañadade una

disminucióndepH que alcanzóunosvalores(3,5) quesecorrespondieroncon los medidos

en el aguade la presade estériles.Esta oxidacióntranscurrióa travésde unacinéticade

primerordenen la que diversoscationesmetálicosejercieronun efectocatalíticopositivo,

como pudo comprobarseal observar la mejora de la cinética de reacción en los

experimentosrealizadoscon aguade mina, en la que existíanen soluciónmetalescomo

hierroy cobre.

La cinéticade oxidacióndel ion sulfito fue tambiéndependientedel pH, siendomuy rápida

a pH alcalinoy desacelerándoseen el intervalo de pH entre3,5 y 6. Estecomportamiento

permitió explicarporquéestandificil eliminartotalmenteel ión sulfito presenteenel agua

de lapresaa pH 3,5. A estepH la cinéticade oxidaciónes muchomáslenta.

La oxidacióndel ion sulfito transcurrióa travésde mecanismosquímicos.Las bacteriasno

participaronen unacinéticatan rápidade reaccion.

6o.~ Laoxidaciónde lapirita fué tambiénotro factorquecontribuyóa la transformacióndel

residuo. En estaoxidaciónexistió una participaciónimportantede los microorganismos

que seencuentraronen el sistema,de tal maneraque la oxidación espontáneadel mineral

generó unas condiciones de acidez, con una concentraciónde metales y sulfatos en

solución y una población bacterianasimilar a si se hubieraprovocadoo inducido la

actividadmicrobiológica.Ahorabien, estasituaciónsólo sepusode manifiestocuandoel

ion sulfito no estuvo presenteen el sistema, esto es, cuando la presa dejó de recibir

aportacionesde pulpa(“presaabandono”).

En ausenciade ion sulfito, sedesencadenaronlos fenómenosde oxidacionmicrobiológica

catalizadosporbacterias5- y Fe-oxidantes,generándoseunascondicionesdeacidez(pH

del orden de 2) y concentraciónde metalesy sulfatos en soluciónmuy superioresa los

encontradosen situación de “planta activa”, esto es, en presenciadel ion sulfito. En

condicionesde “presaabandono”,fueron las bacteriaslitoautótrofaslas que condicionaron

el estadofisico-quimicode la presa.
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En condicionesde “planta activa” el estadofisico-quimico de la presaestuvocontrolado

por la presenciadel ion sulfito. Mientras existió sulfito en las colas de flotación, se

mantuvieronlas condicionesreductorasqueimpidieronla oxidaciónde lapirita en la presa.

Cabehablar, por tanto, de un cierto “efecto beneficioso”del ion sulfito, puestoque su

presenciaprevino la generaciónde aguasácidas,al imponerunascondicionesreductoras.

Sin embargo,su oxidaciónfue incontrolabley conella ladisminucióndel pH.

70. La disposiciónde la pulpa en la presa generódos situacioneso ambientesbien

distintos: la mayor parte de la pulpa quedó bajo agua, pero una fracción de pirita se

mantuvoexpuestasuperficialmenteal aire,de tal maneraque lameteorizaciónsedesarrolló

de distintamaneraenambassituaciones.Porun lado, la difUsión del oxígenoen el aguano

fué lo suficientementeimportantecomo para oxidar la pirita del fondo, que permaneció

inalterada.Porotro, la pirita superficialque sí sufrió degradación,no mostró, sin embargo,

un gradode deterioroimportantedebidoque estuvosometidaal riego continuodel propio

aguade lapresay a las condicionesreductorasimpuestasporel ion sulfito disuelto.

La evoluciónde lapirita encadaunade las zonasde la presa,así como la evoluciónde la

pulpabajo la influenciade factoresconcretos(presenciadel ion sulfito, influencia de la

oxidación microbiológica, etc), se pudieron reproducir adecuadamentea travésde un

modelo en columnaquepermitió estudiarel comportamientodel residuobajo la influencia

de cada uno de estos factores. Los resultadosaportadospor la experimentaciónen

columnasde meteorizacióncorroboraronlo descritoacercadel comportamientodel residuo

bajo la influenciadel ion sulfito y bajo la influencia de la oxidación microbiológica,y

permitierontambiénreproducirel comportamientode la pirita en cadaunade las zonaso

ambientesdel sistema.

De estosresultadoscabendestacarsedosaspectosimportantes:porun lado,que la fracción

de mineral sumergidano contribuyóa la generaciónde acidez.Por otro, que siempreque

hubo oxidaciónde la pirita expuestasuperficialmente(condicionesde “presaabandono”),

existió unacontribuciónmicrobiológicaimportanteadichaoxidacion.

5O~ Los cambiosquímicosque acompañaronal residuode pirita cuandoseabandonóestán
relacionadoscon cambios microbiológicos importantes,de tal maneraque distintas

especiesse fueron seleccionandoy sucediéndosede modo paralelo a las condiciones

químicasque se establecieron.El modelo en columna(colunnaSM) elegidoparasimular

el deterioro progresivo del residuo reprodujo bien estos cambios, y permitió conocer
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ademásla selección microbiológica que se estableció en función de las distintas

condicionesquímicasgeneradas,tanto anivel superficialcomoenel fondo de la presa.La

alturade columnafue, sin embargo,insuficienteparareproducirel gradientequímico que

seestablecióen lacapade aguasobreel mineral.

90 Finalmente,seproponecomométodode tratamientodel aguade la presala aplicación

dela reducciónbiológicaa partir debacteriasanaerobiasreductorasde sulfatosaisladasdel

propio sistema.Los resultadosque aportaronlos experimentosrealizadosmostraronque

estemétodoes eficazen cuantoa la precipitaciónde los metalesdisueltos,en cuantoa la

reduccióny eliminaciónde los sulfatose incluso en cuantoa la alcalinizaciónde las aguas.

Ahora bien, siempreque éstasno tenganun valor extremo de pH, ya que el verdadero

factor limitante del métodopropuestoestáen la adaptaciónde las bacteriasacondiciones

extremadamenteácidas.
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