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Abreviaturas y simbolos

A. ferroxidans
CE
DAM

Eh

FRX

oD

pH

T&K

Acidithiobacillus ferroxidans
Conductividad Eléctrica

Drenaje Acido de Mina

Potencial redox con respecto al electrodo
normal de hidrégeno

Espectrometria de Fluorescencia de rayos X

Cromatografia i6nica

Oxigeno disuelto

Indica la concentracion de iones de hidrogeno
presentes en determinadas disoluciones.

= -logao [H]

Medio de cultivo disefiado para el aislamiento

de A. ferroxidans (Touvinen & Kelly, 1973)

10



Resumen

El Drenaje Acido de Mina (DAM) es un problema ambiental critico en todo el mundo
debido a su bajo pH y concentracion de elementos potencialmente toxicos. Se sabe
de la generacion DAM altamente contaminado en una mina inactiva en Taxco,
Guerrero, México. En donde se libera al medio ambiente a través de la Galeria 1412.
La generacion de DAM en este sitio podria estar asociada con la oxidacion y
disolucién de minerales de sulfuro de zonas mineralizadas naturalmente y desechos
mineros en el area, esta generacion podria verse afectada por factores quimicos,
fisicos y biologicos. Segun investigaciones, el factor bioldégico por presencia de
bacterias acidofilas en la mina podria ser el mas importante, ya que podria aumentar
la disolucion de sulfuros y contribuir en la liberacion de zinc, que podrian utilizarse

en biolixiviacion.

Abtract

Acid Mine Drainage (AMD) is a critical environmental problem worldwide due to its
high acidity and concentration of potentially toxic elements. A highly polluted AMD
from an inactive mine in Taxco, Guerrero, Mexico, which is released to the
environment through the 1412 Gallery has been reported. The AMD generation in
this site could be associated with the oxidation and dissolution of sulfide minerals
from naturally mineralized zones and mining wastes in the area, this generation
could be affected by chemical, physical and biological factors. According to many
investigations, the biological factor by the presence of acidophilic bacteria in the
mine could be the most important, because it could increase the sulfide dissolution

and contribute to the release of zinc, that could be used for bioleaching.
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Objetivo general

o Evaluar el efecto de la presencia de bacterias acidofilas en la generacion del Drenaje

Acido de Mina (DAM) en Taxco, Guerrero.

Objetivos particulares

e Identificar la presencia de bacterias aciddfilas en el DAM generado en Taxco,
Guerrero.

e Estudiar el efecto de las bacterias acidofilas presentes en el DAM de Taxco,
Guerrero en medios sintéticos.

o Estudiar el efecto de las bacterias aciddfilas en la generacién del DAM en Taxco,

Guerrero a partir de los minerales presentes en una mina abandonada.
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Justificacion

En el distrito minero de Taxco, se ha reportado un serio problema de generacion de DAM
como resultado de la oxidacion de minerales sulfurados de presas de jales inactivas y minas
subterraneas abandonadas debido a la infiltracion del agua subterranea (Romero, 2016),
este proceso podria estar fuertemente vinculado a la presencia de microorganismos
acidoéfilos como Acidithiobacillus ferroxidans, capaz de catalizar la oxidacién de los sulfuros
presentes en la zona, por lo cual es de vital importancia establecer si existe su presencia
en este sitio y estudiar el efecto de estas bacterias aciddfilas en el proceso de generacién
del DAM, a partir de los minerales presentes en una mina abandonada en Taxco, Guerrero,
mediante experimentos a nivel laboratorio y proponer su uso como biolixiviante en la

recuperacion de Zn.
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l. Introduccion

En el afio 2007, después de que la actividad minera quedara suspendida en el distrito
minero de Taxco, a causa de una huelga, se produjo un serio problema de drenaje acido
de mina (DAM), el cual comenzé a salir del Socavon 1412, al pie de la presa de jales

Guerrero (Figura 4).

Este fendbmeno fue originado debido a la acumulacion de agua subterrdnea infiltrada entre
las rocas fracturadas de la montafia, la cual dejé de reciclarse en el proceso minero debido

al paro de actividades (Romero, 2016).

Después de uno o dos afios de inactividad, el DAM generado comenz6 a salir de la
bocamina con un volumen estimado de 820 galones/min o bien 3104 L/min (Industrial
Minera Mexico, 2017).

Segun investigaciones previas en el sitio, el DAM producido presenta un bajo valor de pH
(pH 2.2-2.9), el DAM esta enriquecido con sulfatos (1470-5454 mg/L), metales pesados
como Zn, Fe, Cu, Cd y Pb (Zn=3.0-859 mg/L, Fe= 5.5-504 mg/L, Cu=0.7-16.3 mg/L, Cd=
0.3-6.7 mg/L y Pb= 0.05-1.8 mg/L) y metaloides como As (As=0.002-0.6 mg/L) (Romero et
al, 2010).

Segun algunas investigaciones realizadas en sitios semejantes, la generacion del DAM en
este sitio puede llevarse en varias etapas, segun lo que se muestra a continuacion (Romero,
2004):

A) Etapa inicial: En la que predominan las reacciones de oxidacion quimica donde los
protones liberados son neutralizados por los minerales carbonatados, hidréxidos y
aluminosilicatos que mantiene condiciones desde neutras a alcalinas (pH27),
propiciando la precipitacion de minerales secundarios que controlan la movilidad de
los Elementos Potencialmente Toéxicos (EPT) liberados durante la oxidacién
(Romero, 2004).

B) Etapa intermedia: En donde coexisten las reacciones de oxidacién quimica y
biol6gica, generando una mayor acidez, que agota los minerales con potencial de
neutralizacion, el pH del drenaje disminuye entre 4.5-3.5 dando lugar al desarrollo
de microorganismos acidéfilos como Gallionella ferruginea y Metallogenium
symbioticum, capaces de catalizar la oxidacion del Fe?* presente en la pirita (Walsh
& Mitchell, 1972).
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C) Etapa final: Predominan las reacciones de oxidacion catalizadas biol6gicamente.
Existe una elevada produccion de protones, donde se alcanzan pH<3.5, dando lugar
al desarrollo de microorganismos acidéfilos como: Acidithiobacillus spp.,
Thiobacillus spp. (Acidithiobacillus ferroxidans, Thiobacillus caldus), Leptospirillum
sp. (L. ferriphilum, L. ferroxidans), entre otros que son capaces de aportar el 75%
del DAM producido (Edwards, et al., 2000).

Entre estas etapas, la Ultima es determinante, ya que se sabe que los microorganismos son
capaces de catalizar la oxidacion de los minerales presentes en las minas abandonadas y
residuos mineros, por lo que es importante reconocer si estos representan un factor
importante en la generacioén del DAM de Taxco, Guerrero, para que de esta manera puedan
proponerse alternativas de uso, como el uso de este como biolixiviante y medir la

recuperacion de Zn en minas polimetalicas.
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II. Generalidades

2.1. Ubicacién geogréfica

El estado de Guerrero se caracteriza por realizar actividades mineras desde tiempos de la
colonia, posiblemente su mas importante distrito minero es Taxco de Alarcon, el cual se
ubica entre los paralelos 18° 21’ y 18° 41’ de latitud norte; los meridianos 99° 25’ y 99° 47’
de longitud oeste; altitud entre 700 y 2 600 msnm (INEGI, 2009). Ocupa el 1.02% de la

superficie del estado de Guerrero.

Perteneciente a la region minera Buenavista de Cuellar, Taxco se localiza en la parte norte
del estado de Guerrero, mientras el distrito minero Taxco se localiza en la parte

suroccidental y comprende una superficie de 100 km?.
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Figura 1 Localizacion de Taxco, Guerrero (GEOINFOMEX-SGM, 2019), (CAMIMEX, 2016).

La regidon minera Buenavista de Cuellar se caracteriza por tener una mineralizacién
consistente en: Au, Ag, Pb, Zn, Cu, Cd, Fe, Hg, Sb; en esta regién se encuentran
yacimientos minerales con las caracteristicas de vetas, zonas de skarn, relleno de

cavidades, mantos y brechas (Miranda Huerta, et al., 2003).
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2.2. Fisiografia

La zona de estudio se ubica al sur de la provincia sierra madre del sur la cual se caracteriza
por tener relieve variado como sierras, valles guerrerenses y depresion de balsas, siendo
estas tres las subprovincias pertenecientes a la zona (INEGI, 2009). El sistema de
topoformas incluye también sierras con cafiadas y mesetas con lomerios (Miranda Huerta,
et al., 2003).

2.3. Clima

El rango de temperatura oscila entre 12 — 26 °C y la temperatura promedio anual son 18 °C
en zonas montafiosas y 20 °C en zonas planas, los meses mas calurosos van de abril a
septiembre, predomina un clima templado subhimedo con lluvias en verano principalmente.
El rango de precipitacion fluvial va de 800 — 1500 mm anuales, siendo los meses mas

lluviosos de junio a septiembre (INEGI, 2009).

2.4. Hidrogeologia

Taxco corresponde a la regién hidrogeolégica R18: Balsas, localizada al suroeste de
México, las regiones hidrogeoldgicas son limites naturales de las grandes cuencas
existentes en el pais. R18 cuenta con una superficie hidrolégica de 117,405 km?,
equivalente al 6% del territorio nacional. La region hidrolégica, esta limitada por las Sierras
Madre del Sur y la de Juarez, asi como por el eje Neovolcanico. Cuenta con un potencial
importante de escurrimientos consistentes en mas de 900 milimetros al afio (CONAGUA,
2010). Cubre el 53.31% de la superficie del estado, abarcando el centro y norte de la
entidad.

2.4.1. Hidrogeologia superficial

Se divide en las subregiones hidrogeoldgicas alto, medio y bajo Balsas. Las corrientes
fluyen al rio Balsas, que a la vez vierte sus aguas en el océano Pacifico. Las cuencas de

esta region hidrologica y la porcion del territorio estatal que cobijan son: Rio Balsas-Mezcala
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22.07%, Rio Balsas-Zirandaro 14.72%, Rio Balsas-Infiernillo 5.46%, Rio Tlapaneco
(5,61%), Rio Grande de Amacuzac 3.24% y Rio Cutzamala 2.21% (CONAGUA, 2013).

2.4.2. Hidrogeologia subterranea

Se han ubicado 41 acuiferos dentro de R18, que captan como recarga media renovable un
volumen de 4,543 millones de metros cubicos por afio, frente a una extraccién de 2,292
millones de metros cubicos por afio que se realiza por los usos agricola, publico urbano,
doméstico e industrial mediante obras de alumbramiento, lo que representa que se extrae

aproximadamente el 50% del volumen que se recarga (CONAGUA, 2010).

2.5. Geologia

El estado de Guerrero esta constituido por una serie de secuencias volcanico-sedimentarias
generadas en un ambiente de arco de islas de edad Jurasico tardio-Cretacico temprano y
sin basamento reconocido (Miranda Huerta, et al., 2003). Las rocas que afloran en la zona
minera Taxco conforman una secuencia litolégica que estd representada por rocas
metamorficas, sedimentarias e igneas, las rocas mas antiguas son esquistos con
intercalaciones de pizarras que pertenecen al esquisto de Taxco (Paleozoico superior),
sobre este descansan rocas sedimentarias como: caliza, dolomitas, limolitas, areniscas y
conglomerados pertenecientes a las formaciones Morelos y Mexcala del cretacico inferior y
superior. Rocas clasticas de origen continental de la formacion Balsas del terciario se
encuentra descansando sobre rocas sedimentarias del cretacico, la columna litolégica se
encuentran las rocas igneas de la riolita Tilzapotla que junto a intrusiones igneas son las
rocas mas jovenes de la region (Romero, 2018). Las principales formaciones de la zona se

encuentran en la Tabla 1 junto con las principales rocas que las caracteriza.

Tabla 1 Formaciones geoldgicas del distrito minero Taxco

Formacion Principales rocas

Morelos Caliza y dolomia

Mexcala Lutita, arenisca y caliza

Balsas Conglomerado calcareo y volcanico,

arenisca, tobacea y andesita.

Tilzapotla Riolita y tobas rioliticas
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2.6. Yacimientos minerales

En el distrito de Taxco existen unas 50 vetas de importancia, mas del 50% de ellas tienen
un rumbo que varia de N 20° 30° W, un 25% tiene un rumbo entre N-S'y N 10° W, y las
restantes entre N 40° y 60° W. Un sistema de fallas no mineralizadas con rumbo NE-SE
corta las vetas, estas atraviesan a la secuencia volcanico-sedimentaria de Taxco y las rocas
sobre yacientes. Las vetas mas importantes alcanzan una longitud cercana a los 2,000 m,
pero la mayoria de ellas varian entre 500 y 700 m, la anchura mas comun de las vetas varia
entre 1 a 3 m. Los principales yacimientos se confinan en las siguientes unidades mineras:
San Antonio-La Concha, el Solar-Mina Guerrero y mina Remedios, todas fueron operadas
en forma conjunta por Grupo México S. A. (Miranda Huerta, et al., 2003).

El distrito minero de Taxco se caracteriza por ser un sistema complejo de vetas y mantos
con mineralizacién de sulfuros de plata, plomo y zinc, el yacimiento esta catalogado como

epitermal de baja sulfuracion, con temperaturas que oscilan entre 180 °C hasta 315 °C.

Las principales estructuras en este distrito estan representadas por: vetas de relleno de
fisura, cuerpos y mantos de reemplazamiento y stockworks una secuencia volcanica-
sedimentaria de Taxco y rocas sedimentarias sobreyacientes. Regionalmente los depésitos
de este distrito tienen relacion con otros yacimientos enclavados en la Sierra Madre del Sur,
alineandose a lo largo de una franja con tendencia NW-SE que atraviesa los estados de
Michoacan, México, Morelos y Guerrero, siendo los depdsitos de mayor importancia:
Tlalpujahua (oro y plata), Angangeo (oro y plata), Temascaltepec (oro y plata), Sultepec
(oro y plata), Zacualpan (plata y plomo), Xitinga (oro y plata), Huahuaxtla y Huitzuco

(mercurio) y Huautla (oro y plata) (Miranda Huerta, et al., 2003).
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2.7. Mineralizacion

La mineralizacion se describe conforma a las tres principales minas de la zona, ya que los

yacimientos se encuentran confinados dentro de ellas. En la Tabla 2 se encuentras las

unidades mineras importantes de la zona junto con los principales minerales identificados

en las mismas. Cada unidad minera esta conformada de varias vetas, para fines practicos

solo se mencionaran los minerales reconocidos.

Tabla 2 Unidades mineras relacionados con los principales minerales encontrados en sus obras.

Mina

Unidad minera San Antonio La concha

Unidad minera El Solar - Mina Guerrero

Unidad minera remedios

(Miranda Huerta, et al., 2003).

Minerales

Galena, galena argentifera, argentita y
esfalerita, en menor cantidad se presentan
pirargirita, proustita y calcopirita, con ganga
de pirita, cuarzo, hematita e ilvanita.
Hematita, limonita, esfalerita, galena
argentifera con ganga de cuarzo, calcita,
pirita, marcasita, arsenopirita, y hematita,
las  alteraciones  observables  son
solidificacién y oxidacién principalmente.
Esfalerita en menor cantidad galena,
argentita, galena argentifera y como ganga
pirita, pirrotita, hematita, magnetita, ilvanita,

cuarzo, calcita
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1.  Marco teérico

3.1. Drenaje 4&cido minero

La formacion del drenaje acido de mina (DAM) es una secuencia de procesos
biogeoquimicos y de disolucién de minerales (Dold, 2014), aunque el proceso de formacién
de DAM ocurre naturalmente, la mineria promueve su generacion incrementando la
cantidad de sulfuros expuestos, las bacterias de origen natural pueden ayudar a acelerar la

produccién al descomponer los minerales de sulfuro (Ata & Soner, 2006).

Se produce cuando minerales que tienen sulfuro son expuesto a agua y oxigeno, al ser
expuestos los minerales sulfurados se oxidan formando &cido sulfurico que disuelve sales
y moviliza metales pesados, creando un lixiviado &cido de color rojizo oscuro con valores
de pH menores a 2.5, alta conductividad especifica, siendo estas una de sus principales
caracteristicas, ademas de contener metales pesados y otros elementos téxicos (Ata &
Soner, 2006).

Existen distintos tipos de minerales de sulfuros, como la pirrotita (FeS) y la calcocita (Cu.S)
se diferencian entre si por tener otras proporciones de sulfuro de metal y metales distintos
del hierro. Los sulfuros de hierro son los mas comunes, cuando estos minerales se oxidan
forman un drenaje acido rico en sulfato. Los principales ingredientes para la generacion de
acido se pueden resumir en los siguientes: (1) minerales de sulfuro; (2) agua o ambiente
hamedo y (3) un oxidante pudiendo ser el aire de la atmosfera o fuentes quimicas. El mineral
de sulfuro mas comudn es la pirita (FeS;) generada en la naturaleza y esta ampliamente
considerada como la causa principal de la DAM (llhwan Park, 2018). Las reacciones que
llevan a la generacion de acido se ilustran mejor con este mineral. La oxidacion de la pirita
se lleva a cabo en varios pasos, incluida la formacién de los productos secundarios

metaestables segun las condiciones geoquimicas como se muestra en la Tabla 3:
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Tabla 3 Minerales secundarios formados

Nombre
Ferrihidrita

Schwertmannita

Goetita
Jarosita

Hematita

Formula

5Fe;03-9H,0

entre FegOg(OH)sSO4y
Fe16016(0OH)10(S04)3
FeO(OH)
(KFe3(S04)2(OH)s
Fe203

Se puede considerar que la oxidacion de la pirita tiene lugar a los siguientes pasos

principales: (Dold, 2014):

1. Oxidacion del azufre. La oxidacion del mineral de sulfuro en hierro disuelto, sulfato

e hidrogeno:

7 2+ - +
Fe52+§ 0, + H,0 —» Fe“™ +250;~ +2H

El Fe?*, SO4* y H* disueltos representan un aumento en los sélidos disueltos totales y la

acidez del agua, por lo que inducen una disminucion en el pH. Si el ambiente circundante

es suficientemente oxidante (depende de la concentracién de O, el pH y la actividad

bacteriana), gran parte del hierro ferroso se oxidara a hierro férrico, de acuerdo con la

siguiente reaccion (2) (Ata & Soner, 2006).

2. Oxidacion del hierro ferroso

1 1
Fe?* +ZOZ + H* > Fe3* +§H20

3. Oxidacién de sulfuros en medio anaerobio por Fe**. Las velocidades de reaccion

aumentan fuertemente por la actividad microbiana

FeS, + 14Fe3* + 8H,0 — 15Fe?t + 250%™ + 16H*
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4. Hidrdlisis y precipitacion de complejos férricos y minerales. La hidrolisis y
precipitacion de los hidroxidos de hierro producird la mayor parte del acido en este
proceso. Si el pH es inferior aproximadamente 2, los productos de hidrdlisis férrica

como el Fe (OH); no son estables y el Fe®* permanece en disolucion:
Fe3* + 3H,0 — Fe(OH)3() + 3H*
Etapas del desarrollo del Drenaje Acido segin (Romero, 2018):

Etapa inicial: Predominan las reacciones de oxidacion quimica en la que el O, es oxidante
principal ecuacién 1y 2. Los sulfatos y protones liberados por la oxidacion de los sulfuros
metalicos, en esta etapa se favorece la precipitacion de minerales secundarios que
controlan la movilidad de los metales y metaloides potencialmente téxicos liberados durante

la oxidacion.

Etapa intermedia: Coexisten las reacciones de oxidacién biolégica. EI pH del drenaje
disminuye a un intervalo de 3.5 a 4.5 y la oxidacion puede ser catalizada por el tipo de
bacterias “Metallogenium” produciendo entonces las condiciones favorables para el

desarrollo de bacterias del género Thiobacillus.

Etapa final: Predominan reacciones de oxidacion biolégica la produccion de protones H*
ocurre a mayor velocidad que la de OH, cuando el medio alcanza un pH < 3.5 la oxidacién
es catalizada por microrganismos del tipo Acidithiobacillus: ferroxidans, A. thiooxidans. La
oxidacién de los sulfuros metdlicos catalizados por bacterias puede ser hasta seis veces

mas rapida que la oxidacién quimica.

Los principales factores que determinan la velocidad de generacion de acido son (Ata &
Soner, 2006):

° pH

e Temperatura

e Contenido de oxigeno en la fase gaseosa

e Concentracion de oxigeno en la fase acuosa

e Grado de saturacién con agua

e Actividad quimica de Fe®*

e Superficie del sulfuro metélico expuesto

e Energia quimica requerida para iniciar la generacion del acido

e Actividad bacteriana
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También los factores quimicos, fisicos y biolégicos son importantes para la determinacion
de la velocidad de generacién del DAM. Los microorganismos aceleran la velocidad de la

disolucion de la pirita a través de la regeneracion de Fe (lll) (Edwards, et al., 2000).

3.1.1. Factores fisicos

Temperatura: Es relevante para la conservacién y desarrollo de bacterias, siendo la
temperatura optima entre 28° y 30°. Por encima de 35 °C su actividad se interrumpe y a
temperaturas menores disminuye, aunque existen datos de bacterias activas a 4°C
(Aduvire, 2006).

Tipo de mineral: Los minerales sulfurados son importantes en la formacion del DAM, la pirita
(FeS2) es uno de los minerales mas comunes, también existe la arsenopirita (FeAsS),
calcopirita (CuFeS,), galena (PbS), gersdorfita (NiAsS), pirrotita y esfalerita (ZnS), ) tienen
otras proporciones de sulfuro de metal y metales distintos del hierro y también contribuyen
en la acidificacién (llhwan Park, 2018), oxidantes adicionales y minerales de sulfuro tienen
diferentes vias de reaccién, estequiometria y velocidad (Ata & Soner, 2006). Cuando
diferentes sulfuros estan en contacto entre si, es probable que se produzcan procesos

electroquimicos que influyan en la reactividad de los sulfuros (Dold, 2014)

Superficie expuesta: El proceso de generacion de drenaje acido ocurre naturalmente, la
industria minera ayuda a incrementar la superficie expuesta (Ata & Soner, 2006). El objetivo
de la explotacién de minerales es extraer los metales de interés econdmico, para poder
lograrlo, se minimiza el tamafio de particula, se comienza con la barrenacién (uno de los
primeros pasos en la explotacion del mineral) hasta llegar al beneficio. Estas actividades
exponen la superficie del mineral, es por eso, por lo que el DAM se puede generar en minas
abandonadas, presa de jales y terreros, porque el mineral ya fue modificado fisicamente

por medios diferentes al natural.
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3.1.2. Factores quimicos

pH: La liberacién de DAM se da en condiciones de pH bajo. Como ejemplo esté la oxidacién
de la pitita. El hierro ferroso pasa a hierro férrico, el hierro férrico es el oxidante primario de
este mineral. En condiciones abi6ticas la velocidad de oxidacién de la pirita por el hierro
férrico se controla mediante la velocidad de oxidacién del hierro ferroso, que disminuye
rapidamente al disminuir el pH. Por debajo de un pH de 3, la oxidacion de la pirita por el
hierro férrico es aproximadamente diez a cien veces mas rapida que por el oxigeno (Dold,
2014).

Si se tiene una disolucion rica en hierro ferroso y férrico, cuando esta solucién entra en
contacto con la superficie se oxidara y se hidrolizara, dependiendo del pH puede precipitar:
ferrihidrita, schwertmannita, goetita o jarosita. La hidrdlisis y precipitacién de los hidroxidos
de hierro producira la mayor parte del acido en este proceso. Si el pH < 2, los productos de
hidrdlisis férrica como el Fe (OH)s no son estables y el Fe (lll) permanece en disolucion
(Dold, 2014).

Oxigeno disuelto: El oxigeno del medio ambiente es necesario para la oxidacion directa de
los minerales sulfurados, en el caso de la pirita es preciso para la regeneracion de hierro
férrico, por lo que en ausencia de oxigeno se inhiben los procesos de generacion del DAM
(Aduvire, 2006).

3.1.3. Factor bioldgico

Una comunidad microbiana es la responsable de la oxidacién de los sulfuros, formando
nano ambientes que crecen sobre el sulfuro del mineral. Para que las bacterias
prevalezcan, las condiciones ambientales deben ser favorables, por ejemplo A. ferrooxidans
es mas activo en agua con un pH inferior a 3.2. Si las condiciones no son favorables, la
influencia bacteriana en la generacion de acido serd minima, por el contrario, cuando la
aceleracion bacteriana es significativa se involucran mas factores para determinar el grado

de actividad y la velocidad asociada a la generacion del DAM (Ata & Soner, 2006).

Existen microorganismos como Acidithiobacillus ferroxidans o Leptospirillum ferroxidans
que obtiene energia oxidando sulfuros de hierro Fe (Il) a Fe (lll), catalizan la reaccion

aumentando su velocidad hasta un factor de aproximadamente 100 sobre oxidacion abiética
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(Dold, 2014). Bacterias como Acidithiobacillus ferrooxidans pueden acelerar la oxidacion de

sulfuros de antimonio, galio, molibdeno, arsénico, cobre, cadmio, cobalto, niquel, plomo y
zinc (Ata & Soner, 2006).

En la Tabla 4 se muestran diferentes investigaciones donde se asocian el tipo de bacterias

a la generacion del DAM.

Tabla 4 Investigaciones con los macroorganismos asociados al DAM

Lugar

[ron Mountain,

California.

Ontario, Canada.

The Nickel Rim
mine
Piuquenes,
Chile

Pyhasalmi mine,

Finalndia.

Microorganismos

Archeal (acidarmanus) y
Thermoplasmasles
Thiobacillus ferroxidans,

Leptosprillum ferrooxidans

Leptospirillum spp.
Acidithiobacillus spp. y
Acidiphillum spp
Acidithiobacillus,
Leptospirillum spp,
Ferrovum myxofaciens,
Ferrimicrobium

Acidiphilum y

Metallibacterium scheffleri.

Condiciones
ambientales
pH 0.5
T=40°C
pH <3

pH2.3-3
Eh= 750 [mV]

T=24[°C]

Referencias

(Edwards, et al., 2000)

(Benner, et al., 1999)

(Dold, 2014)

(Kay, et al., 2014)

Las especies como Acidithiobacillus ferroxidans, se caracterizan por poseer cinco
propiedades (Jensen & Webb, 1995):

¢ Quimiolitotrofo: La energia para el crecimiento la obtienen mediante la oxidacion de

hierro ferroso o de los compuestos de azufre reducido.

e Autotrofo: Utiliza el CO, como fuente de carbono natural acompafiado de Ny P

necesarios para el crecimiento, junto con oligoelementos minerales de K*, Mg*, Ca*,

Na*y Co*.

e Aerobio: Promueve el crecimiento a una temperatura entre 20° y 40° [C] vy la

oxidacion del hierro con una temperatura 6ptima cercana a 33°[C].
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e pH: El crecimiento aciddfilo se genera entre pH 1y 4.5 alcanzando el 6ptimo entre
2y 2.3. La supervivencia no se alcanza arriba de 6.5 o inferior a 1.
e Localizacion: Se produce generalmente en aguas de drenaje acido, en minas de

hierro o carbén bituminoso.

La disolucion de los sulfuros metalicos se produce por dos mecanismos (Jensen & Webb,
1995):

1.- El mecanismo directo: las bacterias se adhieren a la superficie del sulfuro y solubilizan

el metal (Me) de acuerdo con la siguiente reaccion:

T.f
MeS + 0, — MeSO,

2.- El mecanismo indirecto: las bacterias oxidan Fe?* a Fe*" en la fase liquida y el Fe®" a

su vez libera el metal a través de una reaccién quimica, como se muestra:

2Fe3t + MeS — Me?* + §° + 2Fe?*

3.1.3.1. Fases del crecimiento bacteriano

El crecimiento bacteriano implica un aumento de la masa celular que eventualmente
conduce a la multiplicacién celular. En organismos pluricelulares dicha multiplicacion se
traduce en un aumento del tamafio del individuo, mientras que en unicelulares ocurre un

aumento de poblacion (Fraile & Prieto, 1997)
El crecimiento en un sistema consta de varias fases (Fraile & Prieto, 1997):

o Fase de retraso o fase “lag”. En este periodo de tiempo el inéculo bacteriano se
adapta a las condiciones del medio fresco sobre el que se ha sembrado. Se trata de
un ajuste metabdlico, su duracion depende de varios factores como el tamafio del
indculo, estado metabdlico previo del indculo, medio del que procede, necesidad de
neutralizar sustancias toxicas, diferencia en la temperatura de los medios, entre
otras.

e Fase de crecimiento exponencial: La reproduccion celular alcanza una actividad
méxima durante este periodo y su tiempo de generacion llega a un minimo

constante. Como el tiempo de generacibn es constante, la representacion
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logaritmica del crecimiento durante esta fase exponencial es una linea recta. La fase
logaritmica también es el momento en que las células presentan mayor actividad
metabdlica.

e Fase estacionaria: La tasa de crecimiento disminuye, el nimero de muertes
microbianas compensa el de las células nuevas y la poblacion se estabiliza. La
actividad metabdlica de las células que sobreviven también se torna lenta en eta
fase, es un periodo de equilibrio.

e Fase de muerte: El nUmero de muerte supera el nimero de nuevas células formadas
y la poblacion entra en esta fase y continuas hasta que la poblacién disminuye a
una pequenfia fraccion de células mas resistentes o hasta que todas sus integrantes
mueren. Muchas células bacterianas a menudo involucionan durante esta fase, lo
gue significa que, si morfologia cambia de manera espectacular, lo que dificulta su

identificacion (Tortora, et al., 2007).

En la Figura 2 se puede apreciar la grafica que describe las fases del crecimiento

bacteriano, las cuales se describieron anteriormente.

Fasg
astacionanz

Fase ge musrie
o declinacidn
logaritmica

Fase de

Logaritmo de la conceniracidn
da chlulas viables

Tiempo

Figura 2 Curva de crecimiento bacteriano, muestra las cuatro fases que describen
el crecimiento (Carroll, et al., s.f.))
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3.2. Biolixiviacion

La biolixiviacién es un proceso que se produce por la catalisis que microorganismos ejercen
durante la disolucion de menas minerales (Rodriguez, et al., 2001) o residuos sélidos
producidos en la extraccion de los elementos de interés econémico. El microorganismo usa
el mineral como combustible, utilizan reacciones de oxidacion y reduccion, liberando asi los

metales, utilizando su propia energia.

Se puede decir que la biolixiviacion es el ataque u solubilizacién de un mineral a través de
la accién directa o indirecta de los microorganismos (Rodriguez, et al., 2001). Es
considerada de bajo costo, alta seguridad, facil de operar y respetuoso con el medio
ambiente (Ye, et al., 2017), en comparacion con los métodos comunes utilizados para el

beneficio del mineral como la hidrometalurgia y la pirometalurgia.

Los microorganismos involucrados en estos procesos son bacterias acidofilas capaces de
sobrevivir y evolucionar en niveles de pH &cidos, altas temperaturas, altas concentraciones
de elementos metalicos (Rodriguez, et al., 2001). La biolixiviacion se basa en la capacidad
de los microorganismos de obtener fuentes de energia por la oxidacion de Fe (1) a Fe (lll)
y de compuestos reducidos de azufre, dando como resultado la disolucién mineral de
sulfuro o metales pesados en forma de metales extraibles para recuperarse o eliminarse
(Baba, et al., 2011).

Las bacterias acidofilas capaces de atacar sulfuros minerales se clasifican de acuerdo con
el intervalo de temperatura en el que crecen y se desarrollan, catalogandose en tres grupos:
mesofilas, termdfilas moderadas y termdfilas extremas. Thiobacillus ferroxidans,
Acidithiobacullus  thioxidans, Acidithiobacillus ferroxidans y Leptospirillum son
microrganismos clasificadas como mesodfilas tienen un rango de temperatura entre 25 °C y
45 °C (Rodriguez, et al., 2001) y se asocian principalmente con procesos de lixiviacion por
su capacidad de oxidar iones ferrosos (Fowler & Crundwell, 1998). La Figura 3 muestra las
reacciones de oxidacion de sulfuros mediadas por los microorganismos, en la columna
izquierda se encuentran los microorganismos capaces de desarrollarse, segin su

temperatura 6ptima de crecimiento.
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<30°C cO2
® Thiobacillus spp.
@A cidithiobacillus spp
@ Thiobacillus spp.
@Acidiphilum spp.

30-50 °C
@ Ferroplasma spp.
@ Leptospirillum spp.

@ Sulfobacillus spp.
@ Eukaryotes
>50°C
@ Metallosphaera spp.
@ sulfobaciltus spp.  FeS + 8H20+ 14Fe3+
@ Themoplasma spp. -+ + 25042'+

Figura 3 Potencial del ciclo del hierro, azufre y carbono basado en las
capacidades metabolicas asociadas con los microorganismos generadores de
DAM (Baker & Banfield, 2003).

Las principales ventajas de la lixiviacion bacteriana son los bajos requerimientos de acidos
para la solubilizacion de metales y el alto rendimiento en la extracciéon de metales (Blais, et
al.,, 1993). Por otra parte, las desventajas que destacan de este procedimiento es la
duracion del proceso, obtencién de soluciones demasiado diluidas y el agua acida que se

genera la cual debe ser tratada antes de ser desechada (Rodriguez, et al., 2001).

3.2.1. Biolixiviacion del zinc

La metalurgia del zinc puede llevarse basicamente por dos rutas: a) por un proceso
hidrometaltrgico y b) por un proceso pirometaltrgico (fundicion). El primero representa
alrededor del 85% de la produccién primaria de zinc, por el contrario, el proceso de fundicion

actualmente representa menos del 15% de la produccion mundial de Zn.

Otras tecnologias incluyen la lixiviacion a presion, lixiviacion atmosférica directa y
extraccion con solventes. La hidrometalurgia convencional del zinc a partir de sulfuros tiene

como etapas la tostacion, lixiviacion y electrolisis (Souza, et al., 2007).

30



Operado correctamente la biolixiviacion ofrece una recuperacion econémica de recursos
que serian demasiado marginales para otras rutas de proceso (Petersen & Dixon, 2006).
Aunque este proceso es mas lento que la lixiviacién quimica, la biolixiviacién de la esfalerita
(ZnS) no requiere oxigeno en forma gaseoso, ya que la oxidacion de Fe (ll) se lleva a cabo
gracias a los microorganismos (Souza, et al., 2007) y ésta a la vez promueve la oxidacion

de la esfalerita y la liberacién del Zn.
3.2.2. Mecanismos de biolixiviacion

En la biolixiviacion las bacterias acidéfilas se utilizan para acelerar la disolucién de la
esfalerita a través de mecanismos descritos como directo e indirectos (Ghassaa, et al.,
2017).

3.2.2.1. Mecanismo indirecto

Las bacterias oxidan los iones ferrosos Fe (Il) a iones férricos Fe (Ill) y estos ultimos
oxidan el resto del azufre (S). Aqui los iones férricos actian como oxidantes mediante
la reduccién a iones ferrosos y aumenta la cinética de disolucién de la esfalerita o sulfuro
de zinc al proporcionar electrones para la oxidacién de los sulfuros (Ghassaa, et al.,
2017).

El producto de la oxidacion de iones ferrosos y férricos es un oxidante fuerte capaz de
oxidar minerales de sulfuro. El proceso de la lixiviacién global se produce por la
oxidacion bacteriana de los iones ferrosos y lixiviacion quimica del mineral, este proceso
se describe mediante las siguientes ecuaciones que describe la lixiviacion por bacterias

del sulfuro de zinc (Fowler & Crundwell, 1998):

bacteria

2Fe* + 2H* + 0.50, —— 2Fe3* + H,0

ZnS + 2Fe3t —» Zn?t + S 4 2Fe?*

Los iones ferrosos que se producen en la biooxidacion de la esfalerita son reo-oxidados a
iones férricos por las bacterias y esto hace que la reaccién de bio-disolucion sea

autosuficiente.
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3.2.2.2. Mecanismo directo

Este mecanismo involucra la catalisis bacteriana de la disolucién de minerales de
sulfuro, requiere que las bacterias se adhieran a la superficie del sulfuro, por medio de
los iones Fe (lll), estos se complejan y luego comienzan a degradar los minerales
sulfurados (Ye, et al., 2016). Existe una propuesta en donde las bacterias puedan
interactuar directamente con el mineral y mejorar la velocidad de disolucion del mineral
por encima de la velocidad alcanzada durante la lixiviacion quimica por iones férricos
en las mismas condiciones. En el caso de la esfalerita, el mecanismo directo se puede

representar con la siguiente reaccion (Fowler & Crundwell, 1998):

bacteria

ZnS+ 2HY + 050, —— Zn** + H, + S

La eficiencia y optimizacién de la biolixiviacién dependen de los factores fisicos, quimicos
y biol6gicos del sistema, tomado como ejemplo la biolixiviacion de metales pesados en
donde este puede ser sensible a factores como la concentracion de sélidos, temperatura,
oxigeno, pH, potencial de oxidacion, tension bacteriana y la concentraciéon celular, estos

factores juegan un papel importante en la optimizacion del proceso de biolixiviacion.

Los metales obtenidos durante la biolixiviacibn dependen en gran parte del pH ya que
influye en la solubilizacién del metal durante la biolixiviacibn. Conocer y entender la
concentracion eficiente de soélidos y valores de pH permite entender la manera en que se

realiza la biolixiviacion (Ye, et al., 2016).

La presencia de bacterias aciddéfilas aumenta la velocidad de oxidacién de los minerales de
sulfuro por encima de la lograda en una reaccion quimica con iones férricos en las mismas

condiciones (Fowler & Crundwell, 1999).

Incluyendo los dos mecanismos en oxidacion por bacterias del sulfuro de zinc o esfalerita,

se pueden describir las siguientes tres reacciones (Lizama, et al., 2002):
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ZnS + 2Fe3t — Zn?t 4+ 2Fe?t 4+ S0

bacteria

4Fe?t + 0, + 4Ht ——— 4Fe?* + S°

bacteria

§%+1.50, + H,0 —— H,S0,

El sulfuro de zinc oxida unicamente con iones férricos (Fowler & Crundwell, 1998). En
ausencia de bacterias, se forma una capa compuesta por azufre elemental S en la superficie
del mineral que reacciona, y la propagacion de iones ferrosos por medio de esta capa se
convierte en una limitante que perjudican a la velocidad de reaccion. En cambio, en
presencia de bacterias el azufre se oxida, no se genera la capay la reaccion de la superficie
con el ion férrico se convierte en el paso limitante de la velocidad (Lizama, et al., 2002). Las
bacterias aumentan la velocidad de reaccién oxidando la capa de producto de azufre
elemental. De este modo, se elimina la posible resistencia a la difusién y también aumenta

la concentracion de &cido sulfarico (Baba, et al., 2011).

Las bacterias primero deben entrar en contacto con a la superficie del mineral, luego deben
comenzar a multiplicarse para colonizar la superficie del mineral disponible, si las

densidades celulares iniciales son muy altas la colonizacion es rapida.

Se ha demostrado que la reactividad del sulfuro de zinc es proporcional a su contenido de
impurezas de hierro (Lizama, et al., 2002). En conclusion, el papel de las bacterias es oxidar
los productos de la reaccion de disolucién, es decir, los iones ferrosos y el azufre (Fowler &
Crundwell, 1999).

El proceso de la biolixiviacion se puede aplicar en diferentes escenarios, ya sea en residuos/
jales de mina o como complemento en proceso hidrometallrgico. Es por eso por lo que
depende el caso el modo de empleo sera diferente pues depende del contenido de sulfuro

de zinc y el tamafio de la particula de mineral (Lizama, et al., 2002).
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3.2.3. Biooxidacion de minerales de Fe

La biooxidacion de la pirita o sulfuro de hierro sugiere un método de bajo costo para producir
iones férricos. Las bacterias acidéfilas oxidan sulfuro de hierro (FeS;) a hierro ferroso Fe
(I y sulfato (SO4?), los iones ferrosos se oxidan nuevamente a férrico y actian como
reactivo para disolver mas pirita mediante la reduccion de Fe (lll) a Fe (11). El Fe (Il) que se
produce en la dltima reaccion se vuelve a oxidar a Fe (lll) y este ciclo continda hasta que
no hay pirita disponible para la disolucion, es decir se consume el hierro disponible.
Ademas, las bacterias producen acido sulfdrico oxidando asi el azufre elemental (Ghassaa,

et al., 2017). Todo ese proceso se ilustra mejor en la Figura 4.

La generacion del drenaje acido de mina se produce por la biooxidacion de la pirita. Como
se muestra en la Figura 4 el producto final de la biooxidacion de la pirita (0 DAM) son

|
[Pirita] + 3.50, + H,0—""%— Fe* +2H" +250;

b escsnll) 2Felo - 0502+ 2Ho Bacteria 2Fe3‘ + H:O
| Bioxidacion de
| L ——>la pirita. ;

O T Producto final

[Pirita] + 16Fe*" + 8H,0 — 15Fe*" + 16H" + 280,
2 |
AAAAAAAAAAAAAA |

[

i g0 +%0: + H,O—brte_s I SO,

==

Figura 4 Reacciones quimicas involucradas en la biooxidacion de la pirita (FeS2).
(Ghassaa, et al., 2017)

iones férricos y &cido sulfurico, por lo tanto, la generacion de DAM se puede implementar
como una fuente de Fe (lll) para la lixiviacion férrica (Ghassaa, et al., 2017).
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V. Metodologia

4.1. Muestreo

4.1.1. Recoleccion de muestras liquidas

Provienen del socavon 1412, en donde el DAM comenzé a salir. En la Figura 5 se muestra
el drenaje acido de mina proveniente del socavon, en el cual se puede observar el color

rojizo que lo caracteriza. Estas muestras fueron refrigeradas a 5°C hasta su andlisis.

Figura 5 DAM proveniente del socavon
1412. Foto tomada de: (Romero, 2016)

4.1.2. Recoleccién de muestras solidas

Se recolectdé mineral almacenado dentro de la mina, ubicado en las metaleras del
socavon 1412, se trata de rocas que contienen varios metales (polimetélicas) entre los
que se encuentran de interés economico, tienen un tamafio entre 5y 10 cm.

Las muestras fueron almacenadas en bolsas selladas a temperatura ambiente hasta

su posterior analisis.
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4.2. Caracterizacion fisicoquimica de las muestras liquidas

4.2.1. Caracterizacion fisicoquimica

La determinacion de parametros fisicoquimicos: pH, conductividad eléctrica (CE), potencial
redox (Eh) temperatura y oxigeno disuelto (OD) se realiz6 con una sonda multiparamétrica
marca HANNA HI 9828.

La sonda se desinfecté para cada medicion con hipoclorito de sodio al 5% y para calibrar
pH y la CE se utiliz6 una disolucion estandar de calibracién rapida marca HANNA
instruments HI 9828-0. Para la calibracién del pardmetro Ey, se realizé con una solucién

Zobell marca Orion de 228 mV a 25°C con respecto al electrodo 4 M Ag/AgCl.

4.2.2. Cromatografiaionica

Para su caracterizacion, las muestras fueron analizadas por cromatografia iénica (IC) con
un equipo 883 Basic IC Plus con auto muestreador 919 IC Autosampler plus y deteccién
conductimétrica marcha Metrohm, se analiz6 la concentracién de cationes especificos: Na*,
NH4*, K*, Ca?*, Mg?*, Zn?*, Mn?*, Cd?" y aniones mayoritarios: F-, CI', Br-, NOz", NO2, POy,
8042'.

Para la determinacién de cationes se utiliz6 una fase movil compuesta por acido oxalico y
acido nitrico, mientras que para el andlisis de los aniones se utilizé un buffer compuesto por
carbonatos y bicarbonatos en concentraciébn en conjunto con una supresién quimica de

acido sulfarico.

En cuanto a las columnas utilizadas, para cationes se ocup6 la C4 250/4.0 (6.150.43) y para
aniones la columna A supp 4 250/4.0 (6.1006.430)

Las muestras fueron filtradas previamente por una membrana de 0.45 ym para su analisis

Figura 6 Cromatografo (883 Basic IC Plus) con automuestreador.
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4.2.3. Especiacion de hierro Fe (lll)y Fé tota

La especiacion de Fe (I)/Fe (Ill) se determind por un método espectrofotométrico, a partir
de la formacion de un complejo colorido con ortofenantrolina, el método se detalla a

continuacion:
5. Disolucién estandar de hierro (100 ppm)

A partir del estandar de Fe (HIGH-PURITY STANDARDS, Cat# 10M26-1, 10% HNOs3,
Lot# 1605317) para ICP de 10,000 mg/L tomar 100 pl y diluir con agua MQ en un matraz
de 10 mL.

6. Clorhidrato de hidroxilamina (NH.OH)
Pesar 1 g de reactivo y diluir con agua MQ en un matraz de 10 mL.

7. Acetato de sodio (NaCHs;COO 3H;0) 1.2 M

8. Disolucidn de ortofenantrolina, 5.54 x 10 * M

El método consiste en la cuantificacion de Fe (1) para ello se forma un complejo color rojo
con la ortofenotralina, y es detectado espectrofotométricamente a una longitud de onda de
510 nmy es correlacionado con la concentracién por la ley de Lambert-Beer mediante una
curva de calibracion. Ilgualmente se puede determinar la concentracion de hierro total si se
reduce el hierro (Ill) a su forma Fe (Il), para esto se agrega clorhidrato de hidroxilamina en
disolucién, para después ser cuantificado mediante la formacién del complejo formado con

la ortofenantrolina.
Por ultimo, para la determinacion de Fe (lll) se obtiene de la siguiente manera:
[F63+] = [Feotall — [Fez+]

Se uso espectrofotdmetro marca Evolution201.
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8.1. Caracterizacion de muestras soélidas

8.1.1. Preparacién de muestras

La muestra de mineral colectada dentro de la mina, como se muestra en la Figura 7, fue
marcada con la clave MT-RG1, para su preparacion, la muestra fue secada a 105°C por
una hora. Fue cuarteada, molida y tamizada de tal forma que cumpliera las caracteristicas
para analizar su composicién quimica por florescencia de rayos X (FRX) y mineraldgica
difraccion de rayos X (DRX).

Para homogeneizar el tamafo de particula, la muestra fue tamizada por tres mallas: 100
(149 pm), 120 y 150 (105 pm), y para las pruebas se utilizo el retenido entre la malla 120 y

150, que corresponde a particulas con un tamafo entre 105-149 um.

Posteriormente la muestra fue cuarteada y se selecciond una muestra representativa para

ser utilizada para los siguientes analisis quimicos.

Figura 7 Muestra de mineral proveniente de la
metalera

8.1.2. Anélisis composicional
Para el analisis composicional de mineral colectado, se emplearon dos aplicaciones:

e Elementos mayoritarios: F, SiO,, TiO,, Al,03, Fe>0s3, MnO, MgO, CaO, Na;0, K-0,
PzOs, Cl, S, SOs, Zn, Pb Yy Ba.

Medidos en muestra fundida con tetraborato de litio, usando una concentracién del 10% de
muestra en base seca. La pérdida por calcinacién (PXC) se determin6 calentando 1 g de

muestra a 950 [°C] durante dos horas, y calculando la diferencia de masa en porciento.

¢ Elementos traza: Rb, Sr, Y, Zr, Nb, V, Cr, Co, Ni, Cuy Th.
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Los elementos traza, fueron medidos en muestra prensada.

La determinaciéon de elementos mayoritarios como trazas fueron analizados en un
espectrémetro secuencial RIGAKU PRIMUS Il de WD-FRX equipado con tubo de Rh, en el
laboratorio de FRX del laboratorio de Geoquimica y mineralogia del Instituto de Geologia.

8.1.3. Andlisis mineraldgico.

Para el analisis de la mineralogia asociada, se utiliz6 un analizador portatil XRD-XRF
TERRA, Olympus. La medicion se realizd en un intervalo angular de 5° a 55° con un

escaneo de 100 exposiciones de 20 s con una fuente de radiacién de Co.

La identificacion de las fases minerales se llevo a cabo con ayuda del software XPowder
Ver. 2010.01.35 PRO con una base de datos PDF2.

8.2. Identificacién de comunidades microbianas asociadas

Para llevar a cabo la identificacién de las comunidades microbianas presentes en el DAM.
Se filtr6 un volumen de 1L de DAM mediante el uso de una membrana de filtracion de 0.22
pum, preservando el filtro con los microorganismos presentes, donde se realizé la extraccion

de ADN metagendmico de los microorganismos presentes.

Posteriormente dichas muestras fueron amplificadas mediante PCR y secuenciadas pro
lllumina MiSeq para su identificacion mediante el uso del gen 16S rRNA. Las secuencias
obtenidas fueron analizadas mediante QIIME y comparadas contra la base de datos

GreenGenes.

8.3. Aislamiento y enriqguecimiento de inéculo en medios de cultivo
T&K modificado

4.5.1 Recuperaciony aislamiento de bacterias acido6filas del DAM

Para la recuperacion, aislamiento y propagacion de las bacterias acidofilas presentes en el

DAM, se utilizaron las siguientes técnicas de cultivo:

e Medio sdlido T&K modificado a fin de promover un ambiente similar al presente en
el DAM de Taxco, Guerrero,a fin de que fuera lo més parecido al DAM presente en

Taxco, los componentes del cultivo se muestran en la Tabla 5, y fueron modificados
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a partir de lo reportado por Touvinen y Kelly para el cultivo de Acidithiobacillis
ferroxidans (Touvinen & Kelly, 1973)

Este medio fue inoculado por estriado radial en cuadrantes e incubado a
temperatura ambiente 20-23 °C por 7 dias en oscuridad, después de obtener el
crecimiento, se procedié a tomar una colonia aislada y se realizé la reinoculacién en
el mismo medio de cultivo. Para verificar la pureza del cultivo, se realiz6 una tincion
de Gram y se observé al microscopio a un aumento de 100x, mediante el uso de un

microscopio marca Olympus BX51

Enriquecimiento de bacterias acidofilas del DAM en medio T&K modificado

El medio liquido T&K modificado cuya composicion se muestra en la Tabla 5. Se
utilizé para llevar a cabo la propagacién y enriquecimiento de los microorganismos,
para este caso se utilizaron matraces Erlenmeyer de 125 mL con 100 mL de medio
como reactores, los cuales fueron incubados a temperatura ambiente 20-23 °C por
15 dias con una agitacion orbital a 250 rmp, inoculadas con 200 pL a partir de una
suspension microbiana procedente del aislamiento en medio sélido, por duplicado y

un control sin inocular. Este se llevd a cabo en 2 etapas.

Tabla 5 Composicion de los medios de cultivos utilizados para las bacterias contenidas en el DAM.

Medio Sélido* Medio Liquido*
Reactivo T&K (g/L) Reactivo T&K (g/L)
(NH4);S04 0.4 (NH4)2SO04 0.4
K2HPO,4 0.4 K2HPO, 0.4
MgSO.* 7TH,O 0.4 MgSO.* 7H,O 0.4
FeSO,*7H,0 10 FeSO,*7H,0 10
ZnSO4*7H,0 0.114 ZnSO4*7H,0 0.114
H,SO4 1mL H,SO,4 1mL
Agarosa 9 pH 2
pH 2

*Los medios fueron esterilizados por filtracion con un equipo Millipore HAWG 04700
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Para el caso de los medios liquidos, se midieron diariamente los pardmetros de
fisicoquimicos; pH, CE, En, T y OD segun lo descrito en el punto 4.2.1. Se colectaron
diariamente muestras de 1 mL para la especiacion de Fe (1) /Fe (lIl) /Fe total. Ademas de
analizar por DRX del sdlido precipitado. Por dltimo, se cuantificaron las bacterias usando

una camara Neubauer marca Marienfeld y un microscopio marca Olympus BX51.

Figura 8 Reactores con medio de cultivo T&K
modificado, inoculados con 200 [ul] de bacterias. La
alteracion por las bacterias aln no es visible

8.4. Evaluacién de crecimiento en medio T&K modificado con la adicion de
mineral de la zona para la simulacion de la generacién de Drenaje
Acido de Mina

Para estas pruebas, se utilizé el medio liquido T&K modificado cuya composicion se
encuentra en la Tabla 5, pero sustituyendo la concentracion de Fe por 1.00 g de mineral
con un tamafio de particula entre 105-149 um., previamente esterilizado en un horno a
180°C por dia.

Las pruebas se realizaron por triplicado en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 100 mL de
medio de cultivo, con tap6n de algoddn y fueron incubados a temperatura ambiente que
oscila entre 20 y 23 °C con agitacion orbital a 250 rmp, e inoculado con 200 uL de medio
enriquecido, en fase estacionaria por triplicado y un control sin inocular. Ademas del Fe no

se agregaron las sales de Zn y de Mg.

Se midieron diariamente los parametros fisicoquimicos por un periodo de 15 dias los
parametros fisicoquimicos de pH, CE, En, T y OD, segun lo descrito en el punto 4.2.1,
ademas se colectaron diariamente muestras de 1 mL para especiacion de Fe (1) /Fe (l11)

/Fe total, determinacion de iones mayoritarios por IC y el conteo de bacterias, el cual se

41



realiz6 mediante el uso de una camara de Neubauer marca Marienfeld y un microscopio

marca Olympus BX51.

Al final del procedimiento, el mineral sobrante fue colectado, secado a 105°C por 24 hy se
analizé6 su mineralogia segun lo expuesto en el punto 4.3.3, sin embargo, el analisis
composicional, se realizé en un equipo portatil de FRX Thermo Niton XL3t ultra con anodo
de Ag.
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V. Resultados y analisis de resultados

5.1.2. Caracterizacion fisicoquimica de muestra liquida de Drenaje Acido de
Mina

Los resultados obtenidos para la muestra liquida de DAM colectada, que fue denominada
como “Pileta”, se muestran en las Tablas 6 y 7., en la primera, en cuanto a la composicién,
se puede apreciar que existen altas concentraciones de sulfatos y zinc, demostrando el
comportamiento natural del DAM al tener sulfato disuelto y iones en suspensién como Zn?*,
Mn?*, Mg?*. Ademas, de contar con la presencia de Fe (Il)y Fe (Il) que pueden actuar como
fuente de energia para las bacterias acidéfilas y ser catalizadoras en la generacion del DAM.
(Baker & Banfield, 2003).
Tabla 6 Composicion de la muestra de DAM recolectada
Muestra  Fe®* Fe?* Na* Zn?* K* Mn?2* Mg?* Ca** F CI- NO3z S04
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/l)

Pileta 60.94 0.85 26.68 497.19 <LD 37.75 211.28 237.01 7.17 22.85 599  2925.00

Tabla 7 Parametros fisicoquimicos de la muestra del DAM obtenidos en campo
Muestra pH CE (mS/cm) En (MV) %0D T(°C)

Pileta 2.25 3.909 609.2 21.7 21

Por otra parte, segun los pardmetros fisicoquimicos de la muestra liquida colectados en
campo, que se muestran en la Tabla 7, se observa que el DAM procedente de Taxco,
Guerrero tiene un pH=2.25, se considera un pH acido y caracteristico del DAM (Romero,
2004). Ademas, la temperatura de 21 °C determinada en el DAM se encuentra dentro del
rango aceptable para la sobrevivencia de las bacterias segun lo reportado por Baker &
Banfield en 2003, y fue tomada como base para la incubacién de los experimentos

posteriores.
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5.1.3. Muestras sdlidas

En la Tabla 8 se muestra los resultados del andlisis composicional y mineraldgico de la

muestra de mineral colectado dentro de la mina:

Tabla 8 Caracterizacién de muestra de mineral colectado dentro de la mina

Muestra %m/m

Fe203 SiO2 CaO A0z MnO MgO K20 Zn S Pb Ba Cu
Mineral
en mina

MT-RG1 24.707 28.600 9.580 4.710 1.020 2.640 0.619 7.783 5400 0.055 0.611 0.181

Tabla 9 Caracterizaciéon de elementos traza en la muestra sélida

Muestra mg/kg
Rb Sr Y Nb \Y Cr Co Ni
Mineral en mina 37 41 5 13 29 38 109 11
MT-RG1

Segun los resultados anteriores, el mineral dentro de la mina contiene una importante
concentracion de Sy Fe enforma de pirita (FeS), que segun lo reportado por Akcil & Koldas
en 2006 y por llhwan Park en 2018 es el responsable de la generacién del DAM, ya que
este mineral puede funcionar como fuente de energia para la proliferacion de bacterias
acidofilas como A. ferroxidans (Baker & Banfield, 2003),lo cual se corrobora al compararlo
con las elevadas concentraciones de Fe soluble presentes en el DAM de acuerdo con la
Tabla 6, sin embargo, cabe resaltar que ademas presenta una enorme concentracion de
Zn de 7.78 %, que se encuentra distribuido como esfalerita y wurzita (ZnS) que también
puede ser utilizado por las bacterias presentes en el DAM (Lizama, et al., 2002), liberando
Zn al sistema, lo cual también puede observarse en la composicion del DAM en la Tabla 6.
Las elevadas concentraciones de estos elementos presentes en el DAM son indicios de la
posible presencia de bacterias acidodfilas que estan descomponiendo estos minerales

dentro de la mina y liberandolos al exterior en forma de DAM.

Por otra parte, también se observan dos elementos importantes, con gran riesgo para el
medio ambiente, como son el Pb, Cu y Mn que pueden estar asociados a algunos de los
minerales anteriores y que son liberados en los procesos de generacion del DAM, segun lo

reportado para el analisis de trazas en el DAM (Romero et al, 2010).

44

Principales
minerales
Cuarzo,
Pirita,
Calcopirita,
Esfalerita,
Wurzita



De acuerdo con los resultados de la Tabla 8, se puede observar que los minerales presentes
como cuarzo, esfalerita, calcopirita, pirita, wurzita coinciden con las investigaciones de la

zona realizadas por Miranda Huerta et al; en 2003.

A continuacion, se presenta el difractograma comparativo del mineral antes (rojo) y después

(azul) del tratamiento con bacterias y los principales minerales sulfurados presentes
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Figura 9 Difractograma comparativo de muestra MT-RG1 antes (rojo) y después del tratamiento con bacterias acidofilas

Segun se observa en la Figura 9, después de que las bacterias interaccionan con el mineral
se forma jarosita producto de la precipitacion del hierro. Al interactuar las bacterias utilizan
el hierro como fuente de energia, comenzando asi la oxidacién y generado hierro (1), no
todo el hierro es para su consumo, parte del él se precipita, como se puede observar en el

difractograma de la Figura 9, donde se identific un precipitado caracteristico del DAM.
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Muestra

5.1. Comunidades asociadas

Las bacterias identificadas en la muestra liquida llamada Pileta, se muestran en la Tabla
10. Se encontraron en mayor proporcion las bacterias Acidithiobacillus ssp. con 34.7%

siendo esta la bacteria principal del DAM y Leptospirillum spp. con un 23.3 % del total.

Estos dos géneros de bacterias son conocidas por encontrarse en el DAM ademas de

contribuir a su generacion y acelerar el proceso (Kay, et al., 2014) y (Dold, 2014).

Tabla 10 Bacterias identificadas en las muestras liquidas

ID Pileta
Acidithiobacillus spp. (Gammaproteobacteria) 34.7%
Leptospirillum spp. (Nitrospirae) 23.2%
Methylophilales bacterium (Betaproteobacteria) 11.7%
Thermogymnomonas (Archaea) 5.7%
Gallionella (Betaproteobacteria) 3.2%
Acidiphilium (Alphaproteobacteria) 0.2%
Chlorophyta spp. 0.0%
Acetobacteraceae bacterium (Alphaproteobacteria) 0.1%
Otros generos 21.3%
Fuente de Cy energia inorganica Litotrofos

Bacterias como Acidiphilium se ha reportado en la generacion del DAM, para este proyecto
no resulta importante considerarlo pues el porcentaje de presencia no es relevante en la
muestra. En la Figura 7 se muestra el grafico de distribucion de las bacterias presentes en
Pileta, en esta se pueden apreciar los dos principales géneros de bacterias que dominan

en la muestra.

Pileta

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%
%Relativo en la muestra
m Acidithiobacillus spp. (Gammaproteobacteria) m Leptospirillum spp. (Nitrospirae)
m Methylophilales bacterium (Betaproteobacteria) Thermogymnomonas (Archaea)
m Gallionella (Betaproteobacteria) Acidiphilium (Alphaproteobacteria)
m Chlorophyta spp. m Acetobacteraceae bacterium (Alphaproteobacteria)

Figura 10 Distribucion de las bacterias identificadas en la muestra Pileta
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5.2. Recuperacion y aislamiento de bacterias acidofilas presentes en
el DAM

A continuacion, se presentan los resultados del aislamiento en medio sélido de bacterias
en la muestra de la Pileta:

Tabla 11 Caracteristicas morfocoloniales y microscépicas de
bacterias aciddfilas aisladas en muestra Pileta

Caracteristicas morfocoloniales de muestra Pileta

Tamafo (mm) Menor a 1mm

Forma Puntiforme

Elevacion Crateriforme

Borde/Margen Ondulado, presencia de halo en

capas alrededor de las colonias.
Color Anaranjado-marrén
Aspecto Seca
Distribucion/Superficie Rugosa e invasiva
Consistencia/Textura Vitrea
Luz Reflejada Mate
Luz Transmitida Opaca
Caracteristicas Microscopicas

Gram Negativo

Forma Bacilos con un largo entre 1.2-

Figura 11 Caracteristicas microscopicas de muestra
1.7 ymy ancho de 0.6 ym Pileta. Tincién de Gram 100x
Agrupacion Sin agrupacion caracteristica. o ) ) ) o
Arriba izg. Colonias puntiformes crateriformes, a la derecha twitching y

sliding. Abajo medidas de bacilos Gram (-)

Figura 12 Aislamiento de bacterias acidéfilas presentes en el DAM en medio soélido T&K modificado
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Segun los resultados observados en la Figura 12 y el informe de comunidades microbianas
presentes en el DAM, se logré el aislamiento de una bacteria Gram (-) aciddfila (que crece
a pH<2.0) y que oxida el Fe (ll) del medio a Fe (lll), produciendo un halo de precipitacién
de oxihidréxidos de Fe alrededor, lo cual es tipico para Acidithiobacillus ferroxidans, que es
el microorganismos mas abundante en el DAM de Taxco, Guerrero, segun lo informado en
la Tabla 10.
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5.3. Enriquecimiento de bacterias acidofilas del DAM en medio T&K

modificado
5.3.1. Primera etapa

A continuacién, se presentan los resultados del seguimiento del crecimiento de las bacterias

aisladas del DAM en el medio T&K modificado.

Tabla 12 Parametros fisicoquimicos y concentracion de hierro en control de oxidacion quimica en medio T&K modificado sin bacterias.

Dia de

CE

incubacion [mS/cm]

7.39
7.456
7.292
7.002
7.221
7.011
7.721
7.338
7.268

Eh
[mV]

560.4
646.7
632.6
613.4
527.8
546.3
622.9
535.6
548

DO%

68.2

60.3

70.3

70.3

71.6
77.22
79.8

64.6

71.3

DO
[mg/L]

4.42
3.89
4.54
4.56
4.57
4.97
5.19
4.07
4.46

Control etapa 1

pH

2.24
2.04
1.66
1.89
1.69
1.91
1.64
1.71
1.66

Temperatura
[°cl

20.91
21.27
21.17
20.85
21.8
21.57
20.66
22.5
22.86

Bacterias
[bacterias/mL]

0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00

Fe total
[mg/L]

1930.14
1972.55
1852.79
1852.79
1910.18
1780.44
1645.71
1757.98
1830.34

Fe (I)
[mg/L]

1817.86
1830.34
1850.30
1962.57
1740.52
1757.98
1802.89
1895.21
1897.70

Fe (1)
[mg/L]

112.28
142.22
2.50
0.00
42.42
22.46
0.00
0.00
0.00

Tabla 13 . Parametros fisicoquimicos y concentracion de hierro en experimento de oxidacion bioldégica en medio T&K modificado,
inoculado con bacterias de muestra de Pileta

Dia de
incubacion

CE
[mS/cm]

7.648
7.3195
7.2575
4.8275
5.2645

5.069

5.935
5.8945
5.9215

Eh
[mV]

673.8
657.8
588.45
713.65
803.35
799
792.35
812.85
807.05

DO%

69.55
65.9
67.95
54.65
69.95
71.2
66.7
67.05
78.6

Promedio en medio T&K etapa 1

DO
[mg/L]

4.47
4.25
4.37
3.58
4.49
4.565
4.38
4.225
4.89

pH

2.1
2.04
1.57

1.985
1.65
1.835
1.45
1.465
1.375

Temperatura
[°cl

21.3

21.255

21.43

20.75
21.905

22.19
20.495
22.625
23.365

Bacterias
[bacterias/mL]

1.60E+05
3.60E+05
1.88E+06
6.88E+06
2.62E+07
2.69E+07
2.56E+07
2.88E+07
2.82E+07

Fe total
[mg/L]

1988.77
1854.04
1703.09
1328.84
1100.55
1061.88
898.45
826.10
924.65

Fe (1)
[mg/L]

1832.83

1731.79

1194.11
68.56
49.27
46.94
67.44
78.54
76.05
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[mg/L]

157.19
122.26
508.98
1260.28
920.29
1014.94
831.01
747.55
848.60



Segun los resultados del control en la Tabla 12, se observa que los parametros
fisicoguimicos se mantienen constantes, sin embargo, se observa una pequefia oxidacion
del Fe (Il) del medio que pasa a Fe (lll), esto puede asociarse a la reaccion de este
elemento con el oxigeno y corresponderia a una oxidacion quimica del Fe (ll), sin embargo,
esta es despreciable comparada con la alta concentracion de Fe (lll) formado durante la
oxidacion bioldgica propiciada por el metabolismo bacteriano, la cual al aumentar su
concentracion incrementa el valor del Eh en la zona de predominio del Fe (lll). Segun se
observa en la Tabla 13, al final del tiempo de incubacién casi el 90% del Fe (IlI) ha sido
oxidado a Fe (lll) por la accidn bacteriana, se observa una fuerte disminucién del pH debido
a la hidrdlisis del Fe (Ill) donde se liberan atomos de H* que se forma durante el proceso, y
como consecuencia se obtiene un pH adn més acido. Lo anterior se puede describir con la

siguiente reaccion:
Fe3* + H,0 S Fe(OH)** + H* logK = —3.05 (Singley & Black, 1967)

A continuacion, en las Figuras 13 y 14 se encuentran los graficos correspondientes a las
cinéticas de crecimiento bacteriano obtenidas para la primera etapa del cultivo A.
ferroxidans, en las cuales se observa el efecto de crecimiento de bacteriano en la
especiacion del Fe (I1)/Fe (Ill) en los medios de cultivo T&K modificado con respecto a los

blancos control, en los que se evalla la oxidacién quimica:
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Figura 13 Curva de crecimiento y oxidacion de hierro en control de oxidacion quimica en medio T&K sin
ocular de la primera etapa.

0 2 4 6 8 10 12 14 16
__2500.00 3.50E+07
=
=2 3.00E+07 =&
£.2000.00 E
o 2.50E+07 &
@ b
£ 1500.00 2.00E+07 £
< 3
S 1000.00 1.50E+07
= o
§ 1.00E+07 §
£ 500.00 Q
8 5.00E+06 &
c
8 0.00 0.00E+00

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo de incubacion [dias]
=0 Fe total [mg/L] Fe (Il) [mg/L] =—e=Fe (lll) [mg/L] =—e=Bacterias [bacterias/mL]

Figura 14 Curva de crecimiento y oxidacion del hierro en medio T&K inoculado con A. ferroxidans
aislado de la muestra de DAM Pileta en primera etapa.

Segun los gréaficos de evaluacion cinética para los medios inoculados y el control en las
Figuras 13 y 14, se observa que se inicia con pH=2, asemejando las condiciones de pH
presentes en la muestra de DAM de la “Pileta”, segun la informacion de su caracterizacion

en la Tabla 7. De los resultados, se tiene un incremento en la poblacién de bacterias, como
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consecuencia el pH disminuy6 y el Eh aumento significativamente debido a la oxidacion del
hierro ferroso, el cual decrece al ser oxidado a hierro férrico, esto sucede de manera mas
evidente a partir del cuarto dia de incubacién, en el cual se presenta la fase de crecimiento
exponencial bacteriano, ya que las bacterias estan utilizando el Fe (ll) como fuente de
energia para su metabolismo, transformandolo en Fe (lll) por otra parte, posterior al dia de
incubacion seis se tienen los cambios importantes tanto pH como en los otros parametros.
Ademas de que el liquido de los reactores cambio6 su coloracion de blanco, transparente a

una rojiza.

Lo anterior es consistente con lo que se ha reportado para bacterias como A. ferroxidans
capaces de acelerar el proceso de generacion del DAM debido a la oxidacion del hierro
ferroso como los describe (Fowler & Crundwell, 1998), lo cual se puede observar en esta

primera etapa.
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5.3.2. Segunda etapa

Este experimento tuvo como objetivo mejorar la adecuacion del cultivo y lograr el

enriquecimiento y propagacion de las bacterias procedentes de la etapa anterior, para esto

se us6 el mismo medio de cultivo, pero solo se tuvieron dos reactores, un blanco de control

y el segundo donde se incubaron 200 uL de bacterias, en este caso se realiz6 el

seguimiento por 14 dias de incubacién y se midieron y tomaron parametros cada dia. Los

resultados obtenidos se muestran en las Tablas 14 y 15.

Tabla 14 Parametros fisicoquimicos y concentracion de hierro en control de oxidacion quimica en medio T&K
modificado sin bacterias

CE
[mS/cm]

5.261
5.634
6.366
5.554
5.009
5.85
4.844
5.604
5.038
5.428
5.456

Eh
[mV]

777
809.5
620.7
751.1
595.8
490.2
539.9
512.7
532.3
542.9
552.7

DO%

72.2
72.1
66.1
70.2
71.8
77.6
61.5
68.8
70
64.5
67.3

DO
[mg/L]

4.71
4.56
4.14
4.43
4.71
5.09
3.89
4.37
4.48
4.22
4.34

pH

2.14
2.05
2.09
2.25
2.02
1.93
1.95
1.89
1.87
1.82
1.89

Control etapa 2

Temperatura
[°cl

21.04
22.59
22.91
22.01
20.97
20.59
22.74
22.28
22.01
20.87
21.53

Bacterias
[microorganismos
/mL]

0
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
8.00E+04
8.00E+04
1.36E+06

Hierro total
[mg/L]

1925.15
1795.41
1852.79
1807.88
1805.39
1752.99
1802.89
1595.81
1623.25
1757.98
1832.83

Hierro
(n
[mg/L]
1877.74
1720.56
1817.86
1735.53
1865.27
1608.28
1476.05
1880.24
1688.12
1688.12
1513.47
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Hierro
(m)
[mg/L]
47.41
74.85
34.93
72.36
0.00
144.71
326.85
0.00
0.00
69.86
319.36



Dia de
incubacion

Tabla 15 Parametros fisicoquimicos y concentracion de hierro en medio T&K modificado con bacterias de la

CE
[mS/cm]

5.315
5.714
5.388
5.054
5.13
4.834
4.5
4.219
3.981
4.349

Eh
[mV]

712.3
728
669.9
597.1
608.4
647.9
669.1
693.1
737.6
787.6

DO%

67.7
57.9
70.2
74.5
57.7
72.1
65.2
72.8
76.4
70.4

DO
[mg/L]

4.37
3.77
4.49
4.9
3.82
4.53
4.11
4.62
5.04
4.48

muestra Pileta

Promedio en medio T&K etapa 2

2.02
1.94
2.18
1.84
1.97
1.75
1.61
1.52
1.52
1.41

Temperatura
[°cl

21.44
20.99
22.21
20.86
20.31
23.09
22.91
22.65
20.62
22.38

Bacterias
[microorganismos/mL]

1.60E+05
2.40E+05
1.36E+06
1.68E+06
8.96E+06
1.54E+07
1.54E+07
1.66E+07
2.05E+07
2.18E+07

Hierro
total
[mg/L]
1865.27
1550.90
1530.94
1266.47
1266.47
1313.87
1194.11
1159.18
764.97
819.86

Hierro
(n
[mg/L]
1603.29
1550.90
1670.66
1481.04
804.89
386.03
203.24
127.89
274.25
34.58

Segun los resultados anteriores, las bacterias tienen un incremento significativo en el dia

ocho de incubacion siguiendo una tendencia similar al primer experimento, ademas de su

disminucion en el pH el cual es un indicador del trabajo que estan realizando las bacterias.

En este caso, segun se observa en la Figura 16, la fase de crecimiento exponencial se logra

entre en dia 4 y 8 corroborando la cinética de crecimiento microbiano identificada para este

microorganismo en estas condiciones. En las Figuras 15 y 16 que se encuentran a

continuacién se muestras los graficos de la etapa dos, inoculada y sin inocular.
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Hierro
({LD)]
[mg/L]
261.98
0.00
0.00
0.00
461.58
927.84
990.87
1031.29
490.72
785.28
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Figura 16 Curva de crecimiento de las bacterias y concentracion de hierro en medio T&K inoculado con
muestra Pileta

Esta segunda etapa corrobora lo ocurrido en la primera etapa con una diferencia de
adaptacion de un dia, en el periodo exponencial de crecimiento comparten similitudes
alcanza la fase estacionaria en el dia ocho. La fase exponencial esta asociada al consumo

de hierro (I) en estas dos etapas concuerdan el mismo tiempo por tener el mismo medio

de cultivo, es decir, el proceso esta secundado.

Ademas, el crecimiento de bacterias aciddfilas ocurre en el mismo dia en que el pH
disminuye debido a la reaccion que se esta llevando a cabo, pues existe una liberacién de

protones H*.
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5.4Evaluacién de crecimiento en medio T&K modificado con la adicién de

mineral de la zona para la simulacion de la generacién de DAM

Para realizar el experimento de simulacion de DAM mediado por bacterias se uso el mineral

del sitio y parte del medio T&K modificado, cabe mencionar que no se utilizaron las sales

presentes en la muestra de mina como hierro y zinc (pirita y esfalerita son sus respectivos

minerales), sé realizo este medio de cultivo para que las bacterias tomaran energia del

hierro natural presente.

Tabla 16 Parametros fisicoquimicos y concentracion de hierro en control de simulacién de DAM por oxidacion quimica en
medio T&K con mineral afiadido sin bacterias

Dia de
incubacion

0 o~ = O

11*

18
20
22
25

CE
[mS/cm]

2.67
2.55
2.41
2.73
2.78
2.53
2.53
2.88
2.89
3.12
3.17

Eh
[mV]

593.20
747.00
774.55
434.65
590.85
525.25
594.45
607.25
511.05
655.80
483.55

DO%

81.45
76.50
74.30
75.80
76.05
71.80
56.60
56.35
55.80
69.05
54.60

Control medio T&K con mineral

DO
[mg/L]

5.27
5.03
4.81
4.71
4.80
4.45
3.76
3.59
3.58
4.38
3.28

2.03
3.00
3.55
3.67
3.81
3.73
2.81
2.48
2.51
2.57
2.57

Temperatura
[°c]

21.72
21.07
21.94
24.10
23.36
24.54
20.77
22.79
22.45
22.86
25.44

Bacterias
[microorganismos/mL]

0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
S/D
S/D
S/D
S/D
S/D

Fe
total
[mg/L]
7.51
16.62
3.19
4.77
5.89
5.64
2.57
0.00
0.20
0.07
0.52

Fe (1)
[mg/L]

9.63
12.38
9.26
4.14
3.30
4.07
1.70
0.57
0.00
0.77
0.52

A partir del dia de incubacién 11 no se contabilizé la poblaciéon de bacterias por problemas de la cAmara Neubauer, por eso aparecerd como

S/D: sin deteccion
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Fe (1)
[mg/L]

0.00
4.24
0.00
0.62
2.59
2.24
0.87
0.00
0.20
0.00
0.37



Dia de
incubacion

o s = O

Tabla 17 Parametros fisicoquimicos y concentracion de hierro en experimento de simulacion de generacion de
DAM por oxidacién biolégica mediante el uso de A. ferroxidans aislada de pileta

CE Eh
[mS/cm] [mV]
2.668 594
2.52 724.5
2.4365  738.05
2.674 462.85
2.79 608.2
2.841 629.85
2.72 669.4
3.319 730.55
3.696 761.3
4.607 772.5

4.3955 768.6

DO0%

80.55
77.65
82.25
75.8
67.75
68.3
57.7
513
51.9
39.85
57.6

Promedio medio T&K con mineral e inoculado

DO
[mg/L]

5.175
5.115
5.375
4.69
4.265
4.285
3.84
3.25
3.36
2.365
3.595

pH

2.01
2.98
3.36
3.47
3.04
2.505
2.1
2.09
1.925
1.87
1.88

Temperatura
[°c]

22.205
21.015
21.395
24.365
23.375
23.46
20.62
23.13
21.795
26.1
23.355

Bacterias
[microorganismos/mL]

8.00E+04
8.00E+04
3.60E+05
2.40E+05
3.20E+05
1.28E+07
2.82E+07
4.54E+07
6.53E+07
7.55E+07
7.49E+07

Fe
total
[mg/L]
10.63
17.61
3.77
8.26
5.76
3.89
0.00
12.62
53.17
73.75
88.72

Fe (1)
[mg/L]

7.51
12.50
11.00

3.39

0.82

0.55

0.00
4.64

5.32

6.51
11.25

Como se observa en las Tablas 16 y 17, en el experimento de oxidacién biol6gica el Fe (111)

aumenta progresivamente, a diferencia del control, en el cual disminuye, por otra parte, el

pH en el experimento de oxidacion bioldgica disminuye progresivamente hasta alcanzar

valores de 1.88, debido a la produccién de H.SO4 como respuesta de la oxidacion de los

sulfuros, lo cual se ha reportado anteriormente (Ata & Soner, 2006) la creacién de acido

sulfarico contribuye a la acidificacion y a la liberacion de metales pesados, ademas, la

disminucién de pH también esta asociado al incremento de atomos de hidrégeno.
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Fe (1)
[mg/L]

3.99
5.11
0.00
2.37
4.94
3.34
0.00
7.98
47.85
67.24
70.48



5.3.3. Efecto de la presencia de bacterias en experimentos con un medio T&K sobre
los minerales de Fe durante la generacion del DAM

En las Figuras 17 y 18, se presentan lo graficos de crecimiento bacteriano y efecto en la

concentracién del Fe soluble durante los experimentos de simulacién de DAM
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Figura 17 Curva de crecimiento de las bacterias y concentracion de hierro en control de oxidacion
guimica en medio T&K con mineral
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Figura 18 Curva de crecimiento de las bacterias y concentracion de hierro en medio T&K con mineral inoculado con
muestra pileta.
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Los graficos de las Figuras 17 y 18 corresponde al crecimiento bacteriano con relacién al
hierro presente. En la Figura 18 se observa un aumento en la cantidad de bacterias, asi
como una disminucioén en la concentracion de Fe (1) esto se debe a la accién metabdlica y
el Fe total es consumido o precipitado. La disminucion de la concentracion de hierro ferroso
se presenta a partir del cuarto dia, en el dia quince las concentraciones de hierro tienen un
despegue que coincide con la oxidacion de hierro ferroso, por otra parte, el hierro total

incrementa su concentracién pues parte del hierro se comienza a precipitar.

En la Figura 17 describe la curva de crecimiento de las bacterias en el medio T&K sin
inocular, el control no tiene crecimiento de bacterias, el pH no decrece rapidamente y el Fe
(1) se mantienen practicamente las mismas concentraciones al igual que el hierro total, esto
se debe a que se esta llevando a cabo una oxidacién quimica lenta que el cambio es

imperceptible.

La generacion de DAM ocurre por la presencia de un mineral sulfurado, en este caso la
pirita (FeS,) y un medio ambiente oxidante el cual incluye la presencia de agua y oxigeno
al tener estos tres elementos combinados inicia la generacion del DAM. El sitio de estudio
es una mina abandonada con pirita como parte de su mineral de ganga, es decir existe una
gran cantidad de mineral expuesto que no puede ser remediado por la naturaleza, como
consecuencia se inicié la reaccién de oxidacion y se gener6 DAM en la mina de Taxco,

Guerrero.

La pirita es una fuente de Fe (Il) y esta se oxida a Fe (lll). En el sitio de estudio se encuentra
una gran cantidad este mineral, dicho de otro modo, la fuente de hierro ferroso es abundante
y mientras exista, la oxidacion se llevara a cabo. La velocidad de oxidacion depende de la
presencia de oxigeno como primer oxidante, siguiendo con el Fe (lIl) el cual es el encargado
de oxidar nuevamente el mineral sulfurado ain mas rapido que el O, del medio ambiente y
por ultimo la presencia de bacterias acidofilas como Acidithiobacillus ssp., Estas bacterias
existen debido a las condiciones acidas del sitio, se encargan de acelerar ain mas la
oxidacion, ocasionado que las reacciones sean mas rapidas y generen a gran velocidad el

DAM, tal como ocurrié en el sitio de estudio.

En las primeras dos etapas enriquecidas con medio T&K modificado en los cuales se
pueden observar en las Figuras 12 y 13 para la primera etapa y en las Figuras 14 y 15 para

la segunda, se puede identificar la diferencia entre el control y el inoculado con respecto a
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las bacterias y su crecimiento, en el control no se desarrolla una poblacion y no existe un
incremento de hierro férrico significativo. Ademas, el hierro ferroso y el hierro total se
mantienen constantes a sus niveles iniciales, lo cual coincide con la inexistencia de
bacterias ya que no hubo algin factor por el cual se oxidaran o precipitardn ademas del
quimico. Este comportamiento se puede observar en ambas etapas con medio T&K

modificado.

En el experimento con mineral de control el comportamiento de las bacterias es similar a
las anteriores a pesar de tener un medio natural no hubo un desarrollo de bacterias. Por
otro el lado el hierro presente como parte del mineral tuvo un comportamiento distinto a los
anteriores, por la concentracion inicial de hierro que al no interactuar con microorganismos
fueron disminuyendo las concentraciones hasta tener un comportamiento constante tanto

de hierro ferroso como férrico como se puede observar en la Figura 17.

En cuanto al crecimiento de las bacterias, los experimentos inoculados y en un medio T&K
modificado, tuvieron un periodo de adaptacién de 3 a 4 dias, mientras que el periodo de

adaptacion para el mineral inoculado fue de 8 dias.

Para la primera etapa a partir del dia cuatro se aprecia un incremento en la comunidad de
bacterias, pero desde el dia 6 se puede observar un incremento significativo de los
microorganismos el cual coincide con el incremento de Fe (1) y la disminucion del Fe (ll)
gue es progresiva pero significativa del dia 4 al 6. Al iniciar la oxidacién de la pirita la cual
contiene sulfuro y Fe (Il), este Ultimo al tener un ambiente oxidante ya sea por la presencia
de agua, oxigeno o en este caso microorganismos se oxida incrementando la concentracién
de Fe (ll). La pirita aun presente puede ser oxidada nuevamente tanto por el medio
ambiente, por el Fe (lll) en este paso la velocidad de esta oxidacibn aumenta por la
presencia de bacterias aciddfilas ya identificadas como Acidithiobacillus ssp (véase la
Figura 11). Es por esto por lo que hierro ferroso va disminuyendo mientras que el hierro
férrico va aumentando, pues Fe (Il) tiene un papel significativo en la oxidacion. De igual
manera esto se puede apreciar en la Figura 16 correspondiente a la segunda etapa, donde
el ciclo se dio de igual manera disminuye la concentracion de hierro ferroso y coincide con
el aumento del hierro férrico este cambio se aprecia a partir del cuarto dia de incubacion lo

cual también cuadra con el acondicionamiento de las bacterias.

El medio con mineral presenta el mismo comportamiento, el periodo de adaptacion termina

en el dia 8 y el aumento es significativo en el dia 13, a su vez esto coincide con el aumento
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de la concentracion de hierro férrico, esto ocurre en menor cambio de concentraciones pues
no depende de un medio enriquecido si ho de un mineral solido, pero no significa que no

se puedan a preciar el comportamiento, se muestra en la Figura 18.

La oxidacién del Fe (1) y la oxidaciéon de sulfuros por la presencia de Fe (llIl) aumenta con
la presencia de las bacterias Acidithiobacilluss ssp. lo cual indica que tiene influencia en la
oxidacion aumentando la velocidad natural que ocurriria si no estuvieran estas bacterias. El
incremento de las bacterias coincide con los cambios principales de oxidacion de hierro
ferroso a férrico. Ademas de involucrarse en otros procesos de oxidaciébn como la del

mineral del sulfurolas bacterias también aumentan la velocidad de reaccion.

En las Tablas 18 y 19 se muestran las concentraciones de los elementos mayoritarios leidos
por IC, los resultados corresponden a los experimentos den simulacién en medio T&K con

minera e inoculado con bacterias Acidithiobacilluss ssp. de la muestra pileta.

Tabla 18 Concentracion de elementos mayoritarios liberados durante la simulacién en medio T&K con mineral
sin bacterias

Incubacién Na* NH* Zn?* K* Mn? Mg? Ca* cr NO* PO* S04*
(dias) [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L]) [mg/L]
0 19.66 97.26 21.69 167.92 12.30 50.92 266.47 23.41 41.33 82.68 1327.99
1 15.72 94.96 29.83 162.02 13.80 49.85 262.74 15.96 33.42 118.51 1313.21
4 22.34 91.25 34.08 156.48 13.29 46.51 261.50 27.35 23.89 56.78 1279.62
6 23.98 93.69 42.18 160.35 13.98 47.74 263.80 26.91 18.13 79.99 1318.46
8 27.74 94.66 39.30 164.25 14.81 48.68 265.37 27.22 0.00 79.15 1357.35
11 31.00 94.94 39.42 167.28 14.86 50.99 270.25 31.16 14.82 49.37 1367.91
13 28.96 94.18 42.22 173.38 16.17 51.21 268.32 37.12 18.97 42.65 1378.42
15 27.76 90.91 47.08 177.36 15.35 49.19 265.45 34.29 0.00 81.84 1403.61
Tabla 19 Concentracion de elementos mayoritarios en medio T&K con mineral inoculados con muestra Pileta
Incubacién  Na* NH* Zn* K* Mn?* Mg? Ca* cr NO?* PO* S0.*

(dias)  [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L)]

0 14.31 97.71 21.81 171.27 12.17 50.10 266.02 19.36 <LD 65.35 1340.02

1 <LD 99.33 31.85 166.37 14.57 49.32  269.83 <LD 27.58 94.12 1389.52

4 9.11 103.99 36.99 173.18 15.37 52.67 286.23 <LD 53.32 77.30 1407.69

6 14.91 98.77 38.70 169.47 15.08 55.46 276.42 18.59 69.30 49.37  1389.57

8 9.05 91.17 50.56 153.89 14.17 48.11 249.16 <LD 52.70 64.34 1304.08

11 <LD 101.79 108.01 173.98 16.92 53.84 283.79 <LD 34.26 4466 1603.47

13 <LD 95.76 138.62 166.57 16.57 50.60 272.80 <LD <LD <LD 1630.28

15 <LD 98.34 153.68 171.11 17.48 53.99 277.20 <LD 23.43 <LD 1711.11
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En la Tabla 18 se observan las concentraciones que se obtuvieron por Cl, si bien esta Tabla
representa el experimento con control en donde se llevaba cabo la oxidacion quimica, en
este caso la concentracién del zinc (Il) incremento 2.06 veces. Al contrario, la Tabla 19
muestra la concentraciéon de paso de 21.81 mg/L a 153.68 mg/L donde la concentracion
inicial aumento 7.04 veces, a diferencia de la Tabla 18 esta se encuentra inoculada con

bacterias que explican la liberacién del zinc.

También se puede observar los demas elementos mayoritarios, por ejemplo, los sulfatos,
la concentracion de este ion estd ligada a la solubilidad del Zn, ya que en el control de
oxidacion quimica la concentracion aumenta s6lo 76 mg/L durante los 15 dias del
experimento (ver Tabla 18), lo cual puede asociarse a la oxidacion de la esfalerita por el
oxigeno disuelto en el medio (Tabla 16), en contraposicion, en el medio inoculado con
bacterias la concentracién aument6 407. 1 mg/L en el mismo periodo de tiempo, es decir,
fue 5.4 veces mayor, lo cual estd vinculado a la oxidacion microbiana de los sulfuros
presentes en el cultivo y esta asociado al crecimiento microbiano (véase Figura 18) y esta
concentracion es similar a la encontrada en el DAM de Taxco como se observa en la Tabla
6.
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5.4. Modelacién de generacién del DAM via minerales de Fe

La molalidad de hierro para el medio T&K modificado es 0.035 mol/kg obtenida a partir de
la concentracion total del hierro al inicio de la incubacion. Para el medio T&K modificado se
describe con el diagrama de la Figura 20. Se comenz6 con un pH de 2.1y 0.673 V (punto
naranja) como potencial de oxidacion, el hierro se encontraba unido al sulfuro en forma de
pirita (FeSz) y cambia a hierro férrico, conforme el pH desciende el Eh aumenta, como se
puede observar en el diagrama de Pourbaix al ser méas &cida la solucién el hierro férrico se
oxida o se precipita en Fe (OH)s. Las condiciones més acidas se encuentran a pH 1.38 y
un Eh de 0.807 (punto amarillo), en estas condiciones se tiene principal presencia de Fe
(1) lo cual coincide con la concentracion de Fe leida con UV visible como se muestra en la

Tabla 15, en ese punto se tiene una concentracién de 848.60 mg/L.

Eh (Volts) Fe-S-H20 - System at 25.00 C

1.0 ! y '
Producto oxidacion medio

acido =

0.9 | Fe(+3a)
Fe(OH)3 =
il @ .
Precipitacion oxidos e

0.7 hidréxidos de hierro
0.6
0.5
04 | Fe(+2a)

Fuente de energia para
A. ferroxidans

PSR

0.3

0.2
FeS2

0.1

0.0

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
Figura 19 Diagrama de Pourbaix del hierro para el medio T&K modificado

El circulo naranja representa las condiciones iniciales del medio, al inicio se encontraba
como hierro (ll), una parte se precipitd, mientras que la otra se oxidé a hierro (Ill), tal como
se muestra en el diagrama de la Figura 19. Las condiciones finales se representan el circulo

amarillo, en este lapso de tiempo, la mayoria se habia oxidado. Este comportamiento se
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describe para las primeras dos etapas en medio T&K modificado, a diferencia del

experimento en medio con mineral.

La molalidad inicial de hierro para el medio con mineral es de 0.0001909 mol/kg, a esta
concentracion el hierro ferroso en el diagrama tiene una expansion en el eje de pH

presentandose a partir de 2.5 como se observa en la Figura 20.

El medio con mineral, la pirita comienza a oxidarse a hierro ferroso, a partir del dia cuatro
de incubacién hasta el ocho, el pH se vuelve mas &cido , pH=3 y Eh de 0.608 V (circulo
azul) .Con estas condiciones la pirita se precipita como Fe(OH)s, a partir de este dia de
incubacioén el pH nuevamente comienza a bajar, el hierro ferroso se oxida y pasa a hierro

férrico esto concuerda con el diagrama de la Figura 20.

Durante los dias de incubacion entre el trece y quince no se tienen concentraciones de
hierro ferroso y férrico, a partir del dia 18 de incubacion aparecen concentraciones de hierro
férrico que coinciden con las fases descritas en el diagrama, asi hasta llegar a pH 1.88 y
Eh 0.768 V (circulo amarillo) donde se observa la méxima concentracion de hierro férrico,

es decir, la oxidaciéon del hierro ferroso.
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Figura 20 Diagrama de Pourbaix para el hierro en medio con mineral.
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Las condiciones iniciales se representan con el circulo naranja. Como se observa en la
Tabla 17 tuvo un incremento de pH y de Eh se representa el circulo azul, estos resultados
se deben a la generacion de precipitados que se presentaron como un sélido naranja. El
circulo amarillo representa las condiciones finales, en donde el medio se acidifico

encontrando el hierro en su mayoria en forma férrico.

5.4.1. Efecto de la presencia de bacterias en experimentos en medio T&K sobre los

minerales de zinc durante la generacién del DAM

Cuando se lleva a cabo la biolixiviaciébn de Zn, que estd presente en la esfalerita, las
bacterias utilizan el S° o el Fe (ll), como fuente de energia para disolver metales de sulfuro
en forma de metales extraibles: El proceso se describe de la siguiente manera: el hierro
ferroso se oxida, la bacteria Acidithiobacillus ssp. se adhiere al hierro férrico y ataca a los
sulfuros metalicos reduciéndolos nuevamente a hierro ferroso, esto se convierte en un ciclo

hasta que no quede mineral de sulfuro disponible.

En el medio con mineral donde se identifico esfalerita como un mineral de mena, se asocio
el crecimiento de las bacterias Acidithiobacillus ssp. Se pudo determinar Zn 2* soluble en el
medio, ver Figura 21, se puede observar un aumento en la concentracion de zinc en un

medio inoculado y en un medio no inoculado.
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Figura 21 Gréfica del crecimiento bacteriano asociado a la libracién del zinc en medio con mineral
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Los microrganismos del género Acidithiobacillus ssp. incrementan la concentracion de zinc

soluble, esta concentracion se puede ver reflejada durante los primeros 15 dias. La muestra

control presenta una concentracion de 47 mg/L en el dia. La muestra con medio mineral

inoculado present6 de 154 mg/L en el dia quince esto indica un incremento de 3.3 veces en

ese tiempo de incubacion.

5.5.  Modelacién de generacién de DAM via minerales de Zn

Las condiciones de pH y Eh tanto en medio T&K modificado como en medio con mineral se

encuentran en los siguientes rangos:

e pH,de3.47a1.38
e Eh,de0.462a0.812V

La Figura 22 el diagrama de Pourbaix, se puede observar que a pH &cidos se libera Zn?*,

sin presentarse precipitados.

Eh (Volts) Zn-Fe-S-H20 - System at 25.00 C
1.0 ' — ]
0.8 | O Producto de la 1
oxidacion de la
esfalerita llevado
06 | Zn(+2a) por las bacterias
Zn0O
0.4
0.2
0.0 |- Esfalerita ’
o ZnS \
02 i

Figura 22 Diagrama de Purbaix para el zinc en medio con mineral

En sus condiciones iniciales la esfalerita se encontraba como mineral en forma de sulfuro

(circulo naranja) conforme pasaron los dias de incubacién, el zinc se presenté como zinc

(1) ya no como un sulfuro (circulo amarillo).
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5.5.1. Cinética de crecimiento de bacterias y cinética de disolucién de minerales de

Fey Zn en experimentos de simulacién de generacion de DAM

Para el experimento en medio T&K la fase de retraso ocurre en los primeros tres dias, el
periodo de crecimiento en donde las bacterias ya se adaptaron se encuentra entre los dias
cuatro al ocho, la fase estacionaria se puede observar entre los dias ocho al dieciséis donde
la curva se hace constante, es decir, los microorganismos se encuentran en equilibrio. En
esta curva no se presenta la fase de declinacion o muerte, posiblemente por los dias de

incubacién, ademas de que depende del hierro disponible en la solucion.

En cambio, la curva de crecimiento del experimento con mineral presenta en su primera
fase un tiempo de ocho dias un mayor tiempo respecto al primer experimento. La fase de
crecimiento esta dividida en dos periodos el primero del dia ocho al trece, el segundo del
dia quince al veintidos. A partir del dia veintidés la presenta una tendencia conocida como
la fase estacionaria, en este experimento tampoco se puede observar la fase de muerte, ya
que la vida de las bacterias y su desarrollo depende de la disponibilidad del mineral de
hierro presente en la muestra, para observar la Ultima fase el experimento requiere un

periodo mayor tiempo de incubacion.

Ambas graficas que se muestran en la Figura 23 presentan fases de crecimiento de
bacterias, a distintos tiempos a pesar de tener condiciones ambientales similares como lo
es el pH. La adaptacién de las bacterias dependera entonces del medio en que se
encuentra, en este caso para el medio con mineral tuvo un periodo mas largo pues al ser
un medio natural contiene otros minerales que intervienen en un ambiente adecuado para

su desarrollo.
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Figura 23 Graéfica de curva de crecimiento de las bacterias presentes en el medio T&K y con mineral.

La Figura 23 representa el gréfico del crecimiento de las bacterias. Para el medio T&K se
tomard la linea entre los dias dos y ocho para obtener su ecuacioén lineal, mientras tanto
para el medio con mineral se tomard la linea entre los dias ocho y trece, aunque ya se

menciond que este experimento presenta dos curvas de crecimiento, solo se tomara una
de ellas.

Tabla 20 Ecuacion lineal que representa el crecimiento de las bacterias, asi como su contante de crecimiento

k
Medio Ecuacion lineal Pendiente k
Con T&K modificado Y=0.3076X + 4.9839 0.3076 0.31
Con Mineral Y=0.079X + 6.2464 0.079 0.08

Para la obtencion de la constante de velocidad especifica de crecimiento k (Madigan, et al.,
2012) se utilizd la curva de crecimiento con bacterias logaritmicas tomando en cuenta la

pendiente y el tiempo de incubacién, segun la siguiente ecuacion:

i = log10 (N) — log10(No)
B t—to
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Donde:

to es el tiempo inicial,
t es el tiempo final
No es el nimero de bacterias en to, y

N es el nimero de células en t

La constante con medio T&K modificado (medio sintético) describe la velocidad con que las
bacterias se desarrollaron, contrario a la contante de medio con mineral, este supone un

medio natural capaz de formarse en una mina.

Como se puede observar en la Tabla 20 las constantes difieren entre si, la constante k del
medio sintético es casi cuatro veces mayor que la del medio con mineral, esto se debe a
gue las bacterias que se encuentran en el medio con mineral estan en contacto directo con
pirita que tienen que deshacer pues requieren de hierro ferroso para conseguir energia,
caso contrario del medio sintético, en este caso el hierro ferroso se encuentra de manera
diluida por lo que las bacterias ya no tienen que desintegrar un medio sélido. Esto, también
se puede observar con el tiempo de adaptacion como se puede ver en las Figuras 15y 17
donde el periodo fue de 3 a 4 dias diferente a la de medio con mineral donde el periodo de

adaptacion fue de ochos dias.
5.5.2. Cinética quimica para la disolucion de la esfalerita

Para obtener la cinética de disolucién de la esfalerita, se obtuvo el orden de la reaccién

como se presenta en la Tabla 21.

Tabla 21 Modelo de ecuaciones para obtener el orden de la reaccion segun el tipo de oxidacion: quimica 'y

bioldgica
Oxidacion bioldgica Oxidacion quimica
Orden de reaccién Modelo Valor de r? al ajustar
0 y (Zn%) =k t+ (Zn**)o 0.8879 0.9016
1 Iny (Zn?*) =k t+ In (Zn**)o 0.9488 0.8406
2 1/y (Zn%) =k t+ 1/(Zn%*)o 0.9206 0.7589

A partir de la Tabla 21 se puede decir que la oxidacion bioldgica tiene un orden de reaccion

1, mientras que la quimica tiene un orden de reaccion 0, es decir para la oxidacion biolégica

Para la obtencién de la constante cinética de reaccion se obtuvieron los modelos gréaficos

gue se muestran en la Figura 24.
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Figura 25 Gréfico de las concentraciones de zinc (Il) en In para la oxidacién bioldgica con orden de reaccion uno

Por otra parte, para la oxidacion bioldgica que corresponden a un orden de reaccion uno se
muestra en la Figura 25, a partir de este modelo se obtuvo el orden. Ademas, se obtuvo la
constante cinética para la velocidad de la reaccién quimica como se muestra en la Tabla
22
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Tabla 22 Constante de cinética de reaccion para la oxidacion quimica y biolégica

Oxidacion quimica Oxidacion bioldgica
Orden de reaccién k [mol/dia]
0 2.00E-05
1 0.1305

La constante de velocidad que describe la reaccién es k y tiene un valor 2.0X10° mol/dia
para la oxidacién quimica y 0.1305 mol/dia, para la oxidacion biol6gica. La oxidacion
biol6gica es 6525 veces mas rapida que la oxidacién quimica, lo cual se interpreta que las
bacterias tienen un efecto catalizador significativo en la oxidacién de la esfalerita dando
lugar a su disolucién y liberacion en forma de zinc (II), lo cual explica las altas
concentraciones de Zn (ll) presentes en el DAM original, como puede observarse en la
Tabla 6.
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Conclusiones

Se identifico la presencia de dos bacterias dominantes en el DAM proveniente del
socavon 1412 en Taxco, Guerrero: Acidithiobacillus ssp. y Leptospirillum spp. Las
cuales estan asociadas a la generacién de DAM en esta zona.

Se llevé a cabo el aislamiento y adecuacion de un cultivo de Acidithiobacillus
ferroxidans en medio T&K modificado para simular las condiciones del DAM
procedente de la muestra de DAM de Taxco, Guerrero.

El crecimiento de Acidithiobacillus ssp en un medio sintético en condiciones de
laboratorio tardaron de 3-4 dias en la fase de adaptacion, seguido por una fase
exponencial con una caida de pH de 2.18 a 1.84 observandose que la oxidacion
biolégica del hierro (II) a hierro (lll) es mas rapida que la oxidacion quimica
observada en los controles.

En la simulacion del DAM con Acidithiobacillus spp., que consté de un medio T&K
adicionado con los minerales provenientes de la mina como son; pirita y esfalerita,
se observé que el periodo de adaptacion de los microorganismos fue de 8 dias, el
doble de tiempo que en un medio sintético. El pH disminuy6 de 3.08 a 2.55 por la
accion de las bacterias, por el contrario, en el control donde no existe presencia de
bacterias no se registré una disminucion significativa del pH.

En cuanto a la oxidacién biolégica del hierro para medio con mineral tuvo un
incremento de hierro férrico a los 8 dias, que coincide con la fase de crecimiento
exponencial, pero el cambio significativo ocurrié a los 18 dias que es consistente
con la fase de crecimiento exponencial, junto con una disminucién del Fe (ll) y
aumento de Fe (lll) soluble.

Por otra parte, se observé la precipitacion de minerales de hierro como la jarosita
producto de la accién bacteriana, como resultado la concentracién de Fe total
soluble disminuyd junto con la del Fe (Il).

El DAM se genera naturalmente aun sin la existencia de bacterias acidofilas, pues
la oxidacion del hierro se lleva a cabo mediante reacciones quimicas, sin embargo,
al intervenir este tipo de microorganismo incrementan la velocidad de oxidacién de
los minerales presentes en la mina, oxidando el hierro férrico se genera &cido
sulfarico y protones que disminuyen el pH, esto provoca que otros iones se

solubilicen, como es el caso del zinc.
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La presencia de bacterias como Acidithiobacillus ssp aumenta la velocidad de
oxidacién de esfalerita y su liberacion al DAM hasta 6525 veces. Estas bacterias
aciddfilas son una gran influencia en la disolucién de la esfalerita, liberando el Zinc
(1) al DAM.

El DAM en Taxco, Guerrero se genera debido a la accion bacteriana de bacterias
aciddfilas como Acidithiobacillus ssp sobre los minerales dentro del socavon 1412,
El pH disminuye progresivamente, aumenta la concentracion de Fe (lll) que precipita
en forma de jarosita, ademas, se propicia la liberacién de otros iones como lo es el
Zn?*, lo cual explica las altas concentraciones de Zn que superan a las de Fe en el
DAM.
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Perspectivas

El drenaje acido de mina conocido como DAM por sus siglas, es conocido como un
contaminante que de no ser controlado o tratado puede causar un gran impacto ambiental
pues al comenzar la oxidacion ya sea quimica o bioldgica la reaccion ya conocida genera
acido sulfurico, este a su vez llega a liberar elementos considerados como toxicos que estan

presentes de manera natural o por un proceso metalargico.

Ademas, si también se cuentan con bacterias aciddéfilas como Acidithiobacillus ssp el
proceso de oxidacion se da con mayor rapidez. Las reacciones quimicas llevadas a cabo
en presencia de bacterias son considerablemente mas rapidas comparandolas con las
reacciones en ausencia de ellas. Son capaces de oxidar el hierro ferroso formando hierro
férrico, este a su vez funciona como oxidante de la esfalerita oxidando y liberando el zinc

gue contiene el mineral.

Este proceso de oxidacion puede ser utilizado a favor ayudado a lixiviar el zinc, puede ser
utilizado en la industria minera y no solo como auxiliar en un proceso de extraccion, si no
como una parte fundamental del proceso, ademas también puede funcionar en presas de
jales donde existe mineral de interés econémico que no pudo ser recuperado, se pueden
utilizar Acidithiobacillus ssp para recuperar el mineral atrapado utilizando la oxidacion

biolégica en beneficio y dandole uso.

Tomando como ventaja este hecho, se puede utilizar el potencial oxidante procedente del
metabolismo bacteriano, en conjuncién con el acido sulfirico generado durante este
proceso para mejorar los procesos de extraccion de zinc por hidrometalurgia, a través de la
biolixiviacion segun lo que ha sido reportado (Baba, et al., 2011; Souza, et al., 2007; Ye, et
al., 2016) .

Tomando en cuenta los resultados de esta investigacion, es posible proponer el uso de la
cepa de Acidithiobacillus spp. , aislada a partir del DAM de Taxco, Guerrero para mejorar
la lixiviacion de la esfalerita mediante procesos de hidrometalurgia a temperatura ambiente,
ya que, como se demostro en experimentos en laboratorio, la velocidad de disolucién de la
esfalerita via oxidacion bioldgica es 6525 veces mayor y logra extraer 3 veces mas Zn que
en un proceso de lixiviacion sin el uso de microorganismos, incluso con la presencia de una
baja concentracion de Fe (1) y Fe (lll) esto podria tener una aplicacion a gran escala como
pretratamiento de concentrados de Zn ricos en esfalerita, lo cual podria mejorar

substancialmente los procesos de extraccion de Zn.
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Por lo tanto, se propone que el uso de las bacterias aciddfilas se implemente a nivel
industrial en la recuperaciéon de Zn, en minerales de baja ley o en los contenidos en presa
de jales, en donde se concentran minerales de interés econémico que no son alcanzados

a recuperar con los métodos convencionales.

La lixiviacion en piletas ha sido usada para la recuperacion de minerales de mena, en dénde
comunmente se utiliza 4cido sulfarico para la obtencién del metal. Para la biolixiviacion en
la recuperacion del Zinc, se realizaria una inoculacion de Acidithiobacillus ssp. y
Leptospirillum spp. Que actuarian como lixiviante con la esfalerita y se pueda recuperar el

zinc, posteriormente se tendra que realizar un proceso de concentracion de mineral.

La principal ventaja de la biolixiviacion el bajo costo que genera la aplicacién del método,
no se necesita adicionar 4cido sulfdrico, es amigable con el medio ambiente, se les da un
uso a las bacterias acidéfilas y se puede aplicar a minerales de baja ley o minerales que no

se alcanzan a recuperar después del proceso de beneficio.

Una de las desventajas que al usar bacterias requieren un ambiente en dénde pueda
desarrollarse y llegar a la fase estacionaria, el tiempo para la recuperacion puede ser
tratado comparado con los métodos convencionales, se liberan metales considerados

toxicos.
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