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RESUMEN

En este trabajo se evalué el proceso de lixiviacion de Zn a partir del mineral esfalerita, mediante el uso de microorganismos
aciddfilos. En general, todas las minas estudiadas mostraron un alto grado de intemperismo, evidenciado por la formacion
de espeleotemas que se generan a partir de techos y paredes, constituidos principalmente por éxidos, oxihidréxidos y
sulfatos de hierro, en un ambiente muy hiimedo, con alta percolacion de agua. De acuerdo con los resultados obtenidos,
los microorganismos acidéfilos oxidantes de hierro, evidenciaron capacidad para oxidar activamente los sulfuros
provenientes de la zona. Sin embargo, se observaron diferencias significativas en la capacidad de lixiviar Zn entre las
cepas, proporcionando de esta forma una metodologia eficiente para seleccionar cepas mds aptas para la utilizacion en
procesos en mayor escala. En general, los ensayos con las muestras provenientes de la mina San Antonio, mostraron
una mayor eficiencia en la lixiviacion de Zn, alcanzando concentraciones cercanas a 35.000 ppm a las 100 horas en
cultivos con 5%w/v de mineral concentrado de esfalerita y pirita. Se observé ademds una disminucion creciente en la
velocidad de disolucion de Zn con el aumento en el porcentaje de pulpa, hasta un limite mdximo de 10% w/v.

Palabras Clave: Lixiviacion de Zn; Microorganismos aciddfilos nativos; Minas Marmato (Caldas) ; Pirita; Esfalerita.

ABSTRACT

It was evaluated the Zn of leaching from sphalerite ore concentrates, using an acidophilic strains. The locals of
mineralogical sampling showed intensive weathering, evidenced by the generation of iron oxides, oxihydroxides,
sulphates stalactites, stalagmites and crosts, in roofs and walls, in a wet environment, with high water percolation.
All acidophilic cultures displaying sulphide oxidation ability, but showing significant differences in it activities and
kinetics. This feature provides judgment methodology for the selection of the best strain to work in other scales. In
this study, the San Antonio isolated had high leaching efficiency of Zn, up to about 35.000 ppm at 100 h, using
5%w/v of sphalerite[pyrite ore concentrates. Finally, the test showed a decrease of Zn with increased in a pulp solids
concentration up to 10% w/v.

Key words: Zn leaching; Native acidophilic strain; Mining from Caldas (Colombia) ; Pyrite; Sphalerite.
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1. INTRODUCCION

La minerfa aurifera en el departamento de Caldas,
municipio de Marmato, tradicionalmente se ha desa-
rrollado a escala media desde tiempos prehispanicos,
siendo que hasta la fecha existen mds de 500 minas que
operan en condiciones precarias, con alrededor de 2.900
mineros que trabajan de forma artesanal [1] empleando
diversos procesos de recuperacién y extraccién del oro,
que han generado hasta la actualidad una gran canti-
dad de desechos ricos en sulfuros metélicos, los cuales
con el paso del tiempo y debido a la degradacién natu-
ral generan una contaminacién, tanto en el suelo como
en las aguas, produciendo drenajes dcidos y constitu-
yéndose, de esta manera, en un problema de tipo am-
biental muy severo debido a la recurrencia de éste en el
tiempo. Estos desechos son concentrados constituidos
por los sulfuros acompanantes del oro, muchos de ellos
de interés econémico, ya que son fuente de diversos
metales como el Zn, Cu, Pb, Cd, entre otros [2], [3]. Los
residuos de la zona de Marmato son reconocidos por
sus contenidos importantes en minerales como la esfa-
lerita, principal fuente de extracciéon de Zn y tal vez la
Unica fuente natural del Cd [4].

Desde hace varias décadas, la biotecnologia viene
siendo utilizada en la minerfa como una opcién para
la recuperacién de metales como Cu y Au principal-
mente, donde se utiliza industrialmente manejandose
volimenes de mineral tratado en tanques agitados de
hasta 1.000 ton de capacidad para beneficio de Au y en
pilas de lixiviacién principalmente para el Cu [5], [6].
Adicionalmente, en los tltimos afios se viene exploran-
do la posibilidad de utilizar este medio para recuperar
otros metales como el Zn, Pb, Ni, Co, dentro de los més
comunes [7].

Aligual que muchos otros sulfuros, la esfalerita se lixi-
via en presencia de iones férricos. El hierro estd presen-
te como una impureza en todos los minerales naturales
de esfalerita siendo que la velocidad de disolucién de
la esfalerita es proporcional al contenido de hierro [8].
En este caso entonces, el papel fundamental de los mi-
croorganismos es mantener niveles adecuados de iones
férricos en solucion. La ecuacién (1) muestra el meca-
nismo general de lixiviacion de la esfalerita [9].

ZnS + Fe,(SO,), = ZnSO, + "+ 2FeSO, (1)

El principal propésito de este estudio es mostrar los
resultados iniciales de la lixiviacién de Zn a partir de
esfalerita proveniente de la zona alta del distrito mine-
ro de Marmato, asi como comparar el comportamien-
to de varias cepas aisladas a partir de lixiviados en la
zona, con el fin de tener un rapido criterio de seleccién
de microorganismos oxidantes de hierro y azufre efi-
cientes, para su posterior utilizaciéon en ensayos de ma-
yor escala.
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2. METODOLOGIA

2.1.Toma de muestras

Después de hacer un reconocimiento general, con el
fin de definir lugares de enriquecimiento en esfaleri-
ta en el municipio de Marmato, Caldas, se colectaron
muestras tanto biolégicas como mineraldgicas, en la
parte alta del distrito aurifero. Se tomaron muestras
liquidas en minas ubicadas en zonas de bajo trafico,
que presentaban color rojo intenso tipico de oxidacién
activa, como se observa en la figura 1(a); muestras de
espeleotemas como estalactitas y cortinas, que fueron
muestreadas mediante raspado de las paredes, ver fi-
gura 1(b), y que igualmente evidenciaban procesos de
oxidacién intensiva. En total se colectaron ocho mues-
tras de las minas: El Corozo, La Ochoa 1, La Floresta,
El Patacén y San Antonio, ubicadas en la parte alta del
municipio de Marmato, zona reconocida por ser rica en
esfalerita, principal mineral objeto de este estudio.

Las muestras bioldgicas fueron recogidas en frascos
de vidrio previamente esterilizados y transportadas en
nevera de icopor, a una temperatura aproximada de
4°C, para su posterior procesamiento en laboratorio, el
cual fue realizado en las siguientes 24 horas.

Figura 1. Muestreo (a) muestra liquida tomada de la mina San
Antonio, quin El Cinco, a 380 m de la bocamina; (b) toma de muestra
sélida (espeleotema). Fuente propia.

Figure 1. Liquid sample from San Antonio mine (a); solid sample of
the speleotemes (b).
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2.2. Aislamiento de microorganismos

Siguiendo el procedimiento utilizado en investi-
gaciones anteriores [10], [11], de acuerdo con Garcia
et al. (1992) [12] y Fowler et al. (1999) [13], cada una
de las muestras obtenidas en las minas descritas se
procesé para aislar selectivamente microorganismos
acidoéfilos oxidantes de hierro, utilizando el medio de
cultivo 9K, el cual consiste en: 0,4 g (NH4),SO,; 0,1 g
K,HPO,; 0,4 g MgSO,.7H,O cantidades ajustadas a 1
L; adicionando hierro preparado asi: 9K+Fe: 100400
mM FeSO,; ajustado a pH 1,8 con H,SO,. Para el co-
mienzo del aislamiento, se tomaron 10 g o 10 mL de
muestra (total de 8 muestras descritas en el apartado
anterior) y se agregaron a 90 mL de medio de cultivo
9K, se incubaron en agitacién constante a 200 rpm, a
una temperatura de 35°C, monitoreandose diariamen-
te el pH y el potencial de 6xido-reduccién (Eh) por
un periodo de quince dfas. De estos cultivos iniciales
se realizaron tres réplicas sucesivas, tomando 10% del
in6culo obtenido e incubando en medio fresco 9K por
el mismo periodo de tiempo y bajo las mismas condi-
ciones, esto con el fin de seleccionar los microorganis-
mos de interés y eliminar aquellos que no son oxidan-
tes de hierro pero que pueden estar presentes en las
muestras originales.

2.3. Montaje y monitoreo de ensayos

Una vez adaptados y seleccionados los cultivos (des-
critos en el apartado anterior) crecidos en medio 9K
para oxidar activamente hierro ferroso, fueron realiza-
das series bioquimicas y crecimiento en medio sélido
[13], [14], con el fin de evidenciar la presencia de cepas
de acidéfilos oxidantes de hierro compatibles con Aci-
dithiobacillus ferrooxidans, las cuales forman colonias
de borde liso y coloracién marrén. Todas las muestras
de las minas demostraron la presencia de estas bac-
terias, siendo que una vez confirmada se procedié a
hacer montajes de ensayos con cada muestra de las
minas tomadas inicialmente, utilizando como sustrato
concentrados de pirita y esfalerita molidos a pasante
malla 200 (Tyler), en proporciones 1:1, con el fin de
seleccionar las mejores cepas de acuerdo a la rapidez
para lixiviar Zn.

Para comenzar con la seleccién de las mejores ce-
pas nativas oxidantes de los sulfuros, cada una de
las muestras se cultivé en el medio 9K, adicionando
1.25% (p/v) de esfalerita + 1.25% (p/v) de piritay 10%
(v/v) de inoculo para un volumen final de 100 mL,
usando las mismas condiciones de incubacién: 35°C,
180 - 200 rpm, monitoreando diariamente el pH, Eh y
evaluando la concentracién de Zn en solucién a través
del tiempo. Las medidas de pH y Eh fueron realizadas
utilizando un pehachimetro portdtil Hanna HI 9910,
para las medidas de ORP se utilizé un electrodo Sen-
tix con solucién de Ag/Cl punta de platino. La deter-
minacién de Zn en solucién fue realizada por método
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complexo métrico [15]. Para cada muestra se realizé
un conteo de células utilizando cdmara de Newbauer,
con el fin de evaluar que la concentracién de células
fuera similar en todas las muestras, las cuales estuvie-
ron entre 2 x 107 cel/mLy 2.5 x 107 cel /mL.

Cada una de las muestras se sometié a un porcentaje
de pulpa de 5% (p/v) (2,5% esfalerita + 2.5% pirita) en
las mismas condiciones antes mencionadas. De este
altimo ensayo, se seleccionaron los mejores cultivos,
de acuerdo a la concentracién de Zn lixiviado, para ser
sometidos a concentraciones de pulpa del 8% (p/v)y
10% (p/v), adaptando de esta manera las cepas, para
ser utilizadas en posteriores trabajos en reactores de
mayor capacidad.

La denominacion de los cultivos se realiz6 de acuer-
do a las muestras biolégicas tomadas inicialmente
asi: (i) San Antonio 1 y 2: muestras liquidas tomadas
en la mina San Antonio; (ii) #2: muestra liquida con
sedimentos, tomada en la mina El Corozo, frente Ca-
rrizales; (iii) #5: muestra de estalactitas, tomada en
un punto de oxidacién en un socavén cerrado de la
mina El Corozo; (iv) #6: muestra tomada de la mina
La Floresta, guia El Caliente; (v) #7: muestra liquida
con sedimentos, tomada en la gufa antigua de la mina
El Patacén; (vi) #8: muestra de estalactitas, tomada de
la mina El Corozo en zona que evidencia oxidacién
natural; (vii) Ochoa: muestra tomada en la mina La
Ochoa, guia principal, mediante raspado de las pare-
des.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los resultados de la siembra en medio li-
quido, se pudo constatar que todas las muestras bio-
légicas tomadas en el distrito minero de Marmato se
mostraron positivas para la presencia y crecimiento
de microorganismos acidéfilos oxidantes de hierro,
evidenciado por los valores de pH, potencial de oxi-
dorreduccién y coloracién rojo intenso de los medios
de cultivo enriquecidos con hierro [16 - 18].

En todos los ensayos con mineral, el comportamien-
to del pH y el Eh es similar a los cultivos enriquecidos
con Fe?* (seleccién inicial siembra en medio liquido),
observandose una tendencia en todas las muestras a
aumentar el pH en las primeras horas a valores cerca-
nos a 4, para luego establecerse alrededor de 2, siendo
las muestras denominadas: San Antonio 2 y #7 las que
alcanzaron pH mds bajos en torno a 1.7, seguida de
la muestra #8, ver figura 2. Un comportamiento in-
verso fue observado con los valores de Eh, los cuales
alcanzaron valores por encima de los 600 mV como se
muestra en la figura 3, evidenciando una oxidacién
activa de hierro por accién microbiana [17], [18].
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Figura 2. Variacion del pH a través del tiempo (35 dias), de las muestras obtenidas en las minas de Marmato, Caldas, con 5% (p[v) de mineral.
Figure 2. pH variation over time (35 days) of samples obtained in the mines of Marmato, Caldas, with 5% (w/v) mineral.
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Figura 3. Variacion del Eh a través del tiempo (35 dias), de las muestras obtenidas en las minas de Marmato, Caldas con 5% de mineral.
Figure 3. Eh variation over time (35 days) of samples obtained in the mines of Marmato, Caldas, with 5% (w/v) mineral.
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El aumento en el pH durante las primeras horas de
cultivo puede ser explicado por varias razones: (i) por
el consumo de H*en el sistema ya que las bacterias
utilizan los protones para generar ATP en su ciclo de
respiracién [19], disminuyendo posteriormente, hasta
alcanzar una alta acidez interpretada como produccién
de 4cido sulftirico debida a la accién bacteriana sobre
la esfalerita y por hidrdlisis del hierro férrico liberado
en solucién acuosa; (ii) Fowler et al (1999) [13] explican
ademds que el aumento inicial de pH puede ser debido
a la accion buffer de los exopolisacdridos celulares y;
(ii1) debido a la disolucién de carbonatos tipo calcita, el
cual es un mineral comtinmente presente en este tipo
de minas y que fue asociado a los sulfuros en la zona
[10], [11].
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En cuanto a la concentracién de Zn lixiviado, los cul-
tivos de las muestras San Antonio 1y 2, y la #7 fueron
los seleccionados como los més aptos para continuar
con las adaptaciones al mineral a concentraciones de
8% y 10% de pulpa (p/v), ya que fueron los que logra-
ron mayores cantidades de Zn en solucién al final del
tiempo (35 dias), ver figura 4, siendo San Antonio 1 el
cultivo que alcanzé el nivel més alto de lixiviacién, cer-
cano a 70000 ppm, a los 30 dias del ensayo. A pesar que
la muestra San Antonio 2 obtuvo 35000 ppm de Zn a las
96 horas (4 dias), s6lo llegé a un maximo de 55000 ppm
a los 30 dias, de igual manera que el cultivo #7. Las
concentraciones alcanzadas por estos cultivos, aunque
menores, se consideraron importantes para continuar
los ensayos con mayores porcentajes de pulpa.
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Figura 4. Variacién en la concentracion de Zn en solucion a través del tiempo (35 dias) de las muestras originales
obtenidas en las minas de Marmato, Caldas, con 5% (2.5% (plv) sph + 2.5% (plv) py) de mineral.
Figure 4. Variation in the concentration of Zn in solution over time (35 days) of the original samples obtained
in the mines of Marmato, Caldas, with 5% (2.5% (w/v) sph + 2.5% (w/v) py) ore.
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Figura 5. Variacion de la concentracién de Zn en solucion a través del tiempo (55 dias) de las muestras seleccionadas,
San Antonio 1y 2, minas de Marmato, Caldas, con 8% (4% (plv) sph + 4% (plv) py) de mineral.
Figure 5. Variation in the concentration of Zn in solution over time (55 days) of the selected samples, San Antonio 1 and 2,
mines of Marmato, Caldas, with 8% (4% (wfv) sph + 4% (w/v) py) ore.
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Figura 6. Variacion de la concentracion de Zn en solucion a través del tiempo (61 dias) de las muestras seleccionadas,
San Antonio 1y 2, minas de Marmato, Caldas, con 10% (p/v) de mineral. En este ensayo se utilizaron dos sustratos:
10% (plv) de concentrado de sph. y 10% (p/v) de concentrado (5% py + 5% sph).

Figure 6. Variation in the concentration of Zn in solution over time (61 days) of the selected samples, San Antonio 1 and 2,
mines of Marmato, Caldas, with 10% (wfv) ore. (4% (wfv) sph + 4% (w/v) py). In this assay were used two substrates:
10% (wfv) concentrate ore of sph. and 10% (pfv) concentrate ore (5% py + 5% sph).
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Los resultados de la lixiviacién de Zn en los cultivos
seleccionados sometidos a 8% (p/v) de sustrato, mues-
tran en general que existe una adaptacién gradual de
las cepas a oxidar mayores concentraciones de mineral,
ya que, como se observa en la figura 5, se disminuye el
tiempo en el cual se alcanzan niveles altos de extraccién
de Zn. Por ejemplo, comparando los cultivos con 5% y
8% (p/v) de mineral a las 336 horas, las cepas con 8%
(p/v) alcanzan valores cercanos a 45000 ppm, mientras
que con 5% (p/v) la mayoria de los cultivos poseen al-
rededor de 25000 ppm, con el mismo tiempo de oxida-
cién, ver figuras 4 y 5.

En los ensayos utilizando 10% (p/v) de sustrato, se
hizo una variacién en el montaje ya que se utiliz6 un
cultivo con un sustrato constituido tnicamente por
esfalerita. Como era de esperarse, las cepas con [sph]
lixiviaron el doble de Zn que las cultivadas con mez-
cla [sph+py], ver figura 6. De otro lado, al comparar el
cultivo mezcla [sph+py] con los ensayos anteriores, se
observa una clara inhibicién en la lixiviaciéon de Zn con
10% (p/v) de pulpa respecto a 5% (p/v) y 8% (p/v) de
pulpa, ya que se requirié un mayor periodo de tiem-
po para alcanzar altos niveles de Zn en solucién segin
los resultados mostrados en las figuras: 4, 5 y 6, lo que
podria estar indicando que un 10% (p/v) de sustrato,
serfa una concentracién limite para estas cepas nativas.
Este resultado estd acorde a otros estudios reportados,
en los cuales la mayor cantidad Zn lixiviado se encuen-
tra alrededor de 10% (p/v) de pulpa y utilizando aisla-
dos nativos [7], [9], [16], [20, 21].
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Es importante resaltar que los ensayos con 8% (p/v)
y 10% (p/v) de mineral experimentaron una caida im-
portante en la concentracién de Zn disuelto, ver figuras
5y 6, el cual aparentemente se precipité como un séli-
do blanco, depositandose visiblemente sobre el mine-
ral, siendo esto mds significativo para los cultivos con
10% (p/v) de pulpa y concentrado de esfalerita. Este
resultado es interesante para posteriores trabajos que
consideren la utilizacion de este elemento, Zn, con una
posible utilidad comercial, siendo que por métodos
gravimétricos se podria separar el zinc lixiviado del
sulfuro no oxidado.

4. CONCLUSIONES

A partir de los resultados se puede concluir lo siguiente:

Todos los aislados tomados del distrito minero de
Marmato, Caldas, presentaron respuesta positiva hacia
la oxidacién de hierro y la disolucién de esfalerita. Sin
embargo, dichas cepas provenientes de diferentes mi-
nas de la misma zona y tomadas bajo las mismas condi-
ciones presentaron comportamientos diferentes frente
la oxidacién de la esfalerita y la pirita, siendo que, de
ocho aislados, solo tres mostraron una mayor habilidad
para lixiviar zinc.

El limite de porcentaje de pulpa para las cepas aisla-
das de minas de Marmato, Caldas, esta alrededor del
10% (p/v), ya que a estos niveles se pudo observar una
disminucién considerable en la velocidad y eficiencia
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de oxidacién de los sulfuros estudiados con la conse-
cuente lixiviacién de Zn.

La metodologia realizada en este estudio fue 1til para
comparar eficiencias entre aislados de cepas oxidantes
de hierro con capacidad de lixiviar zinc, y por tanto de-
finir con un criterio adecuado, la seleccién de las cepas
mds aptas para continuar evaluaciones de biolixivia-
cién a mayor escala.

Este estudio demuestra que es posible brindar alter-
nativas para el manejo de residuos generados en la ex-
plotacién minera, principalmente la artesanal, de Mar-
mato, Caldas, los cuales pueden generar valor agrega-
do por la recuperacién de metales de interés econémico
como el zinc.
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