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RESUMEN

Uno de los problemas ambientales de la mineria aurifera es el drenaje acido de mina
(DAM), generado por la oxidacion de la pirita y/o calcopirita que, en presencia de
oxigeno atmosférico, agua y actividad microbiana, libera componentes acidos que
favorecen la solubilidad de los metales pesados. El objetivo del estudio fue tratar el
drenaje acido de mina mediante oxidacion bacteriana seguida de neutralizacion
quimica en la Comparfiia Minera Ayapata S.A.C. La metodologia se llevé a cabo en
tres fases: la primera fase consistio en el aislamiento de bacterias T. ferrooxidans del
drenaje &cido de mina, seguida de la oxidacion bacteriana mediante dos tratamientos
y un control relativo, y finalmente la neutralizacién quimica, que consistio en 9
experimentos por tratamiento. Los resultados mostraron un recuento final de
12000000 ceélulas/L de T. ferrooxidans, en cuanto a la oxidacion bacteriana, los
tratamientos 1 y 2 presentaron una concentracion final de Fe** de 5.33 mg/L y 4.8
mg/L respectivamente, mientras que el control relativo mostré una concentracion de
2.15 mg/L de Fe*3, asi mismo en la neutralizacion, se reporté que el tratamiento 1
con un aporte de 1.2 mL de hidréxido de calcio al 5% present6 un pH de 8.17,
logrando la neutralizacion del medio acido. En conclusion, la oxidacion bacteriana
con T. ferrooxidans permite la oxidacion del ion Fe*? a Fe*®, el cual se precipita con
la neutralizacion, acelerando asi el proceso de oxidacion del hierro y aumentando la
eficiencia de la neutralizacion, lo que permite que los metales presentes en el DAM
como As, Fe, Cuy Pb se precipiten y no superen los limites maximos permisibles de

los efluentes mineros y metaldrgicos.

Palabra clave: Oxidacion bacteriana, Metales pesados, neutralizacion quimica.



SUMMARY

One of the environmental problems of gold mining is acid mine drainage (AMD),
generated by the oxidation of pyrite and/or chalcopyrite which, in the presence of
atmospheric oxygen, water and microbial activity, releases acidic components that
promote the solubility of heavy metals. The objective of the study was to treat acid
mine drainage by bacterial oxidation followed by chemical neutralisation at
Compariiia Minera Ayapata S.A.C. The methodology was carried out in three phases:
the first phase consisted of the isolation of T. ferrooxidans bacteria from acid mine
drainage, followed by bacterial oxidation by means of two treatments and a relative
control, and finally chemical neutralisation, which consisted of 9 experiments per
treatment. The results showed a final count of 12000000 cells/L of T. ferrooxidans,
in terms of bacterial oxidation it was reported that treatments 1 and 2 showed a final
Fe*3 concentration of 5.33 mg/L and 4.8 mg/L respectively, while the relative control
showed a concentration of 2.15 mg/L Fe*3, likewise in the neutralisation, it was
reported that treatment 1 with a supply of 1.2 mL of calcium hydroxide at 5%
presented a pH of 8.17, achieving the neutralisation of the acid medium. In
conclusion, bacterial oxidation with T. ferrooxidans allows the oxidation of the Fe*2
ion to Fe*3, which is precipitated with the neutralisation, thereby accelerating the iron
oxidation process and increasing the efficiency of the neutralisation, which allows
metals present in the DAM such as As, Fe, Cu and Pb to precipitate and not exceed

the maximum permissible limits of mining and metallurgical effluents.

Keyword: Bacterial oxidation, heavy metals, chemical neutralisation.



INTRODUCCION
Uno de los problemas de la industria minera a nivel mundial es la generacion de
drenaje acido de mina (DAM) (Valente & Gomes, 2009). Dichos residuos
provenientes de yacimientos metalicos contienen minerales sulfurados residuales
como pirita (FeS), calcopirita (CuFeSz) (Udayabhanu & Prasad, 2010). Estos
minerales al estar expuestos al agua, oxigeno y microorganismos generan lixiviados

conocidos como drenaje acido de mina (DAM) (Wang et al., 2021).

La region de Puno es la segunda zona minera artesanal mas importante del Perd, con
el 12.8 % de la produccion metalica (INEI, 2020). Las minas de Carabaya, la
Rinconada y Cerro Lunar de la Region Puno realizan actividades de mineria aurifera
subterraneas centrada en la explotacion de mantos, vetillas y filones auriferos con
caracteristicas de abundantes cuarzos, pirita, calcopirita, pirrotita y galena (Quispe,
2013). La compaifiia minera Ayapata S.A.C., ubicada en la provincia de Carabaya,
cuenta con 52 plantas de beneficio, en la cual no se reporta que sus residuos y
efluentes (DAM) cuenten con tratamiento o estabilizacion (IGAFOM, 2017).

En dicho contexto surgi6 el interés de estudiar el drenaje acido de mina (DAM). En
la actualidad el tratamiento convencional del DAM mas utilizado es la neutralizacion
directa con cal u otros agentes neutralizantes; no obstante, esta técnica genera lodos
toxicos muy voluminosos (Wang et al., 2021). La oxidacién quimica o bioldgica se
abre como una alternativa viable para la disminucién de lodos toxicos (Martins et al.,
2011).

Por lo anterior expuesto, el estudio en cuestion tuvo por objetivo tratar los drenajes
acidos de mina mediante oxidacion bacteriana seguida de una neutralizacion quimica
en la compafia minera Ayapata S.A.C; la cual busco acelera la oxidacion del Fe*?,
para una eficiente neutralizacion quimica, con lo cual se promovié la precipitacion

de los metales en solucion.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Situacion problematica

A nivel nacional la explotacion minera esté asociada a Pasivos Ambientales Mineros
(PAM). Al cierre de agosto del 2020, el Ministerio de Energia y Minas (MINEM)
reportd la existencia de cerca de 8000 PAM, presentes en 20 regiones del pais, de las
cuales la regién de Puno registra un 11.6% (Castillo etal., 2021). Los relaves
mineros, perteneciente al universo de los PAM, son una fuente directa de la
generacion de drenajes &cido de mina (DAM), teniendo un potencial alto para causar

impactos devastadores a largo plazo en el ambiente (Ballester, 2005).

Las minas de Carabaya en la Region Puno realizan actividades de mineria aurifera
subterraneas centrada en la explotacion de mantos, vetillas y filones auriferos
(Quispe, 2013). La minera Ayapata S.A.C. cuenta con 52 plantas de beneficio las
cuales cuentan con similares procesos de explotacion (Figura 1), cada planta tiene un
caudal de uso de agua industrial de 1008 m%mes (IGAFOM, 2017).

Fragmentacion de la roca mediante explosivos

Carguio y acarreo material subterraneo
Mineral Desmonte

Trituracion en
chancadora

Molienda del mineral
con mercurio

Generacion de relaves
Separacion del mineral

por gravimetria
Cancha relavera

Refogado de la Generacion Drenaje Acido
amalgama en retorta de Mina

Recuperacion de

Obtencién de oro .
mercurio

Figura 1. Proceso de explotacion en la Compafiia Minera Ayapata S.A.C
Fuentes: IGAFOM, 2017.



El punto de captacion de agua para consumo industrial de la compafila minera
Ayapata S.A.C., se ubica a 250 metros aguas arriba (Figura 2%), el cual pertenece a
los confluentes del rio Lechemayo (Figura 2b), dicho rio pertenece a la cuenca
Huayllumayo (INRENA 2005). Los pobladores del distrito de Ituata — Sector ltuata
y zonas aledafias al rio Lechemayo, hacen uso del agua para consumo humano y

agricultura; dicho recurso hidrico estd siendo seriamente afectado por los efluentes

de drenaje acido de mina DAM, que es aparente por el pH y la turbiedad que presenta.

Figura 2. (a) Confluentes del rio Lechemayo, (b) Rio Lechemayo.

En ese entender es de vital importancia el tratamiento del drenaje &cido de mina, a
fin de evitar la contaminacién de la cuenca Huayllumayo por DAM y metales
pesados; para ello se platearon diversos tratamientos del DAM, el més utilizado es la
neutralizacion directa con cal u otros agentes neutralizantes para precipitar los
metales; no obstante, esta técnica genera lodos toxicos muy voluminosos (Wang et
al., 2021). Por tanto, la oxidacion del DAM antes de la neutralizacion es importante
para mejorar la eficiencia de la neutralizacion y disminuir la formacion de lodos
(Martins et al., 2011).

El papel mas importante de la bacteria T. ferrooxidans, se da en el proceso de
lixiviacion del cobre y en el pretratamiento de oro refractarios; pero su capacidad de
oxidar iones ferrosos a iones férricos puede utilizarse como herramienta en el
tratamiento de efluentes acidos (Misari, 2016), la bacteria T. ferrooxidans oxida el
sulfato ferroso dando una solucion con un alto contenido en sulfato férrico el cual

precipita con carbonato de Calcio, dicha tecnologia es usada en la Planta de
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Neutralizacién de Matsuo, en Japon (Guerrero & Olvera, 1999); En tal sentido se
trato los drenajes acidos de minas mediante oxidacion con T. ferrooxidans seguida
de una neutralizacion quimica en la Compafiia Minera Ayapata S.A.C, a fin de
precipitar los metales como As, Fe, Cu y Pb y que estos no superen los limites
maximos permisible en los efluentes mineros metalurgicos.

1.2. Preguntas de investigacion cientifica

1.2.1.Pregunta general
¢Cual es el efecto de la oxidacion bacteriana seguida de una neutralizacion quimica
en el tratamiento de los drenajes acidos de minas en la Compafia Minera Ayapata
S.AC.?

1.2.2.Preguntas especificas
¢Existen consorcios bacterianos T. Ferrooxidans en los drenajes &cido de mina de la
Compaiiia Minera Ayapata S.A.C.?
¢Cual es la capacidad de oxidacion bacteriana del género T. Ferrooxidans en
muestras de drenajes acidos de minas de la Compafiia Minera Ayapata S.A.C.?
¢ Cudl es el efecto de la neutralizacion quimica en el drenaje oxidado por las bacterias

T. Ferrooxidans?

1.3. Objetivos de investigacion cientifica
1.3.1. Objetivo general
Tratar los drenajes acidos de minas mediante oxidacion bacteriana seguida de  una

neutralizacién quimica en la Compafiia Minera Ayapata S.A.C.

1.3.2. Objetivos especificos
Aislar bacterias del género T. ferrooxidans presentes en los drenajes acido de minas

de la compafiia minera Ayapata S.A.C.

Determinar la capacidad de oxidacion bacteriana del género T. ferrooxidans en

muestras de drenajes acidos de minas de la Compafiia Minera Ayapata S.A.C.

Evaluar la neutralizacién quimica con hidroxido de calcio en el DAM de la Compaiiia
Minera Ayapata S.A.C.



1.4. Justificacion
A nivel ambiental, la inadecuada disposicion de relaves mineros son fuentes de
generacion de drenaje acido de mina (Jimenez Huallpa, 2017), el cual tiene impactos
devastadores a largo plazo en los rios, arroyos y vida acuatica, volviéndose en efecto,
una “maquina de contaminacion perpetua” (Ballester, 2005). En dicho contexto la
presente investigacion estudio una alternativa amigable con el medio ambiente,
mediante la oxidacion bacteriana, seguida de una neutralizacion quimica con

hidréxido de calcio.

A nivel social, en la actualidad la poblacién del Distrito de Ituata cuenta con 6 341
habitantes los cuales segun plan regional de saneamiento de Puno (2021 — 2025)
demanda de un 75 % de agua potable. Dichos habitantes demandantes consumen el
agua de arroyos naturales y/o rios. Esta problematica también se ve reflejado en las
zonas rurales donde el acceso a un recurso vital como es el agua esta supeditado al
uso responsable y tratamientos por parte de la minera Ayapata S.A.C., las cuales

laboran a aguas arriba.

Finalmente, la justificacion a nivel metodoldgico se sustenta en base a una alternativa
de solucion de la problematica, que es la generacion de DAM en la compafiia minera
Ayapata S.A.C., ante dicha problematica se planteo el aislamiento de la bacteria T.
ferrooxidans mencionada bacteria presenta caracteristicas quimiolitotréficas,
autotréficas y acidofilicas; estas caracteristicas la hacen particular para la oxidacion
de sulfuros con alto contenido de Hierro. Una vez obtenida biomasa bacteriana se
realizo el tratamiento de oxidacion de ion ferroso a ion férrico, el ion férrico por su
parte es una alto lixiviante de metales pesados. Por ultimo, se neutralizo con
hidroxido de calcio, cabe mencionar que este neutralizante genera menos residuos si
es aplicado eficientemente y cumple dos funciones principales la primera de
neutralizar la acidez y la segunda de precipitar metales pesados como hidréxidos de
metal, por dichas caracteristicas se empleo el hidroxido de calcio. Finalmente, el
resultado fue de precipitar los metales pesados y tener pH neutro los cuales cumplan

con la normativa vigente respecto a efluentes minero metalurgicos.



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA
2.1. Marco referencial

2.1.1. Antecedentes internacionales
Jin etal., (2020), evaluaron un nuevo enfoque de biomineralizacion antes de la
neutralizacion con cal para tratar el DAM. Los resultados mostraron cinco ciclos de
reduccion de Hierro por A. multivorum seguidos de la oxidacion del Hierro por A.
ferrooxidans con el cual eliminaban completamente el Hierro y casi el 40% del
sulfato en DAM, mientras que los metales no ferrosos (Al, Mn, Cu, Ni y Zn) apenas
se eliminaban. Finalmente concluyeron que las cantidades de cal requerida y los
lodos generados en el posterior proceso de neutralizacion con cal se redujeron en un

56% y 68%, respectivamente.

Minas, D. (2018), estudio la adaptacion individual y conjunta de las bacterias
acidofilas y los hongos a sistemas adecuados de agitacion y aireacion, en los cuales
coloco concentraciones distintas de muestras auriferas refractarias a fin de comprobar
su efectividad como pretratamiento en los procesos de cianuracion. Comprobd la
presencia de Thiobacillus ferrooxidans en condiciones acidas y una especie flngica

aun no determinada.

Martins etal. (2017), estudiaron el rendimiento y los cambios en la comunidad
bacteriana durante la biorremediacion del drenaje acido de dos minas portuguesas.
Observaron una neutralizacion efectiva (aumento del pH de 2.8 a 6.5) y eliminacion
de metales (>99%) y sulfato (>72%). Los principales grupos bacterianos fueron
Desulfovibrio sp., Clostridium sp. y miembros del orden Bacteroidales. Sus
resultados mostraron que la fuente de DAM alimentada al sistema fue determinante

para el establecimiento de diferentes poblaciones bacterianas.

Corrales et al. (2016), desarrollaron una alternativa para disminuir la contaminacion
ambiental generada por el empleo de sustancias quimicas cuando se extraen metales
pesados en la industria minera. Observaron microscopicamente presencia de bacilos
gram negativos y cristales. Por otra parte, se confirmé la caracteristica de ser
bacterias acidofilas ya que su desarrollo se obtuvo a pH entre 1y 2.5. Los resultados
obtenidos en este estudio permitieron concluir que en estas minas hay presencia de

organismos bacterianos con morfologia y comportamiento bioquimico compatible
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2.1.2.

con bacterias biolixiviantes del género T. ferrooxidans. EIl aislamiento vy
fenotipificacion obtenidos in vitro abre la posibilidad de establecer un método 6ptimo

para su conservacion y posterior utilizacién en procesos de biorremediacion.

Branlt, H. (2001), evaluaron los intereses ambientales y comerciales en la lixiviacion
bacteriana de pirita, respondieron dos centrales preguntas de investigacion: ¢T.
ferrooxidans mejora la tasa de lixiviacion por encima de la alcanzada por soluciones
de sulfato férrico en las mismas condiciones?, y si es asi, como ¢ Afectan las bacterias
a tal mejora? En la que concluyeron que la tasa de disolucién de pirita con bacterias
fue mayor que sin bacterias a las mismas concentraciones de iones ferroso y férrico

en solucién.

Nikolov et al. (2001), evaluaron el rendimiento de un contactor bioldgico rotatorio a
gran escala utilizado para la oxidacion de Hierro ferroso por T. ferrooxidans.
demostraron que se pueden obtener altas tasas volumétricas, hasta 2.5 g /L-h.
También examinaron los efectos de la entrada de Hierro ferroso concentracion y
tiempo de retencion de liquido en el rendimiento del reactor. En general, concluyeron
que el bioldgico rotatorio contratista es una herramienta prometedora para el

tratamiento bioldgico de drenaje a&cido de mina que contiene Hierro ferroso.

Antecedentes nacionales

MINEM (2018), realizaron un estudio de los efluentes de mina sin un tratamiento
previo se caracterizan por presentar 259mg/L de Fe, 18.1 mg/L de Al, 353 mg/L de
Mn, 2.8 mg/L de Pb y 50 mg/L de Zn aproximadamente. Por ello, propusieron
establecer tecnologias con la finalidad de recuperar dichos subproductos mejorando
la calidad del agua. Emplearon un tratamiento de especiacion hidrogeoquimica,
porque permite una caracterizacion quimica del agua de mina. Especialmente, del

Fe*2 el cual en contacto con el O se oxida a Fe*3.

Cruz, D. & Cotrina, C. (2015), Determinaron el efecto de la temperatura y el grado
de correlacion en el crecimiento microbiano y la biolixiviacion sobre la calcopirita
por un cultivo microbiano biolixiviante, trabajaron con muestra de las pilas de
lixiviacion de la empresa minera Southem Peri Cooper Corporation. Se tuvo 4
tratamientos experimentales de 25, 40, 55y 70°C. En la que concluyeron que la
temperatura produce un efecto de incremento en el crecimiento microbiano y en la

biolixiviacién del cobre a partir de la calcopirita.



2.1.3.

(Arias V., Anaya F., Quifiones J., Salazar D., Gil J., 2015), caracterizaron
morfolégicamente un consorcio de bacterias provenientes de las unidades mineras de
Julcani en Huancavelica. Para ello aislaron dichas bacterias en medios de cultivo
liquido 9K modificado y medio s6lido de FeO, asimismo realizaron la identificacién
por tincién Gram y observacion microscépica. Recomendaron que para obtener una
cepa pura es necesario no menos de 8 resiembras en medio liquido y s6lido, en modo

alternante.

Ayala, F. et al. (2014), determinaron la calidad del agua del rio Yauli en la zona del
distrito del mismo nombre en el departamento de Junin, impactado por el drenaje
acido de mina (proveniente de los relaves mineros de la actividad minera en la
extracciéon de minerales polimetéalico como Cu y Fe. La investigacion se realiz en
época de estiaje (mayo septiembre) del afio 2013. Concluyeron que hay presencia de
iones de Fe en las aguas del rio Yauli producto del drenaje por la presencia de relaves

y bocaminas dejadas sin haberse ejecutado un plan de cierre adecuado.

Rivera, U. et al. (2007), estudiaron la efectividad de un edafosedimento carbonatado
y una caliza en el tratamiento del DAM de una mina abandonada. Realizaron una
caracterizacion quimica, mineralégica, geoquimica y micromorfolédgica de los dos
materiales formados de carbonatos de calcio con diferente origen (edafosedimento y
caliza). Sus resultados quimicos en el DAM indicaron una retencion del 100% de Cu,
Fe, Ni, Al y Cd. Concluyendo que el edafosedimento carbonatado resultd ser

eficiente en la neutralizacién y precipitacion.

Antecedentes regionales y locales

Huallpa, J. (2017), estudi6 la remocion del tratamiento de aguas &cidas de mina,
mediante neutralizacion con lechada de cal en la Unidad Minera Arasi — Puno. Su
metodologia consto de 4 etapas: 1ro se realizd la medicion de caudal y la
caracterizacion del agua acida, la 2da etapa se realizo los ensayos de laboratorio con
la neutralizacion con lechada de cal, en 3er lugar fue el tratamiento con lechada de
cal, y por ultimo la 4ta etapa es el anélisis de los parametros fisico-quimicos e
inorganicos. Finalmente concluy6 que al neutralizar el drenaje &cido con lechada de
cal existe una eficiencia de remocion considerable de los parametros fisico quimico

e inorganico.
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Minas, D. (2018), caracterizd y disefi6 un tratamiento de los efluentes de aguas acidas
en lamina La Rinconada. Su investigacion fue experimental y explicativa empleando
la adecuada caracterizacion fisico y quimica, y para el tratamiento se trabajo con el
método activo de neutralizacién - precipitacion con cal como agente neutralizante.
Se realizaron ensayos de neutralizacion con muestras de 500 ml de agua cuyo valor
de pH de 3.38 y con concentraciones de metales pesados disueltos como Cu, Fe, Al
Zn, Niy Mn; en cuyo resultado final de los ensayos de neutralizacion para un tiempo
de 05 a 10 minutos se obtuvo pH de 6.5y 8.5 con la aceptable precipitacion de los
metales pesados disueltos como: Fe en 93.84 %, Cu en 80.95 %, Al en 99.37 %, Zn
en 86.88 %, Ni en 10.3 %. Donde la dosis Optima es de 0.4 g de cal por litro de agua
acida.
2.2. Marco teorico

2.2.1. Generacion de Drenaje acido de mina DAM
El drenaje &cido de mina (DAM), es una contaminacion multifactorial compleja,
formada a partir de interacciones quimicas, fisicas y biol6gicas que tienen lugar bajo
condiciones ambientales en minas abandonadas y activas (Ighalo & Eletta, 2020).
Cuando el agua alcanza cierto nivel de acidez, un tipo de bacteria comtn llamada “T.
Ferroxidans”, puede aparecer acelerando los procesos de oxidacion y acidificacion,

lixiviado aln mas los residuos de metales de desecho (Price & Errington, 1998).

2.2.3. Etapas de la generacion de DAM
Se identifico tres etapas en la generacion de drenaje &cido de mina, dependiendo del
pH de la solucidn del efluente. A medida que el pH disminuye por las reacciones de
oxidacion, se desarrollan distintas reacciones de neutralizacion por parte de los

minerales consumidores de acido (Ferguson & Erickson, 1987).

Etapa I: Este puede durar semanas, meses o afios dependiendo del potencial de
neutralizacion del contenido. Se desarrolla a un rango de pH casi neutro, la mayor
parte de la oxidacion es quimica por el oxigeno del aire. Si la generacion de acidez
en el tiempo continla mayor a la capacidad del mineral para neutralizar, el pH
continuaré acidificando hasta alcanzar las etapas Il y Ill, de la generacion del
drenaje acido (Ferguson & Erickson, 1987).

Etapa Il: Este tiene el pH del microambiente ha disminuido hasta 4.5, las
poblaciones de las bacterias amantes del &cido (acidofilas) como T. ferrooxidans

comienzan a multiplicarse (Ferguson & Erickson, 1987). La oxidacion de estas
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bacterias aumenta la velocidad de produccion de &cido. En la reaccidn se produce
el sulfato ferroso que al ser oxidado nuevamente se transforma en sulfato férrico, y
éste a su vez en contacto con el agua da lugar al &cido sulfurico y al hidroxido
férrico, que es insoluble y es el que provoca la coloracion amarilla de las aguas
(Lopez et al., 2002).
Etapa I11: Cuando el pH alrededor de los sulfuros disminuye por debajo de 3, el
Hierro férrico permanece en solucién. El Hierro ferroso es convertido por las
bacterias en Hierro férrico que a su vez oxida los minerales de sulfuro. La velocidad
de formacion de acido es rapida en la ultima etapa y estd limitada por la
concentracion de Hierro férrico (Ferguson & Erickson, 1987).
Por su parte Lopez Pamo et al., (2002), indica que en el momento que se producen
grandes cantidades de acido, se deben tener en cuenta los siguientes puntos:
- Si se inhibe la bacteria T. ferrooxidans la produccion de acido se reduce al menos
en un 75%.
- Si el pH del agua sube por encima de 5, igualmente se inhibe la oxidacion.
- Si el pH del agua desciende por debajo de 4.5 debe esperarse que todo el sulfuro
de Hierro termina oxidandose.
- Si el pH desciende por debajo de 2.5 se establece un equilibrio en el que la

actividad bacteriana se estabiliza, ya que habra alcanzado su 6ptimo desarrollo.

2.2.4. Tratamientos del drenaje acido de minas DAM

El tratamiento del drenaje acido puede darse por métodos activos 0 métodos pasivos.
Basicamente la eleccion del tratamiento a implementar se centrara en la
caracterizacion propia del drenaje, su caudal promedio, el uso final del agua tratada
y el costo por infraestructura, operacion y mantenimiento del tratamiento

propiamente dicho (planta, humedal, etc.) (Montesinos, 2017).

a) Tratamiento por métodos activos

Las técnicas de tratamiento activo son las que requieren una operacion,
mantenimiento y monitoreo continuo y utilizan para su funcionamiento energia
externa (energia eléctrica) y reactivos (Montesinos, 2017).

Si bien este tipo de tratamiento no requiere de grandes areas para su
infraestructura, su costo de inversion es elevado pues implica el montaje de una
planta de tratamiento quimico con diversos equipos. Asi mismo, por ser de
operacion continua, su costo operativo considerara la adicion rutinaria de
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reactivos requiriendo el monitoreo permanente del personal (Montesinos, 2017).
El proceso de neutralizacion de las aguas &acidas mediante la adicion de
sustancias alcalinas es el que actualmente se lleva a cabo en la mayoria de las
minas que generan efluentes de este tipo (Lépez et al., 2002). Se suele utilizar
cal hidratada Ca (OH): que es particularmente Util para tratar grandes caudales
en condiciones de alta acidez. Como la cal hidratada es hidréfoba, para conseguir
una buena mezcla con el agua, se precisa de un dispositivo de agitacion. Cuando
se pretende eliminar el Hierro, en el propio proceso de agitacion se incorpora la
aireacion necesaria para lograr la oxidacién del Hierro ferroso hasta
transformarse en Hierro férrico y conseguir la mayor eliminacion de este
(Medina, 2018).

b) Tratamiento por método pasivo
En cuanto a los tratamientos pasivos aerébicos, la oxidacion bioldgica de Fe?* a

Fe3* es uno de los grandes procesos de inmovilizacion de metales que ocurre en
humedales aerobios para el tratamiento de aguas con pH de 4-5(Johnson &
Hallberg, 2005). En el caso de los DAM, los cuales presentan pH de 2-3, los
humedales aerobios no son utilizados y han sido reemplazados por la laguna
natural de oxidacion de Fe, que han dado muy buenos resultados como un
pretratamiento al quimico, permitiendo eliminar hasta el 38% del Fe3* y co-
precipitar hasta un 80% de As (Macias et al., 2012).
2.2.4. Oxidacion bacteriana

Las bacterias T. Ferrooxidans acelera el proceso de oxidacion de Fe*? a Fe*® del

efluente (Guerrero & Olivera 1999). Lo que ocurre en primera instancia es la

oxidacién del sulfuro en presencia de oxigeno y agua, el resultado de dicha reaccion

es sulfato ferroso y acido sulfarico (ecuacién 1). Seguidamente el sulfato ferroso en

presencia de oxigeno y &cido sulfdrico méas el medio microbiano que cumple la

funcidn de biocatalizador, da como resultado los iones férricos y agua (ecuacion 2).

FeS; +1/,0,+H,0 —>  FeSO4 +H»S04 1)
Bacteria

OFeSs +1,0,4H2S0s  —>  Fex(SOx)s +H.0  (2)
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2.2.5. Aspectos fundamentales de la bacteria T. Ferrooxidans

a)

b)

Caracteristicas de la bacteria T. Ferrooxidans
Las bacterias T. ferrooxidans, presentas caracteristicas singulares, las cuales
fueron tomas como principal referencia para su aislamiento y posterior

identificacion:

Caracteristica quimiolitotroficas: Que la energia para su crecimiento y
mantenimiento se deriva principalmente de la oxidacion del Hierro ferroso
(Misari, 2016; Drobner et al., 1990).

Caracteristica autotrofica: Que el dioxido de carbono es la fuente carbono celular.

El N y el P también son necesarios como nutrientes secundarios para la sintesis
celular junto con los minerales traza de K, Mg, Na y Ca (Misari, 2016; Leduc &
Ferroni, 1994).

Caracteristica acidofila: Que su crecimiento se produce a un pH de 1.5 a 6.0 con
un éptimo entre 2.0 y 2.5. La supervivencia no suele producirse por encima de
un pH de 6.5 ni por debajo de un pH de 1.0 (Misari, 2016; Nemati et al., 1998).

Caracteristica morfoldgica: Que son bacilos gram negativos de 0.3-0.5x1,0-1.8
um, se presentan solas o en parejas, raramente en cadenas cortas. Son moviles

por medio de un unico flagelo polar (Misari, 2016; Leduc & Ferroni, 1994).

Crecimiento Bacteriano

El crecimiento bacteriano se da por cuatro fases como se muestra en la figura 3,
la cuales describe a continuacion:

Fase de latencia: Hay aumento de los componentes macromoleculares y de la
actividad metabodlica, casi sin division celular, asociado a un incremento de la
susceptibilidad a los agentes fisicos y quimicos. Por lo tanto, la mal llamada fase
de latencia implica intensa actividad metabdlica (Varela & Grotiuz, 2008).
Fase exponencial: Las células se dividen a velocidad constante, determinada
por la naturaleza intrinseca de la bacteria y por las condiciones del medio. Existe
gran aumento del nimero total de células viables, que puede ser expresado en
forma exponencial (Varela & Grotiuz, 2008).

Fase estacionaria: Eventualmente el agotamiento de los nutrientes o la

acumulacion de productos toxicos determina el cese del crecimiento. Hay
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pérdida de células por muerte, la cual es balanceada por la formacién de nuevas
células (Varela & Grotiuz, 2008).

Fase de muerte: Luego de la fase estacionaria, la tasa de muerte se incrementa,
el nimero de bacterias viables disminuye rapidamente y, por lo tanto, la curva
de crecimiento declina.

Las caracteristicas de la curva de crecimiento pueden variar, dependiendo de las
caracteristicas propias del microorganismo, del estado metabolico del in6culo,
del medio de cultivo y de las condiciones de incubacion (Varela & Grotiuz,
2008).

Muerte

Ny

Lag Exp. Estacionaria

DENSIDAD OPTICA

TIEMPO

Figura 3. Curva de crecimiento tipica para un sistema cerrado en medio
liquido.
Fuente. Adaptado de Nufiez et al., (2014).

c) Factores que intervienen en la velocidad de crecimiento de T. ferrooxidans
Temperatura: La temperatura 6ptima para el T. Ferrooxidans esta en el rango de
25 a 45 °C. La oxidacion biolégica de sulfuros metélicos cesa alrededor de 50 °C,
la temperatura minima no ha sido determinada, pero generalmente se acepta que la
actividad bacteriana cesa en el punto de congelacién del medio de cultivo (Misari,
2016).
pH: Es importante mantener el ajuste del valor del medio (pH) correcto para que
ocurra un buen crecimiento de las bacterias con las que se hara la lixiviacion
metélica. Los microorganismos que participan en la oxidacion bacteriana de los
minerales sulfurados son acidofilos, esto quiere decir que son activos a un pH por
debajo de 3.0, se considera un pH 6ptimo de crecimiento para el T. ferrooxidans en
el intervalo de 1.5 a 2.5 (Branlt, 2001).

Potencial redox: El potencial redox que se da en la solucién, nos indica que existe

un metabolismo energético (actividad bacteriana) en el proceso de la biooxidacion,
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debido a que esta actividad genera una tendencia de la solucion ya sea a ser oxidada
0 a ser reducida. Durante la fase de crecimiento exponencial, el potencial redox del
T. ferrooxidans tiene la caracteristica de estar entre 320 — 580 mV (Rossi, 1990).
Por lo general, cuando el potencial redox de la solucién supera los 400 — 450 mV,
la oxidacion bacteriana alcanza sus mayores velocidades (Gentina y Acevedo,
2013).

Aireacién: Refieren que la mayoria de las bacterias que se usan en la oxidacion de
minerales son aerdbicos y quimiolitotréfica en la naturaleza, la aireacion es
importante en el proceso, ya que se encarga del suministro tanto del O, como del
CO: al sistema de oxidacion. El suministro suficiente de didxido de carbono sirve
como fuente de carbono que es necesaria para la generacion de la biomasa (Pal
et al., 2010).

Nutrientes: Los nutrientes que requiere la bacteria T. Ferrooxidans son los mismos
que utiliza un autotrofo quimiosintético. EI medio de cultivo que se usan mas
frecuentemente es el 9k y su composicion se muestra en la tabla 1.

El T. Ferrooxidans sintetiza sus materiales celulares a partir de fuentes inorganicas
que son: dioxido de carbono (como fuente de carbon para el crecimiento de la
célula), sulfato de amonio y fosfato acido de potasio (como fuente de nitrégeno y
fosfato), cloruro de potasio (como factores de crecimiento) (Rodriguez & Guanilo,
2006).

La fuente de energia utilizada por el T. Ferrooxidans son los iones ferrosos Fe %* y
azufre inorganico. Esta energia como efecto de la oxidacion del i6n ferroso a ion
férrico, es utilizada para su metabolismo. Esta oxidacion se muestra en el cambio
de color de la solucion nutriente y comprueba de este modo el limite de la
concentracion para la dilucion de un cultivo (Rodriguez & Guanilo, 2006).

Tabla 1

Nutrientes para el aislamiento bacteriano.

Reactivo Solucién A Solucién B
(NH4)2SO4 3.0 -
KH2PO4 0.04 -
MgSO4. 7H20 0.04 -
FeSO4. 7TH20 - 33.3

Nota. Fuente: Misari (2016); Silverman & Lundgren (1959).
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d) Metabolismo y bioenergética en la oxidacion de ion ferroso
Las rutas metabdlicas de T. ferrooxidans aparentemente corresponden a las rutas

estandar en microorganismos quimiolitotrofos. Esta bacteria posee un ciclo de
Calvin para la fijacion de CO2, y rutas para la fijacion de nitrégeno y fosfato
(Inglede, 1982). La fijacion de carbono requerida para la sintesis de material celular
y crecimiento, al realizarse a través del ciclo de Calvin, requiere de la presencia de
ATP (Adenosin Trifosfato) y NADPH (Nicotinamida Aderiina Dinucleétido

Fosfato) en el citoplasma celular.

Para la obtencion de las moléculas energéticas requeridas para impulsar este ciclo
y las otras funciones metabdlicas del microorganismo, la bacteria obtiene la energia
asociada al proceso ce oxidacion de ion ferroso (o compuestos reducidos de azufre

segun sea el caso) con oxigeno (Meruane, 2002).

La transformacion energética asociada al proceso oxidativo de ion ferroso puede
ser resumida en dos procesos relacionados: El transporte directo de electrones desde
el ion ferroso al oxigeno, que mediante un mecanismo de quimiosmosis produce
ATP; y un mecanismo reverso de transporte de electrones que, utilizando una parte
de la energia disponible en el transporte directo, transfiere electrones necesarios
desde el ion ferroso para la reduccién de NADP a NADPH (Meruane, 2002).

Reduccion de lon férrico, de acuerdo con Brock y Gustafson (1976) T.
Ferrooxidans tiene la potencialidad de reducir ion férrico mientras realiza la
oxidacion de azufre elemental. La reduccién es irreversible solamente en
condiciones anaerdbicas de acuerdo con estos autores. El contraste, Sand (1989)
sugiere que esta bacteria es capaz de reducir ion férrico en la oxidacién de azufre

aun en presencia de aire.

En condiciones normales, el ferroso generado en la reduccion es rapidamente
oxidado haciendo imposible si deteccion, pero al aumentar la acidez (pH menor que
1,2) se produce la inhibicion del proceso oxidativo de ion ferroso, observandose la
reduccion de férrico. Este proceso inhibitorio es reversible siendo el tiempo de
respuesta del cultivo bacteriano relativamente corto (entre uno y dos dias). Es decir,
bacterias que al ser expuestas a valores de pH menores que 1,2 han dejado de oxidar
ion ferroso, reinician la actividad oxidativa de ion ferroso al volver a mayores
valores de pH (1,8) (Meruane, 2002).
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Oxidacién bacteriana de ion ferroso, se sabe experimentalmente que la velocidad
de oxidacion quimica de ion ferroso con oxigeno (reaccién que
termodinamicamente es espontanea) aumenta hasta seis ordenes de magnitud en
sistemas donde existe una poblacion bacteriana de T. ferrooxidans Este hecho
indica que la oxidacion se encuentra directamente relacionada con la actividad y

crecimiento de esta bacteria (Meruane, 2002).

2.2.8. Neutralizacion de drenaje acido de minas
La neutralizacion se refiere a la disminucion de las concentraciones de los iones H*
y OH", hasta valores proximos a los que contiene el agua. En la practica industrial, la
situacién no es tan estricta y se considera que el liquido esta neutralizado cuando el
valor de pH es de 7 a 9. A este intervalo de pH lo denominaremos convencionalmente
en el tratamiento de aguas industriales, “zona de neutralizacion” (Garcia &

Rodriguez, 2006).

El proceso de neutralizacion de las aguas acidas mediante la adicion de sustancias
alcalinas es el que actualmente se lleva a cabo en la mayoria de las minas que generan
efluentes de este tipo. El tratamiento en las plantas convencionales se realiza en tres

etapas: neutralizacion, oxidacion y precipitacion (Lopez et al., 2002).

a. Cal: Es el producto que se obtiene de la calcinacién de la piedra caliza por debajo
de la temperatura de descomposicion del hidréxido de calcio. EI CaO mezclado
con agua forma el hidrato célcico, cal apagada (Ca (OH).), se hincha, produce
mucho calor y se endurece o como corrientemente se dice, fragua. La cal viva
sometida al tratamiento con agua, se llama cal apagada (hidroxido de calcio)
(Tejada Mayta, 2017). Las reacciones principales que tienen lugar utilizando el

agente alcalino cal son:

CaO + H20 - Ca (OH)2 Lechada de cal (3)
Ca (OH)2 +H2S04 - CaS04 + 2H20 Neutralizacion (4)
MS + Fe2(SO4)3 > MSO4 + 2FESO4 + S° Lixiviacion metélico (5)
MSQO4 + Ca (OH)2 - CaS04 + M(OH) Precipitacion de metales (6)
M=Metal
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En la ecuacion 3 se tiene la cal la cual reacciona con el agua obteniéndose el
hidroxido de calcio o mas conocido como lechada de cal ecuacion, seguidamente
se tiene el hidroxido de calcio el cual reacciona con el &cido sulfurico del cual se
obtiene el sulfato de calcio mas agua ecuacion 4, en la lixiviacion de metales se
tiene el mineral sulfurado mas el sulfato férrico reacciona y se obtiene el sulfato
del metal mas el sulfato ferroso y Azufre elemental ecuacién 5, finalmente se
tiene la precipitacion de metales en el cual se tendré el sulfato de metal més el
hidroxido de calcio el reaccionara y se obtendra el sulfato de calcio mas

precipitados de hidroxidos del metal ecuacién 6.

La separacion de los solidos insolubles se realiza en decantadores circulares o
rectangulares, ayudada por la accién de floculantes. Los agentes alcalinos a
emplear son muchos: cal rapida, cal hidratada, roca caliza, caliza en polvo,
magnesita, dolomita, sosa caustica, cenizas de sosa e hidroxido de amonio. Pero,
en la préactica los mas usados son: la cal, la cal hidratada y la caliza. (Figueroa,
2018). La concentracion de metales pesados en el efluente puede reducirse por
precipitacion como hidroxidos a distintos valores de pH, por ejemplo, el pH
minimo para el Pb*? es 6.3; para el Fe*? es 9.5 y para el Mn*2 es 10.6. Hay que
tomar precauciones cuando estan presentes metales anféteros como el cinc y el
aluminio que se disuelven en la solucion si ésta es demasiada alcalina (Lopez
et al., 2002).

2.2.9. Diagrama de Pourbaix del Hierro

Un diagrama de Pourbaix es una representacion grafica del potencial (ordenada) en
funcion del pH (abscisa) para un metal dado bajo condiciones termodinamicas
estandar (usualmente agua a 25 °C). El diagrama tiene en cuenta los equilibrios
quimicos y electroquimicos y define el dominio de estabilidad para el electrolito
(normalmente agua), el metal y los compuestos relacionados, por ejemplo, éxidos,
hidréxidos e hidruros (Takeno, 2005).

Para el caso del Hierro en la Figura 4 se ve el diagrama de Pourbaix para un sistema
metal-agua, como es el caso del sistema Hierro-agua a 25 °C. En dicho diagrama
puedes observar las regiones de estabilidad termodinamica de las especies de Hierro

en agua.
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Figura 4. Diagrama de Pourbaix para Hierro.
Fuente. Atlas de diagramas de Eh-pH (2005).

2.2.9. Limites maximos permisibles
El Limite Maximo Permisible — LMP, es la medida de la concentracion o grado de
elementos, sustancias o pardmetros fisicos, quimicos y bioldgicos, que caracterizan
a un efluente 0 una emision (tabla 1), que al ser excedida causa o puede causar dafos

a la salud, al bienestar humano y al ambiente (MINAM, 2010).
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Tabla 2

LMP para la descarga de efluentes liquidos de actividad minero-metalurgicas.

Limite en Limite para
Parametros Unidad cualquier el promedio

momento anual
pH 6-9 6-9
Solidos totales en Suspension mg/L 50 25
Aceites y grasas mg/L 20 16
Cianuro total mg/L 1 0.8
Arsénica total mg/L 0.1 0.08
Cadmio total mg/L 0.005 0.04
Cromo hexavalente (*) mg/L 0.1 0.08
Cobre total mg/L 0.5 0.4
Hierro (disuelto) mg/L 2 1.6
Plomo total mg/L 0.2 0.16
Mercurio total mg/L 0.002 0.0016
Zinc total mg/L 1.5 1.2

Nota. Fuente: LMP de efluente minero metall]rgicos, MINAM '(2010)

Es importante mantener el ajuste del valor del medio (pH) correcto para que ocurra
un buen crecimiento de las bacterias con las que se hara la lixiviacion metalica. Los
microorganismos que participan en la oxidacion bacteriana de los minerales
sulfurados son aciddéfilos, esto quiere decir que son activos a un pH por debajo de
3.0, se considera un pH optimo de crecimiento para el T. ferrooxidans en el intervalo
de 1.5 a 2.5 (Branlt, 2001).
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS
3.1. Ambito de estudio

La Compafiia Minera Ayapata S.A.C., politicamente situada en el departamento de
Puno, provincia de Carabaya, distrito de Ayapata e Ituata a 2550 m.s.n.m (Figura 5).

Tabla 3
Coordenadas UTM WGS84 de la concesion minera Ayapata SA.C.

Vértice Coordenadas UTM WGS84 Poligono
Norte Este

1 8488 871.60 382 356.61

2 8 483 871.57 382 380.26

3 8 483 862.12 380 380.24

4 8 488 862.14 380 356.59

Nota. Fuente: IGAFOM correctivo (2017).
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Figura 5. Mapa de ubicacion de la Compafiia Minera Ayapata S.A.C.

Fuente. Elaboracidon propia a través de Qgis.
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3.2. Tipo y disefio de investigacion

3.2.1. Tipo de investigacion
La investigacion es del tipo aplicada porque, busca la generacion de conocimiento
con aplicacion directa a los problemas de la sociedad (Murillo, 2011). EI presente
proyecto beneficiara al Distrito de Ituata con una poblacién 6341 habitantes.

3.2.2. Disefio de investigacion
El tipo de investigacion es aplicada, experimental a nivel de laboratorio. Por qué
existe una causa y efecto entre la variable independiente y dependiente (Murillo,

2011). Se aplicara un disefio experimental por fase:

Fase 1 (Aislamiento bacteriano): Se aplicard un disefio de estudio de caso de una
sola medicion. Este disefio consiste en administrar un estimulo o tratamiento a un
grupo y después aplicar una medicion de una o mas variables para observar cual es
el nivel del grupo en éstas. Este disefio no cumple con los requisitos de un
“experimento” puro. No hay manipulacioén de la variable independiente (niveles) o
grupos de contraste (Collado & Baptista, 2014). El diagrama de este disefio se puede
especificar asi:

GXO
G: Grupo 1
O: Medicidn de parametros fisicoquimicos.
Fase 2 (Oxidacién bacteriana): Se aplicaré el disefio de 2 factores como se muestra
en la tabla 3. En este tipo de disefios “se manipulan dos o mas variables
independientes en dos 0 més niveles o modalidades de presencia en cada una de las
variables independientes” (Collado & Baptista, 2014).

Tabla 4

Disefio experimental.

Factor 2
Nivel f2.1 Nivel f2.1 Nivel 2.3

Nivel f1.1 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

—
| .
(@]
—
Q
©

Nivel f1.2 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6

F

Nota. Fuente: Collado & Baptista (2014).
En la tabla 4 se ejemplifica el disefio experimental para el pH, cabe resaltar que las

pruebas estadisticas son aplicadas por parametro
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Tabla

Disefio experimental Ph.

oH Factor 1
PO1 P02 TR
Dia 1l M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3
Dia 2 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3
Dia 3 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3
N Dia 4 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3
g Dia 5 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3
& Dia 6 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3
Dia 7 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3
Dia 8 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3
Dia 9 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3

Nota. M1, M2 y M3 = Medicion 1, 2 y 3 respectivamente. Adecuado de Collado
& Baptista (2014).

a. Fase 3 (neutralizacion quimica): Se aplicara el disefio de 2 factores como se
aprecia en la tabla 5. En este tipo de disefios “se manipulan dos o mas variables
independientes en dos 0 mas niveles o modalidades de presencia en cada una de
las variables independientes” (Collado y Baptista, 2014).

Tabla 6

Disefo experimental para la neutralizacion quimica.

Factor 2
Nivel f2.1 Nivel f2.1 Nivel f2.3
‘g Nivel f1.1 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
LCL‘E Nivel f1.2 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6

Nota. Fuente: Reproducido de Collado & Baptista (2014).
En la tabla 6 se ejemplifica el disefio experimental para el pH, cabe resaltar que las

pruebas estadisticas son aplicadas por parametro.
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Tabla

Disefo experimental pH para la neutralizacion.

pH Factor 1
PO1 P02 TR

0.2 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3

0.3 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3

0.4 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3

iBO 0.5 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3

‘g ‘—§ 0.6 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3
E § 0.8 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3
% 1 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3

= 1.2 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3
1.6 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3

2 M1, M2y M3 M1, M2y M3 M1, M2y M3

Nota. M1, M2 y M3 = Medicién 1, 2 y 3 respectivamente. Fuente: Adecuado de
Collado & Baptista (2014).

3.3. Poblacién y muestra

3.3.1 Poblacion

3.3.2.

La compafiia minera Ayapata S.A.C. cuenta con 52 plantas de beneficio, cada planta
tiene un caudal de uso de agua industrial de 1008 m3/mes segun IGAFOM correctivo

2017. Sin embargo, también se cuenta con fuentes de precipitaciones pluviales.

Muestra

Punto de muestreo 1: Las muestras biologicas para el aislamiento de los
microorganismos se realizaron del drenaje de una relavera de la compafia minera
Ayapata S.A.C., donde se observaron evidencias de mayor actividad microbiana.
Esto se refiere al pH menor a 3.5, olor (por desprendimiento de H»S) y color

amarillento del relave. De este punto se obtuvo una muestra de 2 litros de DAM.

Punto de muestreo 2: Las muestras de DAM para tratamiento mediante oxidacién

seguida de una neutralizacidn quimica se tomaron de una de las relaveras en actividad
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de la compafiia minera Ayapata S.A.C., el cual contaba con un pH menor a 3.5y no

presentaba signos fisicos de oxidacion.

3.4. Hipdtesis de investigacion

3.4.1. Hipotesis general
Es factible tratar los drenajes acidos de minas mediante oxidacion bacteriana seguida

de una neutralizacion quimica en la Compafia Minera Ayapata S.A.C.

3.4.2. Hipotesis especificas
Es posible aislar bacterias del género T. Ferrooxidans en los drenajes &cidos de mina
de la Compafia Minera Ayapata S.A.C.

Las bacterias poseen alta capacidad de oxidacion en los drenajes &cido de minas en
la Compafiia Minera Ayapata S.A.C.

El hidréxido de calcio tendra un efecto neutralizante en los drenajes acidos de minas

en la Compafia Minera Ayapata S.A.C.

3.5. Equipos
- Balanza analitica Mettler Toledo

- Microscopio 6ptico eléctrico Leica
- Multiparametro Phoenix EC-10

- Oximetro PSY OD2000

- Espectrofotémetro UV/VIS Unico
- Agitador magnético Velp

- Calentador Velp

- Centrifuga Sorvall Legend

- Autoclave JP Selecta

- Oxigenador Sobo

- micropipetas Hirschman

3.6 Materiales

- Frascos de 1 L estériles.
- Cooler
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- Guantes de latex Medilatex®

- Mascarilla N95 3M®

- Puntas de micropipeta 1mL y 5mL

- Probeta Brand® de 100 mL, 500 mL 1000 mL.

- Matraz Brand® de 250 mL, 500 mL y 1L.

- Vaso de Precipitado Brand® de 50 mL, 100 mL, 250mL, 500 mL y 1 L.
- Cintas de pH, rango 0 — 14 Merck®

- Camara de Neubauer Marienfeld®

- Laminas cubre objeto Marienfeld®.

- Algodon estéril.

3.7. Reactivos
- Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4.7H.0) QP Merck®

- Sulfato amonio ((NH4)2SO4) QP Merck ®

- Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSOa4.7H20) QP Merck®
- Acido sulfdrico (H2SO4) concentrado (99%) Merck®

- Fosfato monopotésico (KH2POa)

- Agarosa Cleaver Scientific®

- 1,10-fenantrolina C12HgN2 Merck®

- Hidroxilamina H3NO

- Solucion estandar de Hierro

- Acetato de amonio C.H7NO:>
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3.8 Metodologia

La metodologia se compuso de 3 fases, en la figura 6 se detalla cada fase.

AISLAMIENTO OXIDACION NEUTRALIZACION
BACTERIANO —_— BACTERIANA _— QUIMICA
(Fase 1) (Fase 2) (Fase 3)

| l |

SRR Muestra de DAM
Muestreo Bioldgico (1L) Muestreo DAM (2L) (obtenido mediante
l oxidacion bacteriana)
Preparacion de medio de A4 = v S
cultivo 9K-Fe (1L) Inoculo de bacterias (10 mL) Suministro d‘: hidroxido de
calcio

(Lechada de Cal 5%)

v v l
Caracterizacion Control de Temperatura, S 3
microbiana agitacion y oxigenacion Monitoreo de ph, potencial
redox, T°, Oxigeno
disuelto.
v
Monitoreo permanente de Monitoreo de ph, Potencial v
ph, Potencial redox, T°. redox(,j_T , |0X|9€n0 ANALISIS QUIMICO
I (Cotejo LMPs -Actividad

minero-metallrgico)

Figura 6. flujograma metodologico.

Fuente. Elaboracién propia.

3.8.1. Aislamiento de bacterias del género T. ferrooxidans presentes en los drenajes
acido de minas de la compafia minera Ayapata S.A.C.
a) Muestreo
Las muestras bioldgicas para el aislamiento de los microorganismos se realizaron
del drenaje de una relavera en la compafiia minera Ayapata S.A.C., en dicho punto
de muestreo se observo: olor (por desprendimiento de H2S), color amarillo-rojizo

del relave y pH menor a 3.5.

b) Caracterizacién bacteriana
La caracterizacion de los microorganismos aislados se baso en el crecimiento en
medio sélido y medio liquido, estos fueron evaluados bajo 4 caracteristicas

fundamentales que presentan las bacterias T. ferrooxidans, estas son:

- Caracteristica quimiolitotroficas: Que la energia para su crecimiento y
mantenimiento se deriva principalmente de la oxidacion del Hierro ferroso
(Misari, 2016; Drobner et al., 1990).
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d)

Caracteristica autotréfica: Que el didxido de carbono es la fuente carbono celular.
El N y el P también son necesarios como nutrientes secundarios para la sintesis
celular junto con los minerales traza de K, Mg, Na y Ca (Leduc & Ferroni, 1994);
Caracteristica acidofila: Que su crecimiento se produce a un pH de 1.5 a 6.0 con
un optimo entre 2.0y 2.5. La supervivencia no suele producirse por encima de un
pH de 6.5 ni por debajo de un pH de 1.0 (Nemati et al., 1998);

Caracteristica morfolégica: Que son bacilos gram negativos de 0.3-0.5x1,0-1.8
um, se presentan solas o en parejas, raramente en cadenas cortas. Son moéviles por

medio de un unico flagelo polar (Leduc & Ferroni, 1994).

Morfologia bacteriana

Como identificacion preliminar de la morfologia se aplicé la metodologia
propuesta por Cruz & Cotrina (2015); Arias (2012) y (Minas, 2018), quienes
aplicaron la tincion de gram cdmo identificacion preliminar de T. Ferrooxidans
cuyo procedimiento consiste: 1. hacer el frotis de manera regular 2. Fijarlo a la
flama 3. Cubrir con cristal violeta durante 1 minuto y después lavar ligeramente
con agua corriente 4. Cubrir con yodopovidona (Lugol) durante 1 minuto 5. Lavar
con agua corriente 6. Decolorar con alcohol-acetona (1:1) 7. Lavar con agua
corriente 8. Cubrir con safranina durante 30 segundos 9. Lavar con agua corriente

10. Dejar secar y observar al microscopio (Rodriguez & Arenas, 2018).

Ciclo de adaptacion (Resiembra)

Una vez realizado la identificacion bacteriana de definié Unicamente
determinados tipos morfoldgicos, denominados cepas tipo, sin llegar a su
identificacién taxondmica, siendo estos empleados posteriormente en la
adaptacion o resiembra en medios cultivo 9k-Fe para continuar el proceso de
adaptacion y tolerancia a ion ferroso y condiciones acidas que presentan el medio

de cultivo.

Medio de cultivo 9k-Fe

Este medio fue compuesto por dos soluciones A (80%) y B (20%) como se
muestra en la tabla 7. La solucion A en volumen de 800 ml se disolvid en 1L de
agua destilada (p/p= 80%), luego se procedio a regular el pH de la solucion hasta
un rango de 1.5 - 2 con solucion de &cido sulfurico al 97%. Finalmente, se auto
clavo la solucién A para ser esterilizada. Luego se preparé la solucion B, la cual
estuvo compuesta de 33.3 g de FeSO4. 7H,0 disueltos en 200 ml de agua destilada
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acida (pH 1.5-2), ello con la finalidad de prevenir la oxidacion del Fe, agitandose

lentamente hasta disolver.

Tabla 8
Medio de cultivo 9k-Fe.

Reactivo Solucion A Solucion B
(NH4)2SO4 3.0 -
KH2PO4 0.04 -
MgSOs. 7H20 0.04 -
FeSOs. 7TH.0 - 33.3

Nota. Fuente: Misari (2016); Silverman & Lundgren (1959).

f) Condiciones de cultivo
El medio de cultivo estuvo dispuesto en un vaso precipitado de 1L, una vez
afiadido 75mL de DAM y 675 mL de medio de cultivo 9k-Fe se procedi6 a la
agitacion 180 rpm y una temperatura de 35 °C mediante un agitador magnético;

la oxigenacidn por su parte fue de 3L/min suministrado por un aireador.

g) Monitoreo de potencial redox y pH
La caracteristica quimiolitotréficas singular de T. Ferrooxidans es un indicador
determinante en la oxidacion del Fe*? (Misari, 2016; Drobner et al.,1990). En tal
sentido se realizd un monitoreo permanente del potencial redox (mV) y pH
mediante un multiparametro m arca Multipardmetro Phoenix EC-10.

3.8.2. Determinacion de la capacidad de oxidacion bacteriana del género T.
ferrooxidans en drenajes acidos de minas de la Compafia Minera Ayapata
S.A.C.

a) Tratamiento de oxidacion
La oxidacion bacteriana estuvo compuesta de 2 tratamientos y un testigo relativo

como se muestra en la tabla 8, estos estuvieron sujetos a diferentes condiciones.
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Tabla 9

Condiciones del tratamiento de oxidacion.

Tratamientos

Parametros
P01 P02 Testigo relativo

DAM 490 mL 490 mL 500 mL
Inoculo de bacterias 10 mL 10 mL 0mL
Agitacion 180 rpm No No
Oxigenacion (>5 mg/l) 3L/min No No
Temperatura (>20 °C) Si Si Si
Monitoreo (pH, Potencial Si Si Si

redox)

lon férrico y ion ferroso Si Si Si

Nota. Fuente: Elaboracion propia.

b) Monitoreo de parametros fisicoquimicos

Para el monitoreo de los parametros fisicoquimicos como son: Potencial redox
(ORP), temperatura y pH se utilizé el Multipardmetro Phoenix EC-10. Y para la
determinacién del oxigeno disuelto (OD) se utilizd el oximetro de marca YSI-
0D2000.

Determinacion de Fe*?y Fe *3
Para la determinacion del Fe*? se utilizd el método de la Fenontraleina (INHV,

1984) y la determinacion del Fe*® se determiné por diferencia entre el Hierro total
y Fe*2. Las concentraciones para la determinacion del Hierro total se muestran en

la tabla 9 y concentracion para el Fe *? se muestra en la tabla 10.

La determinacion de Hierro mediante la reaccion del Fe™ con un compuesto
organico (o-Fenantrolina) para formar un complejo de Hierro rojo-naranja. La

ecuacion para la formacion del complejo de Hierro es:

3C12HsN2 + Fe*? = [(C12HsN2) Fe]?
Rojo-naranja
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Sin embargo, antes de que se forme el complejo de Fe*? colorido, todos los Fe*?
presentes se deben reducir a Fe?". La reduccion se alcanza usando un exceso de
clorhidrato de hidroxilamina:

4Fe3* + 2NH0H > 4Fe?* + N2O + 6H' + H0

Tabla 10

Concentracion de reactivos para la determinacién de Fe total.
Compuesto Concentracién Preparacién
Acetato de amonio 1M 10.9 g en 100 ml
Hidroxilamina 10 % (m/v) 10 g en 100 ml de sol.
hidroclorada
o-fenantrolina 1.0 % (m/v) 0.25 g en 250 ml de sol.
Fluoruro sodico 5M 21 g en 100 ml de sol.

Solucion estandar de 1mL=0.050mg Fe Sulfato ferroso amoniacal 0.07
Hierro g + 2ml &cido sulfurico (97%) +

aforar a 1000 ml

Nota. Fuentes: INHV (1984).

Tabla 11

Concentracion de reactivos para la determinacion de Fe *2.

Compuesto Concentracion Preparacion
Acetato de amonio 1M 10.9 g en 100 ml
o-fenantrolina 1.0 % (m/v) 0.25 g en 250 ml de sol.
Fluoruro sédico 5M 21 g en 100 ml de sol.

Solucion estandar de 1mL=0.050mg Fe  Sulfato ferroso amoniacal 0.07 g
Hierro + 2ml &cido sulfarico

concentrado + aforar a 1000 ml

Nota. Fuentes: INHV (1984).

Una vez preparada las soluciones segun las concentraciones requeridas en la tabla 11,

se procedié a la determinacion del Hierro total y ion ferroso.
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Tabla 12

Estandares para curva de calibracién de Hierro total.

Cdédigo  Hierro Acetato de clorhidrato Fenontrolin VVolumen
estandar sodio 1M de al% final
(Iml=0.05 NH4CHsCO hidroxilamin (Aforar)
mg Fe) 2 al0%
I 0ml 4 ml 0.5 ml 2ml 15 ml
1| 0.5ml 4 ml 0.5ml 2mi 15 ml
Il 1ml 4 ml 0.5ml 2mi 15 ml
v 1.5ml 4 ml 0.5 ml 2ml 15 mi
\ 2ml 4 ml 0.5 ml 2ml 15 ml
Vi 2.5 ml 4 ml 0.5ml 2 mi 15 ml

Muestras 0.5 ml 4mil 0.5ml 2ml 15 ml
Nota. Fuentes: INHV (1984). ' | '

Tabla 13

Estandares para curva de calibracion de lon Ferroso.

Cddigo  Hierro Acetato de Fluoruro Fenantrolina Volumen

estdndar  sodio 1M sodico0.5M 1% (Aforar)

I 0ml 4 ml 5ml 2ml 15 mi
I 0.5 mil 4 ml 5ml 2ml 15 mil
Il 1ml 4 ml 5ml 2 mi 15 ml
v 1.5 mil 4 ml 5ml 2 mi 15 ml
\% 2ml 4 ml 5ml 2 ml 15 ml
VI 2.5 ml 4 ml 5ml 2ml 15 ml
Muestras 0.5 ml 4 ml 5ml 2 mi 15 ml

Nota. Fuente: INHV (1984).

3.8.3. Neutralizacion quimica con hidréxido de calcio
La neutralizacion quimica se realizé con hidroxido de calcio, para lo cual se diluyo
las siguientes concentraciones de la cal al 5%: 0.2 mL, 0.3 mL, 0.4 mL, 0.5mL, 0.6
mL, 0.8mL, 1 mL, 1.2 mL, 1.4 mL, 1.6 mL y 2 mL. En la figura 7 se aprecia el
proceso de neutralizacidn, el cual consto de una agitacion permanente de la lechada
Cal a 180 rpm, la extraccion se realizO con una micropipeta graduada en las

concentraciones ya mencionadas, para esto la muestra de 50 mL también estuvo en
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agitacion a 180 rpm, por un lapso de 5 min, luego se dejo precipitar para su posterior

medicion de pH y determinacion de Hierro.

Lechada de cal 5%

Se suministrara a
diferentes
concentraciones.

v v v

PO1 P02 TR
Figura 7. Flujograma de fase de neutralizacion.
Fuente: Elaboracion propia.

a) Determinaciony remocion de Hierro total

El Hierro total se determind de la misma manera que en la fase de oxidacion segln
(INHV, 1984).

La remocion se entiende como la capacidad del sistema para eliminar parte de la
concentracion de contaminantes que se encuentra en el agua contaminada (Romero

et al., 2010), para tal efecto se aplico la siguiente ecuacion:

Ci—Cf
%R Fe = TxlOO

Donde:

Ci: Concentracion inicial de Fe.

Cf: Concentracion final de Fe.

%R Fe: Porcentaje de remocién de Hierro.

b. Analisis quimico de metales

Para el analisis quimico de los metales presentes en el DAM, las muestras fueron
derivadas a los laboratorios Analiticos del sur, ubicado en la ciudad de Arequipa.
Los métodos utilizados fueron EPA 200.7 (Determinacién de metales y elementos

traza en agua y aguas residuales por ICP-OES).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Aislamiento de bacterias del género T. ferrooxidans presentes en los drenajes
acido de minas de la compafia minera Ayapata S.A.C.
La primera siembra presentd cambios fisicos a los 7 dias como se muestra en la figura
6, y se presento la coloracion anaranjado-rojiza caracteristica tipica de la oxidacion
de F*2 a Fe™ como lo indican (Misari, 2016; Guerrero & Olivera, 1999). Sin
embargo, lleg6 a su punto maximo de oxidacién al dia 14 con un potencial redox

méaximo de 592 mV.

Figura 6. Siembra nimero numerol con codigo (S01)

En la figura 8 se muestra las resiembras codificadas S02, S03 y S04, en la que se

obtuvo una constante de 5 dias el medio bacteriano ya aislado.

Caracterizacion bacteriana ‘

SIEMBRA 01 SIEMBRA 02 SIEMBRA 03 SIEMBRA 04
(so1) (S02) (S03) (S04)

75 ml inoculo 75 ml inoculo 75 mlinoculo 75 ml inocul
LM dias. 15 dias. 5 dias, 5 dias\‘
9K —Fe 9K —Fe 9K —Fe
AB:;’J’:IIB 675 ml 675 ml 675ml
(29 (29

OXIGENO OXIGENO OXIGENO OXIGENO

Figura 8. Resiembras del aislamiento bacteriano.
Fuente: Elaboracion propia.
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4.1.1. Caracterizacion microbiana

Como identificacion preliminar de la morfologia se aplicé la metodologia propuesta
por Cruz & Cotrina (2015); Arias (2012) y (Minas, 2018), quienes aplicaron la
tincion de gram como identificacion preliminar de T. Ferrooxidans como prueba
preliminar (figura 9), la cual fue visualizada con microscopio déptica a 40 x y a 100x
(figura 10) se aprecia grupos bacilares gran negativas. Para la estimacion de la
concentracion de bacterias por ml, se utiliz6 la caAmara de Petroff-Hauser en un
microscopio de contraste de fases (Leica®) a 1000 aumentos, obteniéndose como
resultado 12000000 cel/L en la muestra del dia 14.

Figura 10. Visualizacion microscépica 100 x, siembra 1.

Para Misari, (2016); Drobner et al. (1990) las bacterias T. ferrooxidans presentan 4
caracteristicas que la hacen atipica respecto al resto, estas caracteristicas son:
Caracteristica quimiolitotroficas: Que la energia para su crecimiento y
mantenimiento se deriva principalmente de la oxidacién del Hierro ferroso
caracteristica autotréfica: Que el didxido de carbono es la fuente carbono celular. El
N y el P también son necesarios como nutrientes secundarios para la sintesis celular

junto con los minerales traza de K, Mg, Na y Ca (Leduc & Ferroni, 1994);
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4.1.2.

caracteristica acidofila: Que su crecimiento se produce a un pH de 1.5 a 6.0 con un
optimo entre 2.0 y 2.5. La supervivencia no suele producirse por encima de un pH de
6.5 ni por debajo de un pH de 1.0 (Nemati et al., 1998); caracteristica morfoldgica:
Que son bacilos gram negativos de 0.3-0.5x1,0-1.8 um, se presentan solas o en
parejas, raramente en cadenas cortas. Son mdviles por medio de un Unico flagelo
polar (Leduc & Ferroni, 1994).

Potencial redox

La medicion de la primera siembra del potencial redox se realiz6 los dias 1, 7 12 y
14 con un valor de ORP de: 356 mV, 373 Mv, 589 mV y 592 mV respectivamente
en la tabla 13 se aprecia el monitoreo de potencial redox de las siembras 2, 3y 4.
Como se observa al 5to dia, en la cual se tuvo el méximo valor, indicando una alta

actividad microbiana y por consiguiente la oxidacion de Fe*? a Fe*,

Tabla 14
Monitoreo del potencial redox en las resiembras S02, SO03 y S04.
Dia S02 (mV) S03 (mV) S04 (mV)
1 271 280 279
3 419 590 596
5 596 651 648

Con respecto al potencial redox, Gentina y Acevedo (2013) sostiene que las
variaciones en una solucion oxidada, indica que existe un metabolismo energético
(actividad bacteriana), debido a que esta actividad genera una tendencia a la
oxidacioén y reduccion. El estudio concuerda con Rossi (1990) quien afirma que el

potencial redox del T. ferrooxidans presentan valores que oscilan entre 320 — 680.

Figura 11. (A) Aislamiento bacteriano dia 1, (B) Aislamiento bacteriano dia 2.
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El potencial de 6xido-reduccion puede relacionarse con el crecimiento y la actividad
bacteriana. Un rapido incremento en este se puede deber a una buena adaptacion de
los microorganismos al mineral, indicando indirectamente que los iones
solubilizados aparentemente no inhiben la capacidad bacteriana de oxidar el ion
ferroso (Mejia et al., 2011; Xia et al., 2008). Asimismo, el aislamiento en medio
liquido presento las 3 fases caracteristicas en las curvas de crecimiento bacteriano:
fase lag (los microorganismos adaptan su metabolismo a las nuevas condiciones
ambientales), fase de crecimiento exponencial (las bacterias consumen los nutrientes
del medio a velocidad maxima, y su velocidad de crecimiento es la maxima) y fase
estacionaria (no se incrementa el nimero de bacterias, los microorganismos entran
en fase estacionaria bien porque se agota algun nutriente esencial del medio o porque
los productos de desecho que han liberado durante la fase de crecimiento exponencial
hacen que el medio sea inhospito) (Madigan et al., 2003).

4.2. Determinacion de la capacidad de oxidacion bacteriana del género T. ferrooxidans
en drenajes acidos de minas de la Compafia Minera Ayapata S.A.C.

4.2.1. Potencial redox
En la tabla 13 se muestran los resultados del potencial redox (mV), la medicion se
realizo cada 24 horas durante 9 dias en los tres tratamientos (P01, P02 y TR), el dia
cero se reportd un potencial redox de 358 mV en las dos pruebas y 320 mV en el

testigo relativo.

Figura 12
Media del monitoreo de potencial redox fase oxidacion bacteriana.
Dia PO1 P02 TR
1 513 442 362
2 541 460 395
3 556 502 424
4 562 541 431
5 569 576 432
6 572 591 430
7 574 613 431
8 578 620 431
9 574 618 426

TR=Testigo relativo
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A continuacién, se muestra la prueba de normalidad (figura 15), aplicada a los
resultados del potencial redox, en cual se rechaza la Ho: Existe evidencia estadistica
de que los datos no son normales. A un nivel de significancia de 0.05.

Tabla 15

Prueba de normalidad para el potencial redox.

Shapiro-Wilk
Estadistico Gl Sig.
PO1 0.810 9 0.027
P02 0.880 9 0.155

TR 0.650 9 0.000

En la tabla 16 se observa el ANOVA de Friedman para muestras relacionadas en la
cual se concluye que se rechaza la Ho: Existe evidencia estadistica de que la mediana
del potencial redox en los 3 tratamientos es igual, con un nivel de significancia de
0.05.

Tabla 16

ANOVA de Friedman para muestras relacionadas.
N total 9
Estadistico de contraste 13.556
Grados de libertad 2
Sig. Asintdtica (Prueba bilateral) 0.001

En la tabla 17 se desarrollé la prueba de ANOVA post-hoc de Bonferroni para
comparar las medias entre factores. El testigo relativo vs los tratamientos PO1 y P02
con una significancia ajustada de 0.007 y 0.003 son menores a un nivel de
significancia de 0.05. Por consiguiente, se rechaza la Ho: Existe evidencia
estadistica de que el TR vs los tratamientos PO1 y P02 son iguales. Sin embargo,
los tratamientos PO1 y P02 con una significancia ajustada de 1.000 siendo mayor a
un nivel de significancia de 0.05. Por lo que se acepta la Ho: Existe evidencia

estadistica de que los tratamientos P01 vs P02 son iguales.
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Tabla 17
ANOVA Post-hoc Bonferroni.
M1-M2 Estadistico Error Desv. Sig. Sig.

de contraste Estadistico Ajuste

de contraste

TR - PO1 1.444 0.471 3.064 0.002 0.007
TR - P02 1.556 0.471 3.300 0.001 0.003
PO1 - P02 0.111 0.471 0.236 0.814 1.00

En la figura 14 se aprecia la tendencia del potencial redox, en la cual se visualiza que
el tratamiento P01, presento valores minimos y maximos de 513 mV y 574 mV
respectivamente; mientras que el tratamiento P02, presento valores minimos y
méaximos de 442 mV y 618 mV respectivamente, en cuanto al testigo relativo, este
tuvo valores minimos y maximos de 362 mV 'y 426mV respectivamente; todos estos

valores fueron registrado durante el primer y noveno dia.

700
600 618
500 574
358
426
o 400
o == P01
© 300
== P02
320
200 TR

100

0

Figura 13. En el grafico se aprecia la tendencia del potencial redox en los tres

tratamientos.

El monitoreo de laboratorio del potencial redox de los dos tratamientos y el testigo

relativo se aprecia en la figura 15.
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4.2.2.

Figura 14. Monitoreo de potencial redox en laboratorio.
En cuanto al potencial redox Gentina & Acevedo (2012) manifiestan, que un alto
potencial redox es indicativo de un metabolismo energético (actividad bacteriana),
debido a que esta actividad genera una tendencia de la solucion a ser oxidada o
reducida. Mientras que Misari (2016); Rossi (1990) afirman que, durante la fase de
crecimiento exponencial, el potencial redox del T. ferrooxidans presenta valores que
oscilan entre 320 — 680 mV. Sin embargo, Chambe (2008) confirma que existe una
relacion directamente proporcional entre la remocion de los metales pesados del
DAM con respecto al potencial de 6xido reduccion ya que al estar mas clarificada y
libre de metales el agua tiene un comportamiento similar a un agua de uso doméstico

en el que los niveles de ORP se encuentran por debajo de los 0 mV.

Para otros investigadores la tendencia del potencial redox se relaciona con la tasa de
crecimiento bacteriano y su capacidad de oxidar el Fe?* (Misari, 2016; Gentina y
Acevedo, 2012). Esta capacidad oxidativa aumento a través del tiempo en los tres
tratamientos de oxidacion, donde las bacterias alcanzaron valores de Eh alrededor de
618 mV en una temporalidad de 9 dias. El aumento del Eh sugiere que en presencia
de bacterias hay un transporte constante de electrones en el sistema, como la
trasformacion de Fe?* a Fe®*, funcion principal de T. ferrooxidans (Rossi, 1990;
Kodali et al., 2004).

pH

En la tabla 18 se muestran los resultados del pH, la medicion se realiz6 cada 24 horas
durante 9 dias en los tres tratamientos (P01, P02 y TR), en el dia cero se reportd un
pH de 3.45 para la prueba 1y 2 y para el testigo relativo un pH de 4.12.
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Tabla 18

Media del monitoreo de pH fase oxidacion bacteriana.

Dia PO1 P02 TR
1 2.96 2.98 3.91
2 2.67 2.74 3.54
3 2.4 2.48 2.86
4 2.39 2.45 2.72
5 2.34 2.42 2.69
6 2.2 2.3 2.65
7 2.24 2.34 2.62
8 2.15 2.35 2.63
9 2.22 2.39 2.69

TR=Testigo relativo

A continuacion, se muestra el desarrollo de las pruebas estadisticas, en la tabla 19 se
muestra la prueba de normalidad de los resultados del potencial redox, en cual se

rechaza la Ho: Existe evidencia estadistica de que los datos no son normales. A un

nivel de significancia de 0.05.

Tabla 19

Tabla prueba de normalidad para el pH.

En la tabla 20 se desarroll6 el ANOVA de Friedman para muestras relacional, en la
cual se concluye que se rechaza la Ho: Se rechaza la Ho: Existe evidencia estadistica

de que la mediana del pH en los 3 tratamientos es igual, con un nivel de significancia

de 0.05.

Shapiro-Wilk
Estadistic Gl Sig.
0
0.055
0.017
0.001




Tabla 20

ANOVA de Friedman para muestras relacionadas.

N total 9
Estadistico de contraste 18.00
Grados de libertad 2
Sig. Asintética (Prueba bilateral) 0.00

En la tabla 21 se desarroll6 la prueba de ANOVA post-hoc de Bonferroni para
comparar las medias entre factores. Los tratamientos P01 vs P02 con una
significancia ajustada de 1.000 siendo mayor a un nivel de significancia de 0.05. Por
lo que se acepta la Ho: Existe evidencia estadistica de que los tratamientos P01 vs
P02 son iguales. El testigo relativo vs el tratamiento POl con una significancia
ajustada de 0.00 son menores a un nivel de significancia de 0.05. Por consiguiente,
se rechaza la Ho: Existe evidencia estadistica de que el TR vs los tratamientos PO1 y
P02 son iguales. El testigo relativo vs el tratamiento P02 con una significancia
ajustada de 0.102 es mayor a un nivel de significancia de 0.05. Por lo que se acepta
la Ho: Existe evidencia estadistica de que los tratamientos TR vs P02 son iguales.
Los niveles de significancia se han ajustado mediante las correcciones de Bonferroni

para varias pruebas.

Tabla 21

ANOVA Post-hoc Bonferroni.
M1-M2 Estadistico  Error Desv. Sig. Sig.

de Estadistico de Ajuste
contraste contraste

PO1 - P02 -1.000 0.471 -2.121 0.034 0.102
PO1-TR -2.000 0.471 -4.243 0.000 0.000
P02 - TR -1.000 0.471 -2.121 0.034 0.102

En la figura 16 se muestra la diferencia entre la tendencia del pH. El tratamiento 1
(PO1), empezo en el dia 1 con 2.96 llegando a un maximo el dia 9 a un 2.22; el
tratamiento 2 (P02), empezd en el dia 1 con 2.98 llegando a un méximo el dia 9 a un
2.39: el tercer tratamiento, empezo con el dia 1 con 3.91 llegando a un maximo el dia
9aun 2.69.
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4.2.3.

4.5

4.12
4
3.5 3.45
3 2.69
2.5
2.39
= PO1
2
15 TR
1
0.5
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 15. Tendencia del pH en los tres tratamientos.

El decrecimiento en el valor del pH en la etapa de oxidacion indica un incremento en
la concentracion de H* producido por la actividad bacteriana (Mejia et al., 2011). En
relacion al pH, Panduro & Trinidad (2015) aseveran que también se puede encontrar
dicha bacteria en unas zonas con mayor pH al éptimo, esto se debe a la presencia de
minerales como la calcita (CaC0s3), que podrian neutralizar el &cido sulfarico.
Mientras tanto, Gentina y Acevedo (2013) indican que no se debe permitir pH
menores a 1.0 ya que la viabilidad de las células se veria afectada. Para Branlt (2001),
los microorganismos que participan en la oxidacion bacteriana de los minerales
sulfurados son acidofilos, esto quiere decir que tienen una influencia del pH sobre la
actividad del T. Ferrooxidans ha un rango de 1 a 5. Fue reportado que los valores
optimos de pH estan situados entre 2.3 y 2.5 para la chalcopirita, sulfuro de zinc,

covelita y fierro ferroso (Misari, 2016).

Oxigeno disuelto
En la tabla 22 se muestran los resultados del oxigeno disuelto (mV), la medicion se

realizé cada 24 horas durante 9 dias en los tres tratamientos (P01, P02 y TR).
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Tabla 22

Media del monitoreo de oxigeno disuelto (mg/L) fase oxidacion bacteriana.

Dia PO1 P02 TR
1 5.55 3.30 3.23
2 5.54 3.31 3.42
3 5.54 3.35 3.74
4 5.67 4.64 4.33
5 5.58 5.24 4.73
6 5.81 5.46 5.69
7 6.03 5.20 5.69
8 6.12 5.20 5.48
9 6.28 5.20 5.53

A continuacion, se muestra el desarrollo de las pruebas estadisticas, en la tabla 23 se

muestra la prueba de normalidad de los resultados de oxigeno disuelto, en cual se

rechaza la Ho: Existe evidencia estadistica de que los datos no son normales. A un

nivel de significancia de 0.05.
Tabla 23
Prueba de normalidad.

Shapiro-Wilk
Estadistico Gl Sig.
PO1 0.847 0.068
P02 0.754 0.006
TR 0.867 0.113

En la tabla 24 se desarrollé el ANOVA de Friedman para muestras relacional, en la

cual se concluye que se rechaza la Ho: Existe evidencia estadistica de que la mediana

del oxigeno disuelto en los 3 tratamientos es igual, con un nivel de significancia de

0.05.
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Tabla 24

ANOVA de Friedman para muestras relacionadas.

N total 9
Estadistico de contraste 14.000
Grados de libertad 2
Sig. Asintética (Prueba bilateral) 0.001

En la tabla 25 se desarroll6 la prueba de ANOVA post-hoc de Bonferroni para
comparar las medias entre factores. ElI TR vs el tratamiento PO2 con una significancia
ajustada de 1.000 siendo mayor a un nivel de significancia de 0.05. Por lo que se
acepta la Ho: Existe evidencia estadistica de que los tratamientos el testigo relativo

vs el tratamiento P02 son iguales.

El tratamiento P02 y PO1 con una significancia ajustada de 0.001 son menores a un
nivel de significancia de 0.05. Por consiguiente, se rechaza la Ho: Existe evidencia

estadistica de que el testigo relativo vs los tratamientos PO1 son iguales.

El TR vs el tratamiento PO1 con una significancia ajustada de 0.014 es mayor a un
nivel de significancia de 0.05. Por lo que se acepta la Ho: Existe evidencia estadistica
de que los tratamientos P02 vs P01 son iguales. Los niveles de significancia se han

ajustado mediante las correcciones de Bonferroni para varias pruebas.

Tabla 25

ANOVA Post-hoc Bonferroni.
M1-M2 Estadistico Error Desv. Sig. Sig.

de Estadistico de Ajuste
contraste contraste

P02 - TR -0.333 0.471 -0.707 0.480 1.000
P02 - PO1 1.667 0.471 3.536 0.000 0.001
TR - P01 1.333 0.471 2.828 0.005 0.014

En la figura 17 se muestra la diferencia entre de la tendencia del oxigeno disuelto. El
tratamiento 1 (PO1), empezo con en el dia 1 con 5.55 mg/L llegando a un maximo el
dia 9 a un 6.28 mg / L; el tratamiento 2 (P02), empez6 en el dia 1 con 3.3 mg/L
llegando a un mé&ximo el dia 9 a un 5.2 mg/L; el tercer tratamiento (TR), empez6 con

el dia 1 con 3.23 mg/L llegando a un maximo el dia 9 a un 5.53 mg/L.
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Figura 16. Tendencia del oxigeno disuelto (mg/L) en los tres tratamientos.

En la figura 18 se aprecia el monitoreo de Oxigeno disuelto mediante un oximetro.

Figura 17. Monitoreo de oxigeno disuelto.
Para Cautivo & Gentina (2009), los microorganismos que participan en las
operaciones de biolixiviacion necesitan oxigeno molecular y dioxido de carbono para
crecer y mantenerse viables. EI primero es utilizado por las células como aceptor
final de electrones de su ruta metabolica energética. EIl segundo es utilizado por las
celulas como Unica fuente de carbono. Sin embargo, Misari (2016) indica que el
oxigeno disuelto como tal, también puede oxidar los iones ferrosos, es por ellos que

los tratamientos uno y dos difieren en el suministro de oxigeno.

4.2.4. lon ferroso
Un indicador de una alta actividad bacteriana se da por la oxidacion de Fe*? a Fe™ a

través de la coloracion anaranjado-rojizo del medio, es por eso que se determino las
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concentraciones de iones ferroso y férrico mediante el método de la fenontraleina por

colorimetria con un espectrofotometro de UV/VIS.

T
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Figura 18. Determinacion de Fe por espectrofotometro uv/vis.
En la tabla 26 se muestran los resultados de Fe*? (mg/L), el andlisis se realizé cada
24 horas durante 9 dias en los tres tratamientos (P01, P02 y TR).

Tabla 26

Monitoreo de Fe*? en fase oxidacion bacteriana.

) Dilucion Abs 510 Abs 510 P01 P02 TR

bl €] diluido (b) (a*b) mg/L mg/L mg/L

1 1:5 0.087 0.43539673 5.68 5.610 5.65
2 1:5 0.082 0.41067834 5.47 5.570 5.64
3 1:5 0.077 0.38595996 5.26 5.150 5.61
4 1:5 0.068 0.33770025  4.85 4.160 5.13
5 1:5 0.063 0.31298186  4.64 3.780 5.10
6 1:100 0.288 0.28826347 4.43 3.110 4.95
7 1:100 0.235 0.2352955 3.98 2.790 4.82
8 1:100 0.152 0.15172381 3.27 2.150 4.80
9 1:100 0.066 0.06579799 1.55 2.050 4.73

A continuacion, se muestra el desarrollo de las pruebas estadisticas, en la tabla 27 se
muestra la prueba de normalidad de los resultados de Fe*?, en cual se rechaza la Ho:
Existe evidencia estadistica de que los datos no son normales. A un nivel de

significancia de 0.05.
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Tabla 27

Prueba de normalidad de los resultados de Fe*2

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
PO1 0.886 9 0.183
P02 0.910 9 0.315
TR 0.847 9 0.069

En la tabla 28 se desarrollé el ANOVA de Friedman para muestras relacional, en la
cual se concluye que se rechaza la Ho: Existe evidencia estadistica de que la mediana
del Fe*2en los 3 tratamientos es igual, con un nivel de significancia de 0.05.

Tabla 28

ANOVA de Friedman para muestras relacionadas

N total 9
Estadistico de contraste 12.667
Grados de libertad 2
Sig. Asintdtica (Prueba bilateral) 0.002

En la tabla 29 se desarroll6 la prueba de ANOVA post-hoc de Bonferroni para
comparar las medias entre factores. Los tratamientos P02 vs POl con una
significancia ajustada de 0.472 siendo mayor a un nivel de significancia de 0.05. Por
lo que se acepta la Ho: Existe evidencia estadistica de que los tratamientos P02 vs

PO1 son iguales.

El tratamiento P02 vs TR con una significancia ajustada de 0.001 son menores a un
nivel de significancia de 0.05. Por consiguiente, se rechaza la Ho: Existe evidencia

estadistica de que el tratamiento P02 vs testigo relativo son iguales.

Los tratamientos PO1 vs TR con una significancia ajustada de 0.102 es mayor a un
nivel de significancia de 0.05. Por lo que se acepta la Ho: Existe evidencia estadistica
de que los tratamientos P01 vs testigo relativo son iguales. Los niveles de
significancia se han ajustado mediante las correcciones de Bonferroni para varias

pruebas.

49



Tabla 29
ANOVA Post-hoc Bonferroni.

M1-M2 Estadistico Error Desv. Sig. Sig.
de Estadistico de Ajuste
contraste contraste
P02-PO1 0.667 0.471 1.414 0.157 0.472
P02-TR -1.667 0.471 -3.536 0.000 0.001
PO1-TR -1.000 0.471 -2.121 0.034 0.102

En la figura 20 se muestra la tendencia del Fe*2. El tratamiento 1 (P01), empezé en
el dia 1 con 5.68 mg/L, llegando el dia 9 a un 1.55 mg/L; el tratamiento 2 (P02),
empezd en el dia 1 con 5.61 mg/L llegando el dia 9 a un 2.05 mg/L; el tercer
tratamiento (TR), empezé con el dia 1 con 5.65 mg/L, llegando el dia 9 a un 4.73

mg/L.
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Figura 19. Tendencia decreciente del Fe*? respecto a los 9 dias de tratamiento.

4.2.5. lon férrico
Para la determinacion del Fe*® se determind por diferencia entre el Hierro total e ion

ferroso. Obteniendo en las muestras un Hierro total de 6.88 mg/L. En la tabla 30 se

muestra el resultado de dicha diferencia.
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Tabla 30

Concentracion de ion férrico.

Dia POl mg/L P02mg/L TR mg/L
1 1.2 1.270 1.23
2 141 1.310 1.24
3 1.62 1.730 1.27
4 2.03 2.720 1.75
5 2.24 3.100 1.78
6 2.45 3.770 1.93
7 2.9 4.090 2.06
8 3.61 4.730 2.08
9 5.33 4.830 2.15

A continuacion, se muestra el desarrollo de las pruebas estadisticas, en la tabla 31 se
muestra la prueba de normalidad de los resultados del Fe*3, en el cual se rechaza la
Ho: Existe evidencia estadistica de que los datos no son normales. A un nivel de
significancia de 0.05.

Tabla 31

Prueba de normalidad.

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
P01 mg/L 0.886 9 0.183
P02 mg/L 0.910 9 0.315
TR mg/L 0.847 9 0.069

En la tabla 32 se desarrollé el ANOVA de Friedman para muestras relacional, en la
cual se concluye que se rechaza la Ho: Existe evidencia estadistica de que la mediana

del Fe*3 en los 3 tratamientos es igual, con un nivel de significancia de 0.05.
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Tabla 32

ANOVA de Friedman para muestras relacionadas.

N total 9
Estadistico de contraste 12.667
Grados de libertad 2
Sig. Asintodtica (Prueba bilateral) 0.002

En la tabla 33 se desarroll6 la prueba de ANOVA post-hoc de Bonferroni para
comparar las medias entre factores. El testigo relativo vs PO1 con una significancia
ajustada de 0.102 siendo mayor a un nivel de significancia de 0.05. Por lo que se

acepta la Ho: Existe evidencia estadistica de que el testigo relativo vs P01 son iguales.

El TR vs PO1 con una significancia ajustada de 0.001 son menor a un nivel de
significancia de 0.05. Por consiguiente, se rechaza la Ho: Existe evidencia estadistica

de que el testigo relativo vs PO1 son iguales.

Los tratamientos PO1 vs P02 con una significancia ajustada de 0.472 es mayor a un
nivel de significancia de 0.05. Por lo que se acepta la Ho: Existe evidencia estadistica
de que los tratamientos P01 vs P02 son iguales. Los niveles de significancia se han

ajustado mediante las correcciones de Bonferroni para varias pruebas.

Tabla 33

ANOVA Post-hoc Bonferroni.

M1-M2 Estadistico  Error Desv. Sig. Sig.

de Estadistico de Ajuste
contraste contraste

TR-PO1 1.000 0.471 2.121 0.034 0.102
TR-P02 1.667 0.471 3.536 0.000 0.001
P01-P02 0.667 0.471 1.414 0.157 0.472

En la figura 21 se muestra la diferencia entre los resultados de Fe*3 vs tiempo (dias).
El tratamiento 1 (P01), empezo en el dia 1 con 1.2 mg/L, llegando el dia 9 a un 5.33
mg/L; el tratamiento 2 (P02), empezo en el dia 1 con 1.27 mg/L llegando el dia 9 a
un 4.83 mg/L; el tercer tratamiento (TR), empezd con el dia 1 con 1.23 mg/L,

llegando el dia 9 a un 2.15 mg/L.
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Figura 20. Tendencia de los resultados respecto a Fe*3
Panduro Trinidad (2015) expresa que, durante el transcurso de la reaccion, el ion
ferroso es oxidado por la bacteria para producir el ién férrico. Como resultado es
posible seguir el progreso de la reaccion al medir, ya sea la disminucion en la
concentracion del ion ferroso o el aumento de la concentracion del ion férrico en el
tiempo. Hirato (1986) indica que el monitoreo del ion férrico y ferroso es indispensable
en los procesos de oxidacion. Misari (2016) por su parte resalta que el método de
oxidacion bacteriano es significativamente mas econémico respecto a los tratamientos
quimicos de oxidacion, sefialando por ejemplo a la minera de la Zanja la cual utiliza
como oxidante quimico el cloruro férrico y la mina Kosovo - Alemania, el cual utilizan

perdxido de hidrogeno.

Neutralizacion quimica con hidroxido de calcio

La fase de neutralizacion quimica se realizé con lechada de cal al 5% m/v, a cada uno
de los tratamientos se le afiadié 0.2 mL, 0.3 mL, 0.4 mL, 0.5 mL, 0.6 mL, 0.8 mL, 1
mL, 1.2 mL, 1.4 mL, 1.6 mL y 2 mL, respectivamente.

4.3.1. pH

En la tabla 34 se muestran los resultados del pH respecto a la fase de neutralizacion,
la medicion se realizo luego de la neutralizacion con cal los tratamientos (P01, P02
y TR).
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Tabla 34

Resultados de la medicién de pH, fase de neutralizacion.

Cal 5% PO1 P02 TR
0.2 2.45 2.65 10.6
0.3 2.54 2.72 11.47
0.4 2.56 3.14 11.74
0.5 2.59 6.12 12
0.6 2.66 8.48 12.08
0.8 2.85 11.49 12.24

1 8.17 - -
1.2 9.86 - -
1.4 10.25 - -
1.6 10.28 - -
2 10.82 - -

A continuacion, se muestra el desarrollo de las pruebas estadisticas, en la tabla 35 se
muestra la prueba de normalidad de los resultados del pH, en cual se rechaza la Ho:
Existe evidencia estadistica de que los datos no son normales. A un nivel de
significancia de 0.05.

Tabla 35

Prueba de normalidad.

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Prueba 1 0.713 7 0.005
Prueba 2 0.881 7 0.230
TR 0.832 7 0.084

En la tabla 36 se desarroll6 el ANOVA de Friedman para muestras relacional, en la
cual se concluye que se rechaza la Ho: Existe evidencia estadistica de que la mediana

del pH en los 3 tratamientos es igual, con un nivel de significancia de 0.05.
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Tabla 36
ANOVA de Friedman para muestras relacionadas.

N total 9
Estadistico de contraste 14.000
Grados de libertad 2
Sig. Asintética (Prueba bilateral) 0.001

En la tabla 37 se desarrollé la prueba de ANOVA post-hoc de Bonferroni para
comparar las medias entre factores. Los tratamientos P01 vs P02 con una
significancia ajustada de 0.184 siendo mayor a un nivel de significancia de 0.05. Por
lo que se acepta la Ho: Existe evidencia estadistica de que los tratamientos PO1 vs

P02 son iguales.

El tratamiento PO1 vs testigo relativo con una significancia ajustada de 0.001 son
menores a un nivel de significancia de 0.05. Por consiguiente, se rechaza la Ho:

Existe evidencia estadistica de que el tratamiento PO1 vs testigo relativo son iguales.

Los tratamientos P02 vs testigo relativo con una significancia ajustada de 0.184 es
mayor a un nivel de significancia de 0.05. Por lo que se acepta la Ho: Existe evidencia
estadistica de que los tratamientos P02 vs testigo relativo son iguales. Los niveles de

significancia se han ajustado mediante las correcciones de Bonferroni para varias

pruebas.
Tabla 37
ANOVA Post-hoc Bonferroni.
M1-M2 Estadistico  Error Desv. Sig. Sig.
de Estadistico de Ajuste
contraste contraste
P01-P02 -1.000 0.535 -1.871 0.061 0.184
PO1- TR -2.000 0.535 -3.742 0.000 0.001
P02- TR -1.000 0.535 -1.871 0.061 0.184

El principal efecto de la lechada de cal se aprecia en la variacion del pH, el cual tiene
una tendencia positiva. En la figura 22 se muestra la tendencia de pH, de los tres
tratamientos respecto a la lechada de cal 5% m/v y el rango del LMP efluente minero

metaldrgico. Se aprecia que en el tratamiento 1 la concentracion de 1.2 mL de lechada
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de cal al 5% (m/v) llega a un pH mayor a 8, luego de este punto a la tendencia sigue
siendo creciente llegando a un maximo pH 11 con 2 mL lechada de cal (m/v). El
tratamiento 2 empieza a incrementarse el pH cuando se afiade 0.4 mL de lechada al
5 %(m/v), llegando a un maximo de 11.49 pH con una concentracién de 1 mL de
lechada de cal. Para el tratamiento 3 al afiadir s6lo 0.2 mL de lechada de cal el pH se
incrementa bruscamente hasta un 10.6, llegando a un maximo de 12.24 a una

concentracion de cal al 5% mv de 1 mL.

Dentro de los 3 tratamientos, el tratamiento nimero 1y 2 entra dentro de los rangos
de los limites méximos permisibles para efluentes minero metaltrgicos el cual es de
6 a 9. El tratamiento 1 muestra el punto mas eficiente a una concentracion dichos
tratamientos muestran un punto eficiente de 1.2 de lechada de cal al 5% m/v vy el
tratamiento 2 muestra dos puntos eficientes los cuales son a una concentracion e 0.6

mL y 0.6 mL de lechada de cal al 5% m/v.
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Figura 21. pH vs lechada de cal al 5%.

Segln los LMP de efluentes minero metalirgicos MINAM (2010) el pH tiene que
encontrarse en el rango de 6 a 9, para Garcia & Rodriguez, (2006) el liquido esta
neutralizado a un pH de 7 a 9. En concordancia con la normativa actual se toma los
resultados que se encuentran en el rango de 6 a 9. Ademéas de una Optima
neutralizacion, la combinacion de sulfato férrico e hidroxido de calcio da como
resultado un coagulante muy efectivo para la clarificacion del DAM con alto indice
de turbidez segun Calidra, (2002).
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4.3.2. Analisis quimico de metales
Los resultados del analisis quimico se observan en la tabla 14, la misma que hace una

comparacioén con los limites méximos permisibles de efluentes minero-metaldrgicos.

Tabla 38

Comparacion de LMP efluente minero metalUrgico vs DAM.
Elemento Unidad LMP (*) DAM
Arsénico mg/L 0.1 0.0885
Hierro mg/L 2 6.88
Cobre mg/L 0.5 0.0283
Plomo mg/L 0.2 0.0047

Nota. Medicién en cualquier momento segin LMP efluente minero metalurgico.
Fuente: Informe de ensayo LAS01-AG-21-0096, MINAM (2010).

Segun la figura 12 se observa, que el metal que supera los LMP de efluentes minero
metalurgicos es el Hierro con 6.88 mg/L mientras que el Arsénico, Cobre y Plomo

se encuentran dentro del rango de la normativa en mencion.
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Figura 22. Metales pesados vs LMP de efluentes minero metallrgicos.

Nota: * Limites maximos permisibles de efluentes minero metalirgicos MINAM,
2010.

4.3.3. Porcentaje de remocion de hierro con hidroxido de calcio
En la tabla 38 se muestran los resultados de la concentracion y Hierro mg/L. la

medicion se realizo en las 9 muestras de los 3 tratamientos (P01, P02 y TR).
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Tabla 39

Resultados de la concentracion de Hierro por tratamiento.

Cal 5% PO1 P02 TR
0.2 4.624 4.545 5.068
0.3 4.536 4.500 5.023
0.4 4.447 3.818 4.881
0.5 3.907 2.551 4.633
0.6 2.949 2.515 4.545
0.8 1.531 2.435 4412

1 1.531 2.329 4.359
1.2 1.070 1.966 4110
1.6 1.088 1.886 4.057

2 1.079 1.842 3.986
TR=Testigo relativo ' ' '

Determinacion de la remocion de Hierro: En la Tabla 39 se tiene los resultados

calculados de la remocion de Hierro.

Tabla 40
Porcentaje de remocion de Hierro en los tres tratamientos.
Cal 5% (mL) PO1 P02 TR
0.2 32.79 33.94 26.34
0.3 34.07 34.59 26.99
0.4 35.36 44.51 29.06
0.5 4321 62.92 32.66
0.6 57.14 63.44 33.94
0.8 71.75 64.61 35.87
1 71.75 66.15 36.64
1.2 84.45 71.42 40.26
1.6 84.19 72.59 41.03
2 84.32 73.23 42.06

TR=Testigo relativo

A continuacion, se muestra el desarrollo de las pruebas estadisticas, en la tabla 40 se

muestra la prueba de normalidad de los resultados del Hierro, en cual se rechaza la
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Ho: Existe evidencia estadistica de que los datos no son normales. A un nivel de

significancia de 0.05.
Tabla 41

Prueba de normalidad.

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
PO1 0.810 10 0.019
P02 0.813 10 0.021
TR 0.932 10 0.472

En la tabla 41 se desarroll6 el ANOVA de Friedman para muestras relacional, en la

cual se concluye que se rechaza la Ho: Existe evidencia estadistica de que la mediana

del Hierro en los 3 tratamientos es igual, con un nivel de significancia de 0.05.
Tabla 42

ANOVA de Friedman para muestras relacionadas.

N total 10
Estadistico de contraste 15,000
Grados de libertad 2
Sig. Asintética (Prueba bilateral) 0.001

En la tabla 42 se desarrollé la prueba de ANOVA post-hoc de Bonferroni para
comparar las medias entre factores. El testigo relativo vs PO1 con una significancia
ajustada de 0.002 siendo menor a un nivel de significancia de 0.05. Por lo que se
rechaza la Ho: Existe evidencia estadistica de que el testigo relativo vs POl son

iguales.

El testigo relativo vs P02 con una significancia ajustada de 0.002 son menor a un
nivel de significancia de 0.05. Por consiguiente, se rechaza la Ho: Existe evidencia

estadistica de que el testigo relativo vs P02 son iguales.

Los tratamientos P01 vs P02 con una significancia ajustada de 1.000 es mayor a un
nivel de significancia de 0.05. Por lo que se acepta la Ho: Existe evidencia estadistica
de que los tratamientos P01 vs P02 son iguales. Los niveles de significancia se han

ajustado mediante las correcciones de Bonferroni para varias pruebas.
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Tabla 43
ANOVA Post-hoc Bonferroni.

M1-M2 Estadistico Error Desv. Sig. Sig.
de Estadistico de Ajuste
contraste contraste
TR-PO1 1.500 0.447 3.354 0.001 0.002
TR-P02 1.500 0.447 3.354 0.001 0.002
P01-P02 0.000 0.447 0.000 1.000 1.000

En la figura 23 se muestra la remocion de Hierro en los tres tratamientos a diferentes
concentraciones de lechada de cal al 5% (m/v), sin bien es cierto en los tres
tratamientos existio una remocion de Hierro, en la prueba POl se obtuvo una
remocion de 84.44 % a 1.2 mL de lechada de Cal, en la P02 se obtuvo 62.92 % y
63.44 % a 0.5 mL y 0.6 mL de lechada de Cal respectivamente.
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Figura 23. Porcentaje de remocion de Hierro por neutralizacion.

En la figura 24 se aprecia las concentraciones de los metales Arsénico, Hierro, Cobre
y Plomo; las cuales fueron comparados con los limites méaximos permisibles de
efluentes minero metaldrgicos, de los cuales ningin en mencidn superan la normativa

actual.
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Figura 24. Concentracion de metales pesados en el DAM neutralizado vs LMP
Nota: * Limites maximos permisibles de efluentes minero metaldrgicos MINAM,
2010.

Para Wang et al., (2021) la neutralizacion directa con cal u otros agentes
neutralizantes para precipitar los metales genera lodos toxicos muy voluminosos, sin
embargo, Martin et al, (2011) indica que la lixiviacion previa de los metales pesados
en el DAM antes de la neutralizacion es importante para mejorar la eficiencia de la
neutralizacién y disminuir la formacion de lodos neutralizados. Sin embargo, para
los residuos se tiene dos alternativas, la ler consiste en realizar estudios de
recuperacion de algin metal el cual sea economicamente viable (Misari, 2016), y la

segunda opcion es el confinamiento general del residuo.

El método de neutralizacion quimica es el mas utilizado en la industria minera (Tabla
47) para la neutralizacién de drenajes acidos. Sin embargo, estos son aplicados
cuando el efluente previamente fue oxidado, la cal como neutralizante es muy

efectiva y con bajos costos (Misari, 2016).

Tabla 47.

Neutralizadores para acidos.

Reactivo Reactividad Solubilidad Costo Forma de uso
Soda caustica NaOH Alta Alta Medio Solucion
Carbonato de sodio  NaxCOs

Cal Ca0o Baja Alta Bajo  Suspension
Hidroxido de calcio Ca (OH)2 1=5%

Caliza CaCos Baja Insoluble Bajo  Suspension
Dolomita CaMg(CO0s)2 Inapropiado si se quiere pH > 5

Fuente: (Misari, 2016).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones

Se logro el aislamiento de la bacteria T. ferrooxidans del drenaje acido de minas de la
Compafia Minera Ayapata S.A.C., del cual se tuvo un conteo 12000000 cel/L de T.
ferrooxidans en el medio de cultivo liquido 9k-Fe, agitacién 180 rpm, temperatura 25
°C y aireacion de 3L/min.

Se determino la capacidad de oxidacion de T.Ferrooxidans en la cual se observo que
el tratamiento PO1 presento mayores concentraciones del Fe*®de 5.33 mg/L, mientras

que el testigo relativo por su parte tuvo una concentracion de 2.15 mg/L Fe*®,

Se logro la neutralizacion del DAM con hidréxido de calcio al 5% por lo que se
concluye que la neutralizacion es mas eficiente, en medio oxidados, siendo el caso de

la prueba 1 donde se obtuvo mayor remocién de Hierro 84.44% a un pH de 8.17.
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5.2. Recomendaciones

Para la réplica del presente proyecto de investigacion in situ, se recomienda tener en
cuenta las condiciones ambientales de la zona en donde se pretendiera ejecutar, ya
que la bacteria T. ferrooxidans requiere condiciones ambientales especificas para su

eficaz oxidacion.

En la fase de aislamiento bacteriano se recomienda realizar una caracterizacion
bioquimica para identificar exactamente a la bacteria. Para la fase de oxidacion se
recomienda realizar los tratamientos en un reactor en el cual se pueda medir

parametros fisicoquimicos en tiempo real.

En la fase de neutralizacion se recomienda tener en cuenta los residuos generados, y
alternativas para su reutilizacion si fuera el caso o depositarlos de manera segura

mediante un confinamiento.

Finalmente se recomienda seguir investigando sobre la oxidacion bacteriana, sequida
de una neutralizacion quimica, no solamente desde el punto de vista ambiental, si no
también econdémico, ya que una alta concentracion de metales, estos pueden ser

recuperados.
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ANEXQOS

Anexo 1. Panel fotografico.

69



Figura 25. (5) y (6) punto de muestreo de muestreo biolégico.

Figura 27. (9) Medio de cultivo 9k-Fe con inoculo de muestra bildgica en el dia
uno, (10) Medio de cultivo 9k-Fe con inoculo de muestra bildgica en el dia 10.

Figura 28. (11) Biomasa bacteriana T. Ferrooxidans aislada a los 30 dias.
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Figura 29. (12) muestreo de efluente minero, (13) medicion de parametros

fisicoquimicos.

Figura 30. (14) muestras de efluentes mineros, (15) submuestras para envio de analisis
quimico de metales.

Figura 31. (16) tratamiento de oxidacién bacteriano dia 1, (17) tratamientos de

oxidacion dia 9.
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Figura 33. (19) precipitacion de Fe*® en el tratamiento 2, (20) muestra para

determinacion de Fe*?

Figura 34. (21) determinacion de Fe™?, (Z) espectrofotometro UV/VIS para la

determinacion de Fe*? y Hierro total.
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Figura 35. (23) lechada de cal al 5% en suspension constante, (24) fase de

neutralizacién quimica con lechada de cal al 5%(m/v).

Figura 36. (25) suministro de lechada de cal al 5% a cada tratamiento de oxidacién

bacteriana.
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Anexo 2. Resultados de monitoreo fase de oxidacion bacteriana.

o

Fecha

ORP(MV)

T° (°C)

Ph

oD (mg/l)

~>WMmMCXXT

25/10/2021

224

223

228

18.1

16.4

24.32

3.36

2.96

2.56

3.18

2.37

2.15

26/10/2021

239

238

243

18.3

16.6

24.3

3.07

2.67

2.27

2.88

2.08

1.86

27/10/2021

242

241

246

18.2

16.5

243

2.8

2.4

2.00

2.61

1.81

1.59

28/10/2021

244

243

248

18.8

17.1

24.3

2.79

2.39

1.99

2.6

1.8

1.58

29/10/2021

245

244

249

18.4

16.7

24.3

2.74

2.34

1.94

2.55

1.75

1.53

2/11/2021

260

259

264

22.3

20.6

24.3

2.6

2.2

1.8

241

1.61

1.39

3/11/2021

250

249

254

16.3

14.6

24.3

2.64

2.24

1.84

2.45

1.65

1.43

4/11/2021

254
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258

16.6

14.9

24.3

2.55

2.15

1.75

2.36

1.56

1.34

5/11/2021
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249

254

16.3

14.6

24.3

2.62

2.22

1.82

2.43

1.63

1.41
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24.3

3.38

2.98
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2.39

2.17

26/10/2021
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18.9

17.2

24.3

3.14

2.74

2.34

2.95

2.15

1.93

27/10/2021

239
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243

19.9

18.2

24.3

2.88

2.48

2.08

2.69

1.89

1.67

28/10/2021

242

241

246

18.4

16.7

243

2.85

2.45

2.05

2.66

1.86

1.64

29/10/2021

242

241

246

18.5

16.8

24.3

2.82

242

2.02

2.63

1.83

1.61

2/11/2021

251

250

255

23

21.3

24.3

2.7

2.3

1.9

2.51

1.71

1.49

3/11/2021

249

248

253

21

19.3

24.3

2.74

2.34

1.94

2.55

1.75

1.53

4/11/2021

247

246

251

19.6

17.9

24.3

2.75

2.35

1.95

2.56

1.76

1.54

5/11/2021

241

240

245

16.3

14.6

24.3

2.79

2.39

1.99

2.6

1.8

1.58

WwP>wWMmMmCXOT

25/10/2021

159

158

163

19.5

17.8

24.3

431

3.91

3.51

4.12

3.32

3.1

26/10/2021

192

191

196

22.9

21.2

24.3

3.94

3.54

3.14

3.75

2.95

2.73

27/10/2021

221

220

225

243

22.6

24.3

3.26

2.86

2.46

3.07

2.27

2.05

28/10/2021

228

227

232

23.3

21.6

24.3

3.12

2.72

2.32

2.93

2.13

1.91

29/10/2021

229

228

233

22.7

21

24.3

3.09

2.69

2.29

2.9

2.1

1.88

2/11/2021

227

226

231

17.2

155

24.3

3.05

2.65

2.25

2.86

2.06

1.84

3/11/2021

228

227

232

16.8

151

24.3

3.02

2.62

2.22

2.83

2.03

1.81

4/11/2021

228

227

232

17.8

16.1

24.3

3.03

2.63

2.23

2.84

2.04

1.82

LOCO\ICDU'I-&OONI—‘@CD\ICDCH#(AJNI—‘@CD\IO?CTI-&OONHQQ’\

5/11/2021

223

222

227

16.3

14.6

24.3

3.09

2.69

2.29

2.9

2.1

1.88
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Anexo 3. Resultado de pH en la fase de neutralizacion

Cal 5% 1 2 3 Pr(oprgi?'o

0.2 2.44 231 2.60 2.45

03 2.53 2.40 2.69 2.5

0.4 2.55 2.42 271 2.56

05 258 2.45 2.74 2,59

0.6 2.65 2.52 2.81 2.66

PO1 0.8 2.84 271 3.00 2.85

1 8.16 8.03 8.32 8.17

12 9.85 9.72 10.01 9.86

14 1024 1011 10.40 10.25

16 10.27 10.14 10.43 10.28

2 1081 10.68 10.97 10.82

0.2 277 251 267 2.65

03 2.84 2.58 2.74 2.72

- 0.4 3.26 3 3.16 3.14

05 6.24 5.8 6.14 6.12

0.6 8.60 8.34 8.5 8.48

0.8 11.61 11.35 1151 11.49

0.2 103 10.65 1057 10.6

03 11.17 11,52 11.44 11.47

. 0.4 11.44 11.79 11.71 11.74
05 11.7 12.05 11.97 12

0.6 11.78 12.13 12.05 12.08

0.8 11.94 12.29 12.21 12.24
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Anexo 4. Resultados de Hierro Luego de la neutralizacion con hidréxido de

Calcio.
Codigo | Cal 5% 1 2 3 Prfprgi‘;'o

0.2 4383 | 4765 | 4724 | 4624
0.3 4295 | 4677 | 4636 | 4536
0.4 4206 | 4588 | 4547 | 4.447
05 3666 | 4048 | 4007 | 3.907
0.6 2.708 3.0 3.049 2.949
0.8 1.29 1672 1631 1531
1 1.29 1672 1.631 1531

12 0.829 1211 117 1.07
16 0.847 1229 1188 1.088
P01 2 0.838 122 1.179 1.079
0.2 4.66 453 4445 | 4545

03 4615 | 4.485 44 45
0.4 3933 | 3803 | 3718 | 3818
05 2666 | 2536 | 2451 2551
0.6 263 25 2415 | 2515
0.8 255 2.42 2335 | 2435
1 2444 | 2314 | 2229 2.329
12 2.081 1.951 1.866 1.966
16 2.001 1871 1.786 1.886
P02 2 1.957 1.827 1.742 1.842
0.2 4.947 5089 | 5168 | 5068
03 4902 | 5044 | 5123 | 5023
0.4 4.76 4902 | 4981 | 4881
05 4512 | 4654 | 4733 | 4633
0.6 4424 | 4566 | 4645 | 4545
0.8 4201 | 4433 | 4512 | 4412
1 4.238 438 4459 | 4359

12 3980 | 4131 421 411
16 3936 | 4078 | 4157 | 4057
TR 2 3865 | 4007 | 4086 | 3.986
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Anexo 5. Determinacién de ion ferroso
Se determind las concentraciones de iones ferroso mediante el método de la

fenontraleina por colorimetria con un espectrofotémetro de UV/VIS.

Tabla 44

Curva de calibracion para Fe*2,

cédigo  Hierro estandar Absorbancia Fe mg/l
I 0 0 0
I 0.5 0.044 0.4
i 1 0.075 0.8
v 15 0.147 1.2
\ 2 0.181 1.6
VI 2.5 0.23 2

En el grafico se muestra la concentracion de Fe*? vs Absorbancia a 510 nm.

25
y =8.4957x + 0.0414
R?=0.991

2

1.5
TCIJ
[N

1

0.5

§] 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Absorbancia 510

Figura 25. Tabulacion de curva de calibracion.
Una vez obtenido la curva de calibracion con un coeficiente de determinacion R? de

0.0991, Se determino de concentracion de Fe*? mediante la siguiente ecuacion:

mg
FeT = 8.4957(abs 510) + 0.991

En la tabla se muestran los resultados de Fe+2 (mg/L), el andlisis se realiz6 cada 24

horas durante 9 dias en los tres tratamientos (P01, P02 y TR).
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Tabla 45

Monitoreo de Fe*? en fase oxidacién bacteriana.

Dia Dilucion Abs 510 Abs 510 P01 P02 TR
(@) diluido (b) (a*b) mg/L mg/L mg/L

1 1:5 0.087 0.43539673 5.68 5.610 5.65
2 1:5 0.082 0.41067834 5.47 5.570 5.64
3 1:5 0.077 0.38595996 5.26 5.150 5.61
4 1:5 0.068 0.33770025 4.85 4.160 5.13
5 1:5 0.063 0.31298186 4.64 3.780 5.10
6 1:100 0.288 0.28826347 4.43 3.110 4.95
7 1:100 0.235 0.2352955 3.98 2.790 4.82
8 1:100 0.152 0.15172381 3.27 2.150 4.80
9 1:100 0.066 0.06579799 1.55 2.050 4.73

Anexo 6. Determinacion de hierro
El hierro total se determind por el método de la fenontraleina, por colorimetria con
un espectrofotometro de UV/VIS. Para lo cual se procedio a tabular la curva de
calibracion un obteniendo un coefiente de determinacion de R? = 0.9907

2.5

y =8.8628x + 0.0162
R%=0.9907 2.4

Fe mg/L

6 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
Abs 510 =3

Figura 26. Curva de calibracion para la determinacion de hierro.
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Una vez obtenido la curva de calibracion con un coeficiente de determinacion R? de

0.9907, Se determino la concentracion de Fe mediante la siguiente ecuacion:

mg
FeT = 8.8628(abs 510) + 0.9907

En la tabla se muestran los resultados de Fe (mg/L), el analisis se realizd después de

finalizar la neutralizacion con lechada de cal al 5% (m/v).

Tabla 46
Resultados de la concentracion de hierro por tratamiento.
Lechada de P01 P02 TR
Cal 5%
0.2 4.624 4.545 5.068
0.3 4.536 4.500 5.023
0.4 4.447 3.818 4.881
0.5 3.907 2.551 4.633
0.6 2.949 2.515 4.545
0.8 1.531 2.435 4.412
1 1.531 2.329 4.359
1.2 1.070 1.966 4.110
1.6 1.088 1.886 4.057
2 1.079 1.842 3.986

TR=Testigo relativo

Anexo 7. Remocién de hierro: para la remocion de hierro se aplico la siguiente
formula

Ci—Cf
%R Fe = o x 100

Donde:
Ci: Concentracion inicial de Fe.

Cf: Concentracion final de Fe.
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Tabla 43.

Porcentaje de remocion de hierro en los tres tratamientos.

Lechada
de cal
5% (mL)
0.2
0.3
04
0.5
0.6
0.8
1
1.2
1.6
2

PO1

32.79
34.07
35.36
43.21
57.14
77.75
77.75
84.45
84.19
84.32

P02

33.94
34.59
44.51
62.92
63.44
64.61
66.15
71.42
72.59
73.23

TR

26.34
26.99
29.06
32.66
33.94
35.87
36.64
40.26
41.03
42.06

TR=Testigo relativo
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Anexo 8. Informe de anélisis quimico de metales.

Laboratorios Analiticos del Sur +51 (054) 443294
+51 (054) 444582
L Parque Industrial Rio Seco C-1 Cerro Colorado — Arequipa — Pert +51 958 961 254
Laboiatorios AnuliGos del Sir www.laboratoriosanaliticosdelsur.com +51 958 961 253
INFORME DE ENSAYO LAS01-AG-21-00096 Pagina 2 de 3
Fecha de emisién:29/10/2021 Clave generada : 376B51A8

RESULTADOS DE ENSAYO FISICO QUIMICO

Cédigo | Nombre | 3‘"51_____ R ST el _{
interno | de | As Ag [A | B [ Ba Ca| Cd | Co | cr [ cu | Fe] K 1ug

LAS | Muestra g gl | mglL| mg | mglL | mon- “mgl| mgL | mgl | mgl | moL | mgi mgi mm [mgn |
AG21000868 | DAM-02 | 0,0885 [«oouzﬂ 4,06 | 00300 [ 0,01274 | 0,000128 | 3,60 [ 0,00018 | 0,020897 | 0,00588 [ 0,0283 [ 6,88 | 2,04 omw[oosn]

Codi | Nombre I,AA,,___,,_ — e 782 - P S R et
[Im«g: | de [ " Mn | Mo | Na| Ni P | Pb | Sb | Se [8i02] &n | &r ’.— n_1 TSR, Zn |

LAS. | Muestra i T xim ‘ e ]
| | mg/L mg/l. mgllL mglL mglL mgIL quL mglL mgIL mgil | mglL ! mglL mg/l. | mgiL

AG21000868 | DAM-02 | 0,19765 | 5<0,00038 | 3,65 | 0,04035 | 0,1261 | 0,0047 ooowz ['5<0,002 | | 1,385 | oooazo]oossz ] ooozza | <0.0013 | 0,00024 | 0.1393
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Anexo 9. Limites Maximos Permisibles de efluentes minero metalurgicos.

ANEXO 01

LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES
PARA LA DESCARGA DE EFLUENTES LIQUIDOS DE
ACTIVIDADES MINERO - METALURGICAS

Parametro - Unidad | Limite en cualquier | Limite para el !
______________ N | momento Promedio anual |
pH 6-9 6-9
Sélidos  Tofales  en| mg/L 50 25
Suspension
Aceites y Grasas mg/L 20 16
Cianuro Total mg/l. 1 08
Arsénico Total mg/L. 0,1 0,08
Cadmio Total mg/L 0,05 0,04
Cromo Hexavalente(") mg/L 0,1 0,08
Cobre Total -mg/L. 0,5 04
Hierro (Disuelto) mg/L 2 16
Plomo Total mglL | 02 0,16
Mercurio Total mg/L. 0,002 0,0016
Zinc Total mg/L ‘ 1,5 1.2 _Jr

e e o S S —
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Anexo 10. Matriz de consistencia.

PROBLEMATICA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES INDICADORES METODOLOGIA
Problema Principal Obijetivo General Variable Dependiente
¢Cuél es el efecto de la Tratar los drenajes &cidos de Es factible tratar los drenajes -  Drenaje 4cido de Pardmetros i. Muestreo en la Compafiia

oxidacion bacteriana seguida de
una neutralizacién quimicaen el
tratamiento de los drenajes
acidos de minas en la Compaiiia
Minera Ayapata S.A.C.?

minas mediante oxidacién
bacteriana seguida de  una
neutralizacién quimica en la
Compafiia Minera Ayapata
S.A.C.

4cidos de minas mediante
oxidacion bacteriana seguida
de una neutralizacién quimica
en la Compafila Minera
Ayapata S.A.C.

minas.

fisicoquimicos:

- pH 'y potencial
redox

- Fe, Cu,Pby Ar

Problemas Especificos

Obijetivo Especifico

¢Existen consorcios bacterianos
T. Ferrooxidans en los drenajes
4cido de mina de la Compafia
Minera Ayapata S.A.C.?

Aislar bacterias del género T.
ferrooxidans presentes en los
drenajes acido de minas de la
compafiia minera Ayapata
S.AC.

Es posible aislar bacterias del
género T. Ferrooxidans en los
drenajes acidos de mina de la
Compafila Minera Ayapata
S.A.C.

Variables

independientes

- Oxidacion - pH 'y potencial
bacteriana redox
(Thiobasillus - Oxigeno disuelto
Ferrooxidans) - Temperatura

- Neutralizacion - pH

quimica

- Andlisis de Fe, Cu,
Pb, Ar

¢Cudles la capacidad de
oxidacion bacteriana del género
T. Ferrooxidans en muestras de
drenajes acidos de minas de la

Determinar la capacidad de
oxidacion  bacteriana  del
género T. ferrooxidans en
muestras de drenajes acidos de

Las bacterias tendran niveles
altos de oxidacion en los
drenajes acido de minas.

Compafila Minera Ayapata minas de la Compafiia Minera
S.AC? Ayapata S.A.C.
¢(Cudl es el efecto de la Evaluar la neutralizaciéon EIl hidréxido de calcio tendra -

neutralizacién quimica en el
drenaje  oxidado por las
bacterias T. Ferrooxidans?

quimica con hidroxido de
calcio en el DAM de la
Compafiia Minera Ayapata
S.A.C.

un efecto neutralizante de los
drenajes acidos de minas
oxidados por las bacterias.

iv.
V.

Vi

i. Analisis

Minera Ayapata S.A.C.
fisicoquimico
(antes del tratamiento) del
drenaje acido de minas.
Aislamiento de bacterias del
género Thiobacillus
Ferrooxidans.

Oxidacidn bacteriana
Neutralizacién quimica.

. Andlisis de resultados
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