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RESUMEN

En el presente trabajo se analizaron seis muestras de residuos mineros provenientes de
tranques de relave de la minera Los Pelambres, con el objeto de estudiar el efecto de los
microorganismos en los test de prediccion de drenaje acido de minas.

El drenaje acido que afecta una proporcién importante de residuos mineros es uno de
los principales problemas ambientales que debe enfrentar la actividad minera. Las bacterias
ferro y thiooxidantes juegan un rol importante en la generacion del drenaje &cido, por su
efecto catalitico en la oxidacidn de los sulfuros. Este efecto es ampliamente reconocido en una
etapa avanzada del proceso, a pH acido, pero no existe consenso sobre su importancia en la
etapa inicial cuando el pH todavia se mantiene por sobre 4,0.

Los programas de prediccion de drenaje acido involucran generalmente pruebas
estaticas y pruebas cinéticas que buscan simular las condiciones de meteorizacion de los
materiales, pero que generalmente se realizan sin la participacion efectiva de los
microorganismos. El test confirmativo, con inoculacion de microorganismos, busca
determinar su efecto en la generacion de drenaje &cido; sin embargo, esta prueba confirmativa
considera un pH muy é&cido (pH 2,8), que se aleja de las condiciones de una etapa de
transicion entre la oxidacion quimica y bioldgica de los sulfuros. En el presente estudio se
estudio el efecto de la inoculacion de un cultivo de microorganismos a pH superior a 4,0.

Los tests estaticos realizados permitieron una primera clasificacion de las muestras de
acuerdo a su potencial de generar acido. Distintas clasificaciones fueron obtenidas a partir de
los resultados de cada test, resultando en la clasificacion dispar de las muestras.

En cuanto al test confirmativo, de tres muestras descritas como potencialmente
generadoras de drenaje acido por el test realizado a pH 2,8, se llegd a s6lo una muestra con
este potencial al utilizar un pH inicial 4,5.

Con el objeto de estimar las especies microbianas que se encontraban presentes en una
muestra de relave (M2), se realiz6 un analisis mediante CARD-FISH a una mezcla de las
soluciones provenientes del test confirmativo 3. Los resultados indicaron la presencia de
Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans en alta proporcion, seguida de

las otras especies; Leptospirillum y Sulfobacillus, lo que esta de acuerdo con la literatura.



Las diferencias entre las clasificaciones obtenidas a través de los test estaticos y
confirmativos, corroboran que la actividad bacteriana a pH superior a 4,0, debiese ser
considerada como complemento para una apropiada prediccion del potencial de generacion de

drenaje acido de minas.



SUMMARY

In the present work, six samples of mining waste from Los Pelambres mining’s
tailings were analysed with the purpose of studying the effect of microbial inoculation in the
acid mine drainage prediction test.

Acid drainage, which affects a significant proportion of mining waste, is one of the
major environmental problems that the mining activity has to face. The ferrous and sulphur
oxidizing bacteria play an important role in the acid drainage because of its catalytic effect on
the oxidation of the sulphides. This process is widely recognized in its advanced stage, acid
pH; however there is no consensus on its importance in the initial stage of the process,
whenever the pH still remains over 4.0.

Acid mine drainage prediction programs, generally involve static and Kinetic tests,
which seek to simulate weathering conditions of the materials but they are usually carried out
without the effective participation of microorganisms. The confirmative test
with inoculation of microorganisms, seeks to determine its effect on the generation of acid
drainage. Nevertheless, the confirmative test takes into account a very acidic pH level (pH
2,8) which moves away from the conditions in a transitional stage, between the chemical and
biological oxidation of sulphides. In the present work, we observed the inoculation effect at a
pH above 4.0.

Static tests that were previously performed, allowed a first classification of samples in
relation to their acid generation potential. Moreover, different classifications were obtained
from the results of each test, with dissimilar conclusions.

In relation to the confirmative test, of three samples initially described as potentially
acid forming by the test at pH 2.8, only one sample had the potential to generate acid when
the test was carried out at a higher pH 4.5.

With the purpose of estimation of the microbial species that were present in a tailing
sample (M2), a CARD-FISH analysis was performed to a mix of solutions coming from the
confirmative test. The results showed the presence of Acidithiobacillus ferroxidans,
Acidithiobacillus thiooxidans and Leptospirillum ferrooxidans at a similar proportion,
followed by Sulfobacillsu sp, which is according to the consulted literature.

The classification differences obtained through the static and confirmative tests,

corroborates the idea that bacterial activity at pH higher than 4.0, should be considered as a



complement to an appropriate classification of the samples regarding to acid rock drainage

generation.






I. INTRODUCCION

1.1. ASPECTOS GENERALES

El drenaje acido de rocas es el drenaje resultante del proceso natural de meteorizacion
de los minerales sulfurados. La oxidacién de estos minerales ocurre cuando las rocas se
encuentran expuestas a condiciones atmosféricas, ya sea a través de procesos geologicos o

actividades antropogénicas que involucren remocién de material.

La acidez generada a través de las reacciones de oxidacion de los sulfuros puede
llevar a la disolucion de distintos metales, y que en ciertas condiciones estos puedan ser

descargados en corrientes de agua.

Dependiendo del pH que se registre en la solucion efluente, se establecen tres etapas
en la formacion del drenaje acido. En las primeras dos etapas, caracterizadas por valores de
pH moderados (pH>3,5), el material mantiene la capacidad de neutralizar parcial o totalmente
el &cido generado, y la oxidacion de los sulfuros se produce principalmente por el oxigeno. Al
término de las etapas | y Il el pH de la solucién ha disminuido y la actividad bacteriana
aumentado, observandose la transicion desde la oxidacion quimica a bioldgica de los
minerales sulfurados. En la tercera etapa y final, el material expuesto a meteorizacion ya
agotd gran parte de la capacidad neutralizadora de los minerales alcalinos presentes, y se
observa una mayor solubilidad de los iones metalicos, en particular del i6n férrico. En esta
etapa la oxidacién bioldgica es predominante, y la velocidad de oxidacién de los sulfuros y

consecuente generacion de acido es mayor.

Para prevenir o mitigar los nocivos efectos del drenaje acido es fundamental una
correcta prediccién. De acuerdo con AMIRA, 2002, los test estaticos constituyen el primer
acercamiento. Estos otorgan informacion cualitativa, basandose en el balance entre el
potencial de generacion de &cido y la capacidad de neutralizar éste por parte del mineral. Por

otro lado, los test cinéticos permiten seguir la dinamica de acidificacion de la muestra en el



tiempo. El denominado test confirmativo se realiza posterior a los test estaticos, cuando no
existe claridad respecto a la clasificacion de las muestras. Este busca determinar si las
bacterias hierro y azufreoxidantes pueden generar mas acido del que pueda ser consumido por
los componentes neutralizadores. ElI test confirmativo utilizado a la fecha considera la
actividad microbiana al inocular las muestras con bacterias, en un medio de cultivo a pH 2,8,
considerando la actividad de los microorganismos s6lo en una etapa ya avanzada del proceso
de meteorizacion. Se ha observado, sin embargo, que las etapas iniciales de formacién del
drenaje &cido pueden durar afios e incluso décadas, por lo que en la mayor parte de los casos
los tests de prediccion son realizados cuando ain las muestras exhiben condiciones cercanas a

la neutralidad.

Los microorganismos de mayor implicancia en la generacion de drenaje acido a pH
inferiores a 3, debido a que pueden ser rapidamente cultivables en estos ambientes, son las
bacterias acidéfilas hierro y azufreoxidantes, tales como, Acidithiobacillus ferrooxidans,
Leptospirillum ferrooxidans y, en algunos casos, la especie autotrofica facultativa
Sulfobacillus (Schrenk et al., 1998; Mykytezuk et al., 2010).

El drenaje acido minero es considerado por la Agencia de Proteccion del Ambiente
(EPA) como una de las tres principales amenazas al ecosistema, razon por la cual, en los
ultimos afios ha aumentado el desarrollo y optimizacion de los programas de prediccién de

drenaje, con el objetivo superior de adoptar las medidas necesarias para su prevencion.

1.2. ANTECEDENTES



El cobre se encuentra de manera natural en la corteza terrestre en una concentracion
promedio de 50 mg/Kg (DHHS, 2006), siendo la comercializacion mundial de cobre fino,
durante el afio 2010, de 16,20 millones de toneladas métricas.

La extraccion del cobre depende de la forma en que se encuentre en el mineral, ya sea
como sulfuros u 6xidos. Cerca del 80% del cobre mundial se encuentra en forma de mineral
sulfurado (Davenport et al. 2002). Este mineral no se disuelve facilmente en soluciones
acuosas, por lo que la mayoria de su extraccion es a través de pirometalurgia, proceso que
produce catodos a través de concentracion por flotacion, fundicién y electro-refinacion. Del
20% restante, correspondiente a mineral oxidado, se generan catodos por hidrometalurgia,
técnica que consiste en lixiviacion en pilas, extraccion por solventes y electro-obtencion.

Chile es el principal pais productor de cobre, con mas de un tercio de la produccion
mundial. COCHILCO informé que, durante el afio 2009, la produccidn chilena de catodos de
cobre obtenidos por electro-refinacion y electro-obtencion alcanzé 3.184 miles de toneladas

métricas (www.cochilco.cl).

La produccién de los catodos de cobre resulta en la generacion de residuos como
material estéril, ripio y relaves. En la produccion de una tonelada de catodos de cobre
provenientes de mineral sulfurado (= 1% de cobre), se generan aproximadamente 200-300
toneladas de material estéril y 97 toneladas de relaves. Si la tonelada de catodos proviene de
mineral oxidado (=1,5% de cobre), se produce una cantidad aproximada de 100 a 200

toneladas de material estéril y 80 toneladas de ripio.

Los relaves son uno de los principales residuos mineros masivos generados en la
produccién de catodos provenientes de minerales sulfurados, debido a la cantidad, al

contenido y a la forma de almacenaje (Davenport et al. 2002, www.tailings.info/tailings.htm).

Los procesos de concentracion por flotacion permiten, a partir de un mineral que contienen en
promedio 1% de cobre, obtener un concentrado sulfurado donde se recupera la mayor parte de
los sulfuros cobre, llegando a concentraciones de cobre del orden del 30%. EIl resto del
mineral (ganga), junto con los sulfuros de cobre no recuperados, otros sulfuros metalicos y
parte del agua utilizada en el proceso, se descarta como relave. Los relaves son generalmente
almacenados en grandes areas denominadas tranques o embalses (Figura 1), que se conforman
por un muro de contencion conformado por la fraccion mas gruesa del relave (arenas), y una
cubeta donde se deposita la fraccion fina o lamas. En los tranques, grandes volimenes de
materiales, con contenidos significativos de minerales sulfurados, se encuentran expuestos a

la meteorizacion.


http://www.cochilco.cl/
http://www.tailings.info/tailings.htm

Figura 1: Tranques de Relave de la minera Los Pelambres. A) Imagen aerea de los tranques de

relave Quillay y Chinche, donde los puntos rojos corresponden a los sitios en que se realiz6 la
extraccion de las muestras utilizadas en el estudio de la prediccién de drenaje acido.

B)Fotografia lateral de los Tranques de relave Quillay y Chinche.

Las caracteristicas de los relaves pueden variar de acuerdo a la mineralogia, de los
procesos fisicos y quimicos usados para extraer el mineral y, ademas, de la razon agua/ sélido
resultante. Por tanto, es importante determinar las caracteristicas del relave, para asi tener un
mayor conocimiento acerca de su comportamiento a corto y largo plazo y su potencial

impacto en el medio ambiente.

No todos los sulfuros generan drenaje acido al entrar en contacto con oxigeno y agua.
La calcopirita (CuFeS;), por ejemplo, requiere de ion férrico para que el cobre contenido sea
disuelto.
En la oxidacion total de la calcopirita, se considera:

CuFeS, + 16 Fe3* + 8H,0 — Cu?* + 17 Fe?* + 16H* + 25042~ (1)

En la Tabla 1 se presentan minerales sulfurados que generan acido al ser oxidados con

oxigeno (A), y minerales que requieren ion férrico como oxidante (B).



Tabla 1: Minerales sulfurados. A) Minerales con contenido de sulfuro que generan &cido al
ser oxidados con oxigeno. B) Minerales que requieren hierro férrico como oxidante.

A) B)

Mineral Férmula Mineral Formula
Pirita FeS, Esfalerita ZnS
Pirrotita Fei,S Galena PbS
Bornita CusFeS, Calcopirita CuFeS,
Arsenopirita FeAsS Covelita Cus
Enargita/famatinita Cu3AsS,/CuzSbS, Cinabrio HgS
Realgar AsS Millerita NiS
Oropimente As,Ss Pentlandita (Fe,Ni)Sg
Estibnita Sh,S; Greenockita Cds

Dentro de los minerales mencionados en la Tabla 1, la pirita (FeS,) es el mineral de
mayor relevancia, desde la perspectiva de la generacién de &cido, debido a su concentracion,
tamafo y distribucion. La pirita es el mineral sulfurado mas abundante en la corteza terrestre
(Schrenk et al., 1998).

1.2.1. Drenaje Acido de Minas

El drenaje acido de rocas (DAR) es el resultado del proceso natural de meteorizacién
de minerales sulfurados, causado predominantemente por la oxidacion de la pirita. La
meteorizacion ocurre de manera natural cuando ésta se encuentra expuesta a condiciones
atmosféricas, ya sea a través de procesos geoldgicos o actividades antropogénicas que
involucran remocion de material. A consecuencia de que el drenaje acido puede ser resultado
de distintos procesos, se denomina Drenaje Acido de Minas (DAM) cuando su generacion

tiene relacion con esta Ultima actividad.

Las ecuaciones que dan cuenta de las reacciones iniciales de la generacion del drenaje

acido son:

2FeS, + 70, > 2H,0 > 2FeS0, + 2H,S0, (2)
2Fe*? + 15 0, + 2H" > 2Fe®* + H,0 (3)

En un medio con alto pH (pH > 4,5) el hidroxido férrico precipita, desplazando el

equilibrio de la reaccion:



Fe*® + 3H,0 > Fe(OH); + 3H" 4)

A pH mas acido (pH < 4,5), el Fe(l11) oxidara la pirita de acuerdo a:

FeS, + Fe, (504)3 - 3FeS0, + 2S (5)
2S + 6Fey(S04); + 8H,0 > 12FeS0, + 8H,S0, (6)
Reaccion global: FeS; + 7Fe»(SO4); + 8H,O > 15FeSO,4 + 8H,SO4 (7

La mineria acelera la meteorizacién de sulfuros reactivos al crear condiciones que
facilitan el movimiento de aire y agua, y al exponer grandes volimenes de material que, de
otra forma, se encontrarian depositados en capas de roca por debajo de la superficie donde
hay poco o no hay oxigeno (Jenkins et al., 2000). Al incrementar la exposicion aumentan
también las areas superficiales del mineral reactivo, y con ello la posibilidad de colonizacion
bacteriana. Las operaciones mineras que mas drenaje acido producen son de: cobre, zinc y

plomo, uranio, oro, carbon, niquel y cobalto.

1.2.2. Principales Fuentes de DAM

Las principales fuentes de drenaje acido en mineria, de acuerdo a Natarajan et al.
(2008), son: los botaderos de roca estéril, los botaderos de las pilas de lixiviacion, las pilas de

almacenamiento y los relaves.

1.2.3. Requerimientos y Condiciones de Generacion

Existen tres requerimientos basicos para la generacion de DAM: la disponibilidad de

agua, de oxigeno y la presencia de minerales sulfurados.



Caracteristicas fisicas del material, temperatura, pH, equilibrio Fe**/Fe’" y la
actividad microbiana, determinarén la cinética en que el DAM sera producido.

El drenaje acido se caracteriza por el desbalance entre la generacion y la neutralizacion
de &cido en el tiempo, registrando pH inferiores a 3. (Jenkins et al., 2000). Ademas, se
caracteriza por concentraciones moderadas a elevadas de metales y la alta concentracion de

sulfatos.

1.2.4. Etapas de Generacion

Ferguson y Erickson indicaron en 1987 que, dependiendo del pH de la solucion
efluente, se pueden definir tres etapas en la formacion del drenaje acido (Figura 2). A medida
que el pH disminuye por las reacciones de oxidacién, se desarrollan distintas reacciones de
neutralizacion por parte de los minerales consumidores de &cido. En los graficos de la
evolucion de pH en el tiempo (Ferguson et al., 1987; Broughton et al.,1992 ), es posible

observar estas reacciones de neutralizacion como platos.

Etapa |

Etapa Il

Etapa Il

pH en microambiente que rodea los minerales
B
i

Tiempo

Figura 2: Etapas de generacion de drenaje acido. De acuerdo al pH registrado en el
microambiente que rodea a los minerales, se definen 3 etapas en la generacién del drenaje. El
pH del microambiente disminuye en el tiempo como consecuencia de la oxidacion de los

minerales sulfurados expuestos a oxigeno o hierro férrico (Ferguson et al, 1987).



La Etapa | puede durar afios. Esta se desarrolla a un pH cercano a la neutralidad, y
la oxidacién en esta etapa es en su mayoria quimica, a causa del oxigeno atmosférico. La
oxidacion del mineral causa la generacion de sulfatos y de acido, el cual es rapidamente
neutralizado por los minerales consumidores de acido presentes en la roca. Cuando
carbonatos, silicatos y otros minerales alcalinos dejan de estar disponibles, el pH de la
solucion comienza a disminuir gradualmente. Si la generacién de acidez en el tiempo
continba mayor a la capacidad del mineral para neutralizar, el pH continuard acidificandose

hasta alcanzar las etapas Il y lll, de la generacién del drenaje &cido.

Durante la Etapa Il el pH ya es inferior a 4,5, permitiéndose, ademas de oxidacion
guimica de los minerales sulfurados, la oxidacion mediada por distintos microorganismos
acidéfilos, aumentando la velocidad de generacién de acido (Chotpantarat 2010). En esta
etapa el pH de la solucién es menor, y se observa una mayor concentracion de sulfato y

metales disueltos.

En la Etapa lll el pH que rodea a los minerales es aun menor, y la oxidacion biolégica
de los minerales sulfurados es predominante. En esta etapa la velocidad de oxidacién es la
mayor del proceso de generacion de drenaje acido. Cuando una bacteria hierro oxidante
estd presente en condiciones &cidas, la oxidacion de un amplio rango de minerales
sulfurados puede llegar a ser 10° veces mas réapida que la oxidacion quimica (Singer 1970).

El principal oxidante de esta etapa es el hierro férrico.

1.2.5. Reacciones Involucradas

Reacciones de generacion

En las Etapas | y 1l de la generacion del DAM se observan las reacciones 8-10 (Singh
et al. 1985, Ferguson et al., 1987). La reaccion 8 da cuenta de la generacion de acido
sulfurico a partir de pirita, donde un mol de pirita generara dos moles de acido junto a un mol
de Fe(ll). En caso de que el potencial redox se mantenga alto, el Fe(ll) puede ser rapidamente
oxidado a Fe(lll) (Ecuacion 9), consumiendo parte de la acidez. La velocidad en que ocurre la
reaccion 9 puede verse acelerada en presencia de microorganismos. La reaccion 10, mientras
tanto, da cuenta de que en condiciones de mayor pH, parte del Fe(lll) hidrolizara, formando
hidroxido férrico, que es un precipitado rojo caracteristico del drenaje acido, y generando a su

vez acidez.



FeS, + 7/2 0, + H,0 > Fe** +250,% + 2H* (8)
Fe?* + 140, + H" > Fe** + %2 H,0 (9)

Fe** + 3 H,0 - Fe(OH)s) + 3H" (10)

Siendo la reaccion global de las etapas 1 y II:
FeS, + 15/4 O, + 7/2 H,0 > 2S04, + Fe(OH); + 4H* (11)

En la Etapa Il1 se consideran las reacciones 9 y 12. Debido al menor pH de esta etapa,
el Fe(lll) no se hidroliza completamente y se mantiene disuelto, pudiendo asi oxidar pirita
(Ecuacion 4). El Fe(Il), de acuerdo a la ecuacion 9, podra ser nuevamente oxidado a Fe(lll) y
continuar oxidando pirita.

FeS, + 14Fe** + 8H,0 > 15Fe?" + 250, + 16H" (12)

Reaccion global de la etapa Il1:

FeS, + 13Fe® + 15/2 H,0 + 1/4 O, > 2S0,% + 15H" + 14Fe?* (13)

Reacciones de Neutralizacion

Junto a los minerales generadores de acidez, pueden coexistir minerales consumidores
de 4cido (Tabla 2). Una vez expuestos los minerales a la meteorizacion, los minerales
sulfurados se oxidaran generando condiciones &cidas, mientras los minerales alcalinos

reaccionaran neutralizando el ambiente.

Tabla 2: Minerales alcalinos y el rango de pH en que reaccionan. Durante la generacion del
drenaje acido el pH desciende produciendo la reaccion de los minerales consumidores de

acido presentes en el medio, amortiguando los cambios de pH.

Mineral Rango de amortiguacion (pH)
Carbonatos 5,1-6,9
Oxidos 1,7-4,3




Aluminosilicatos 0,5-1,5

Los minerales consumidores de &cido corresponden principalmente a carbonatos,
oxidos y silicatos. De acuerdo a la acidez del medio, distintos minerales alcalinos reaccionan

amortiguando el pH a través del consumo de protones.

Los minerales que neutralizan de manera mas efectiva son aquellos que contienen
carbonato de calcio (Lapakko et al.,1995):

CaCOgz) + H* @) 2 HCO3 (xo) + Ca** (ac) (14)
CaCOzp) + 2H" (ac) > HoCO3 () + Ca** () (15)

1.2.6. Aspectos biolégicos

La posibilidad de que las bacterias estuviesen involucradas en la formacién del DAM
fue reportado por primera vez en 1919 por Powel y Parr, quienes descubrieron que el carbén
inoculado con una solucién de sulfato sin esterilizar, producia un drenaje con mayores
concentraciones de sulfato que los controles estériles (Singh et al. 1985).

No todos los tipos de mineral estan sujetos a lixiviacion bioldgica (Rawlings et al.,
2005). En general, esta sucede si el mineral contiene hierro o sulfuro en forma reducida.
Existe también la posibilidad de que un mineral sin hierro o sulfuro sea lixiviado si ocurre en
manera conjunta con uno que si los posea.

Los parametros fisicos, geoquimicos y mineralogicos de los relaves, como la
temperatura, pH, difusion de oxigeno o la reactividad del mineral, determinan la composicién
de las comunidades microbianas (Kock et al., 2008).

Los microorganismos de mayor implicancia en la generacion de DAM, debido a que
pueden ser rapidamente cultivables en estos ambientes, son las bacterias acidofilas hierro y
azufre oxidantes tal como A. ferrooxidans, L. ferrooxidans y, en algunos casos, la especie
autotrdfica facultativa Sulfobacillus (Schrenk et al., 1998; Druschel et al. 2004; Kock et al.,
2008).



En biolixiviacion por contacto, la bacteria unida al mineral libera hierro ferroso
(Rodriguez et al., 2003), el que es usado como donador de electrones por las bacterias que se

encuentran en la solucion.

Existen distintos factores que intervienen en el desarrollo bacteriano y que, por tanto,
afectaran la velocidad de oxidacion de los minerales sulfurados. Las bacterias que intervienen
en la generacién de drenaje &cido requieren de un medio acido para vivir (aciddfilas).
Ademas, en el caso de las bacterias aerdbicas, estas necesitan de un ambiente con aire, puesto

que el O, es utilizado como oxidante en la lixiviacion, y el CO, como fuente de carbono.

Las bacterias requieren distintos elementos para su metabolismo: amonio, azufre e

iones metalicos. Como fuente de energia primaria utilizan ion ferroso y azufre inorganico.

La reaccion de oxidacién de elementos reducidos depende de la transferencia de
electrones, lo que permite considerar el potencial redox como una medida de la actividad

microbiana, donde a mayor potencial, mayor actividad.

Los microorganismos se clasifican de acuerdo al rango de temperatura en el cual
pueden sobrevivir. Las bacterias mesofilas viven en un rango 6ptimo de 30-40 °C, las
termofilas, sobre los 65 °C. La posibilidad de controlar la temperatura en un proceso de
lixiviacion artificial depende del método ocupado, ya que la oxidacion de los minerales

sulfurados es exotérmica.

A. ferrooxidans, es una bacteria gram-negativa, mesofila y acidofila, siendo tolerante a
pH entre 1,0 y 6,0, con un pH déptimo cercano a 2,0, donde las variaciones en pH se deben a
la cepa y a las condiciones especificas de crecimiento (Valdés et al. 2003, Ohmura et al.,
2002). Este organismo puede obtener sus requerimientos de energia y electrones de la
oxidacion, de varias formas de azufre reducido y hierro ferroso, siendo capaz, ademas, de
reducir anaerObicamente azufre usando electrones derivados del hidrogeno y de fijar

nitrégeno y didxido de carbono.

El aumento en la oxidacion de hierro y el nimero celular es mas rapido a pH entre 2,3
y 3,5 que a pH cercanos a 1,0. Sobre pH 3,5, la velocidad de oxidacion de hierro ferroso

disminuirad pero las células aun podran crecer. El descenso en la velocidad pareciera estar



ligado a la formacion de precipitados de hierro férrico a pH menos 4cido, ya que estos podrian
obstaculizar los procesos de transporte de protones en la superficie celular (Meruane y
Vargas, 2003; Lu et al., 2010).

Usualmente se asume la bacteria A. ferrooxidans como el microorganismo mas
importante en la generacion de drenaje acido, a pesar de esto investigaciones realizadas por
Schrenk et al. (1998), Edwards et al. (1999), y Leveille et al. (2001) muestran que en ciertas
condiciones la bacteria hierro oxidante Leptospirillum ferrooxidans (L. ferrooxidans) puede

competir con la A. ferrooxidans.

Se ha demostrado que en ambientes cuyos pH son inferiores a 2,0, L. ferroxidans es
dominante frente a A. ferrooxidans (Kock et al., 2008). Mientras que en que relaves con pH
entre =~ 2,0- 4,0, la especie dominante es A. ferrooxidans (Leveille et al., 2001).

Cuando el potencial redox es bajo, y mas hierro ferroso se encuentra en solucion, la A.
ferrooxidans predominara, y cuando exista una mayor razon férrico/ ferroso, L. ferrooxidans
predominara. La A. ferrooxidans es, ademas, mas sensible a la inhibicion por altas
concentraciones de ion férrico (Bakhtiari et al., 2011).

En cultivos se ha observado que el pH dptimo de la especies Leptospirillum (1,3 -3,0)
es inferior al de las especies Acidithiobacillus (2,0 — 4,0) (Kock et al., 2008; Xie et al., 2009).

Mientras las especies Leptospirillum son oxidantes aerdbicos obligados de ferroso, A.
ferrooxidans y especies Sulfobacillus son mas versatiles y capaces también de oxidar hiero
reducido y minerales sulfurados aerébicamente, asi como de reducir hierro férrico de manera
anaerdbica (Kock et al., 2008).

Mecanismo de oxidacion
Oxidacion por contacto:

Los microorganismos se unen a la superficie del mineral para solubilizarlo,
facilitindose una oxidacion enzimaética canalizando los electrones desde el mineral hasta un
aceptor de electrones apropiado (Malki et al., 2006). Los microorganismos forman una capa

de exopolisacaridos (EPS) al unirse a la superficie del mineral (Rawlings et al. 2005).



Oxidacion Indirecta:

El ataque indirecto de los sulfuros no es producido directamente por reacciones
enzimaticas, sino a consecuencia del hierro férrico en solucion (Rodriguez et al., 2003; Malki
et al., 2006). En este caso los microorganismos se ocupan de la regeneracion del hierro
férrico, responsable de la oxidacion de minerales sulfurados expuestos y de otros compuestos

reducidos.

En 1996 Schippers et al. propusieron un mecanismo ciclico de lixiviacion de
minerales sulfurados solubles en acido, que actuaba de manera indirecta: Mecanismo del
tiosulfato. Luego, en 1999, expandieron este mecanismo considerando los minerales

sulfurados como un todo. Este mecanismo se conoce como del polisulfato.
Mecanismo del tiosulfato:

Mecanismo dependiente del atague oxidativo de hierro férrico, exclusivo de metales
sulfurados insolubles en acido, tal como la pirita (Rawlings et al., 2005). La solubilizacién de
éste ocurre a través del ataque de hierro férrico, siendo el tiosulfato el principal intermediario

y el sulfato el mayor producto.

Soélo las bacterias hierro oxidantes son capaces de lixiviar minerales sulfurados no
solubles en &cido, ya que estas pueden regenerar el Fe** consumido en los procesos de
oxidacion iniciales (Rohwerder et al., 2003). Este mecanismo, usando pirita como ejemplo,

puede ser simplificado con las siguientes ecuaciones:

FeS, + 6Fe®* + 3H,0 > S,05” + 7Fe”" + 6H" (16)

S,05% + 8Fe®* + 5H,0 2 250, + 8Fe?" + 10H* (17)

En presencia de hierro férrico el sulfuro de la pirita es oxidado a tiosulfato,
liberdndose a la solucion tiosulfato y hierro ferroso (Rohwerder et al., 2003). Luego, la
mayoria de tiosulfato es oxidado por hierro férrico a sulfato via tetrationato y otros
politionatos. En la ausencia de bacterias thiooxidantes también se produce un porcentaje de
azufre (10 - 20%).

Mecanismo del polisulfato:



Mecanismo de biolixiviacion de metales sulfurados solubles en &acido como la
calcopirita (Rohwerder et al., 2003). Estos minerales son disueltos por la accién de hierro

férrico y protones, siendo el azufre elemental el principal intermediario.

Mas del 90% del sulfuro es trasformada a azufre elemental, siendo este
relativamente estable (Rawlings et al., 2005). Este puede ser oxidado a sulfato por bacterias

tiooxidantes como A. thiooxidans y A. caldus.

En la ausencia de hierro férrico, las bacterias thiooxidantes oxidan el sulfuro de
hidrégeno libre -via azufre con &acido sulfdrico-, regenerando los protones consumidos

previamente en la disolucién del mineral.

La disolucion del mineral sulfurado es iniciada por el atague de protones en la
estructura cristalina, pudiendo lixiviar en ausencia de hierro férrico. En este Ultimo caso, el
oxigeno puede actuar como aceptor de electrones. En ambientes acidos los polisulfuros son

convertidos a azufre elemental (S8).

Oxidacion Cooperativa:

Como su nombre lo indica, corresponde a la cooperacion entre la bacteria unida a la

superficie del mineral y las bacterias que se encuentran en la solucion.

1.2.7. Consecuencias Ambientales

Las reacciones generadoras de drenaje acido no solo ocurren durante las faenas
mineras activas, sino también durante las décadas posteriores. Los bajos pH producidos
pueden disolver muchos de los minerales presentes en la mena, causando que el hierro y
elementos potencialmente toxicos como cobre, cadmio y zinc, sean solubilizados y que

luego estos puedan ser filtrados o descargados en las corrientes de agua.

El alcance y el grado de contaminacion por metales pesados varia de un lugar a otro,

dependiendo de las caracteristicas geoquimicas del relave. (Changul et al., 2010).



El cobre y zinc son elementos traza en la vida de animales y plantas, pero en altas
dosis son toxicos (Savinov et al, 2003). En metales como el cadmio, se conoce que es
altamente tdxico para plantas, animales y humanos, y que cuando esta presente en formas

biodisponibles, existe la bioacumulacion tanto en organismos terrestres y acuaticos.

Metales como arsénico, manganeso y mercurio, tipicos productos del D.A.M., son
conocidos por ser carcindgenos, por causar dermatitis y desordenes neuroldgicos (Akabzaa et
al., 2007).

La Agencia de Proteccidon del Ambiente clasifica el drenaje acido de minas como uno

de los mayores problemas ambientales de la actividad minera debe enfrentar.

1.2.8. Tests de Prediccion

Los test de prediccion del drenaje acido son la mejor herramienta para prevenir 1os
impactos negativos en el medio ambiente. Ademas, la inversion en prevencion resulta menor

que el de una posterior remediacion.

Analisis Mineraldgico

Los analisis mineraldgicos pueden indicar las especies presentes en las muestras, tanto
productoras como consumidoras de acido. Permiten ademas identificar la existencia de
aleaciones (asociaciones entre los minerales) que inhibirdn la oxidacion de los sulfuros
(AMIRA, 2002).

Test Estaticos

Constituyen el primer acercamiento para una acertada prediccion del DAM, éstos
comparan el potencial de produccion de acido maxima de la muestra (PA) con el maximo
potencial de neutralizacion (PN). EI PA es determinado multiplicando por un factor de

conversion que proviene del balance de la ecuacion global:



FeS, + 15/4 O, + 7/2 H,0 > 2S0,* + Fe(OH); + 4H* (18)

Por cada mol de pirita (equivalente a 2x32= 64 g de azufre) se generan 4 protones
(equivalentes a 2 moles de acido sulfurico). Luego, considerendo que para neutralizar 2 moles
de H,SO, se requieren 2 moles de CaCOj3; (equivalentes a 200 g), el valor de PA (expresado
en kg equivalente de CaCOs por tonelada de material) sera:

PA = 31,25 * %S (19)

El PN es una medida de la capacidad del mineral para neutralizar acido, y esta
determinado por la adicién de acido a una muestra y la titulacion con &cido, siendo el punto
final pH 3,5.

El potencial de neutralizacion neto (PNN) es la diferencia entre el potencial de

neutralizacion y el potencial de generar acidez.

PNN = PN - PA (20)

Los parametros mencionados, PA, PN y PNN, se expresan como kilégramos de
CaCOg por tonelada de material.

Dependiendo del PNN obtenido por medio de los test estaticos, las muestras podran
ser clasificadas en: No generadoras de acido (PNN>+20 kg equivalente de CaCOalt),
potenciales generadores de acido (PNN< -20 kg equivalente de CaCOg3/t) y muestras cuya
clasificacion se mantiene incierta (-20<PNN<+20).

La razon entre PN y PA también permite clasificar las muestras. Si PN/PA>2, se
considera las muestras como no generadoras de acido. Si 1<PN/PA<2, existe posibilidad de
generacion de acido, por lo que esas muestras son clasificadas como inciertas y, finalmente, si

PN/PA<1, se considera que las muestras presentan potencial de generar acido.

Los test estaticos se caracterizan por ser relativamente rapidos de realizar y de bajo

costo, lo que permite su realizacién en un gran numero de muestras.

Algunos test estaticos son: el analisis de humedad, pH en pasta, test de generacién de

acido neta y el método B.C. Research.



pH en pasta

La medicion de pH en pasta se realiza en el sobrenadante de la solucion de agua
desionizada y muestra en proporcion 1:1 (p/p) (Chopantarat et al., 2010). Este test indica el
numero de iones hidrégeno libres en la solucién preparada. Como la oxidacién de la pirita es
dependiente del tiempo, el pH da poca informacion acerca de si la muestra podra 0 no
producir drenaje &cido. El pH de una muestra sin meteorizar, con alto contenido de sulfuro,
podré ser similar al del agua desionizada, mientras que el de una muestra meteorizada con un

bajo contenido de sulfuro, puede tener un pH menor.

Un pH en pasta inferior a 5,0 dara indicios de una posible generacion de acidos por
parte de la muestra, mientras un pH superior a 8,0, la posible presencia de carbonatos
(MEND, 1991).

El pH en pasta es un test econdmico, rapido y simple de realizar. Entre sus desventajas
podemos mencionar que es cualitativo, que no nos permite conocer la velocidad en la
generacion de &cido, que es un indicador de la condicién actual de la muestra, y que debe ser
combinado con otros test para poder estimar el potencial de generar &cido.

Test NAG

El test NAG, de generacion de &cido neta, puede ser usado solo 0 en conjunto con
otros métodos estaticos para confirmar la clasificacion de potencial generador de &cido
(Changul et al. 2010). Este se basa en el principio de que el peréxido de hidrégeno, H,O,
acelerara la oxidacion de los minerales sulfurados presentes en la muestra. Durante este
test la generacién de acido y una neutralizacion puede ser simultanea, por lo que el
resultado final representa una medicion directa de la cantidad neta de acido generado por la

muestra.



El test NAG no requiere determinaciones de sulfuro y por lo tanto es mas usado que
otros test estaticos. Debe tenerse en consideracién que muestras con un alto contenido de
pirita podrian no ser totalmente oxidadas en una solo adicion de H,0,, siendo necesario el
empleo del test NAG secuencial, con consecutivas adiciones de peréxido (AMIRA, 2002).
Esta situacion puede llevar a una subestimar el potencial de generacién de acido en
muestras con alto contenido de azufre.

British Columbia Research

Existen distintos métodos que permiten determinar el potencial de neutralizacién de
una muestra. Métodos representativos son el British Columbia research inicial (B.C.
research) y el Sobek (EPA, 1994; MEND Project, 1996). La titulacion BC research
determina el potencial de neutralizacion de una muestra al titular con H,SO, 1N hasta
alcanzar un pH 3,5. La ventaja de este test sobre otros métodos, es que al no adicionar
exceso de acido a la muestra da un mejor entendimiento del potencial de neutralizacién del
mineral en terreno. De determinar que la muestra es potencialmente generadora de &cido,

se realizara un test cinético para confirmar.

Test Confirmativo

El test confirmativo se desarrolla posterior a los test estaticos en los casos donde la
clasificacion aun es incierta. Este busca determinar en qué grado el contenido de azufre de la
muestra podria ser oxidado, la produccion de acido a partir de sulfuros y actividad bacteriana.
Mediante la incorporacion de la oxidacion bioldgica en este test, es posible observar si las
bacterias ferro y thiooxidantes pueden generar mas acido de lo que puede ser neutralizado. El
test confirmativo es, por ende, un test cualitativo que informa de un pH inicial, un pH
posterior a la oxidacion bioldgica y una confirmacién de produccién potencial de &cido
(Si/No)

Test Cinéticos

Los test cinéeticos son disefiados para acelerar la meteorizacion natural de los minerales

sulfurados, con el propdsito de conocer la velocidad en que se producira el drenaje acido



(Natarajan 2008). Estos tests se llevan a cabo sélo en aquellas muestras que han sido
clasificadas previamente por los test estaticos como potencialmente generadoras de acidez.
Los test cinéticos son mas costosos e implican una mayor inversion de tiempo que los test

estaticos.

1.3. HIPOTESIS

Los microorganismos juegan un rol importante desde las primeras etapas de formacién
de drenaje acido de minas, en que el pH aln se mantiene por sobre 3,5, y su actividad debe ser

considerada en la prediccién del drenaje acido.

1.4. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la importancia de la actividad microbiana en las etapas iniciales de la

meteorizacion de minerales sulfurados mediante la aplicacion de un test confirmativo



modificado que permita predecir la generacion de drenaje &cido en presencia de
microorganismos ferro y thiooxidantes.

Objetivos especificos

1. Analizar el potencial de generacion de drenaje acido presente en muestras de relave,
mediante la realizacion de distintos test estaticos.

2. Reconocer el efecto de la oxidacion biol6gica en muestras de relave por medio del

desarrollo del test confirmativo, utilizando distintos pH iniciales.

3. Comparar las clasificaciones obtenidas mediante tests estaticos y confirmativos, y
observar el efecto de los microorganismos en las primeras etapas de la generacion
del drenaje acido de minas.



. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales y reactivos

* Balanza analitica

* Estufa

* Desecador

* pH metro SCOTT

* Titulador automaético

* Agitador

* Centrifuga

* Calefactor

* Espectrofotometro UV marca Agilen
* Agitador orbital termoregulado a 30 °C
* Solucién buffer 7,0

* Solucién buffer 4,0

* H,SO,4 0,2N

* Agua desionizada

* H,0, 15%

* NaOH 0,05y 0,1M

* Hidroxilamina

e o-fenantrolina

2.2 Métodos

2.2.1. Recoleccion de muestras



Se realizo el estudio de seis muestras provenientes de los tranques de relave Chinche y
Quillay, de la minera Los Pelambres. Estas fueron extraidas a distintas profundidades (Tabla
3).

Tabla 3: Sector del tranque de relave, propiedad de la minera Los Pelambres, y la profundidad
(cm) en que se realizd la extraccion de las muestras M1-M6.

Muestra Lugar Extraccion Profundidad

Extraccion (cm)

M; Area reciente del tranque 10-30
M, Avrea reciente del tranque 40 - 60
M3 Area antigua del tranque 0-30
M, Area antigua del tranque 60 — 65
Ms Pared del tranque 30-50
Ms Pared del tranque 30-50

Es esperable que las muestras tomadas a una mayor profundidad, al estar menos

expuestas, se encuentren con un menor grado de oxidacion.

2.2.2. Analisis de Humedad

El andlisis de humedad se desarrollé acorde a lo publicado por ASTM internacional.
Luego de calentar el crisol en la estufa se dejo enfriar en el desecador, para posteriormente
registrar el peso. Se adiciono al crisol tres gramos de muestra de relave y se dejo secar la
muestra a 30°C por dos horas. Pasado este tiempo se dejé enfriar la muestra contenida en el
crisol, se peso y luego se determind el porcentaje de humedad. Nuevamente se calento por dos
horas y determind el porcentaje de humedad, esto fue repetido hasta registrar un valor

constante.

El porcentaje de humedad fue determinado de acuerdo a:

o0 i dad = Peso de muestra himeda — Peso de muestra seca % 100 (21)
o Humedad = Peso de muestra hiimeda




2.2.3 Determinacion de pH en pasta

A 20 gramos de muestra se adicion6 agua destilada en proporcion 1:1, siendo agitada
por 5 segundos y dejada reposar por 10 minutos. Luego se introdujo el electrodo de un pH-
metro, previamente calibrado, en el sobrenadante y se revolvié suavemente. El pH fue

registrado una vez que las lecturas se mantuvieron constante.

2.2.4 BC Research

El consumo de &cido fue determinado a través de la titulacion por el método B.C.
Research (Duncan et al. 1979). Luego de agregar 100 mL de agua desionizada a 10 gramos de
muestra, se agitd mecanicamente a 200 r.p.m. durante 15 minutos. La solucién fue filtrada y
posteriormente titulada. Tradicionalmente se titula utilizando H,SO4 1N hasta pH 3,5, pero
debido al bajo gasto de acido registrado en las primeras mediciones se hizo necesario utilizar
una normalidad menor (0,02N).

A partir del volumen de &cido adicionado se estima el potencial de neutralizacion de la

muestra.

El porcentaje de neutralizacion, mediante la titulacién por el método BC research, fue

determinado segun:

Kg de acido (G -CphxV (22)
Tonelada de muestra  gramos de muestra

Donde:
Ci : Concentracion inicial de &cido [gr/Lt]
Cs : Concentracion final de &cido [gr/Lt]

V : Volumen de &cido agregado [ml]



2.2.5 Test de generacion de acido neta

Se agreg6 250 mL de H,0, 15% (a temperatura ambiente) a 2,5 g de muestra pulverizada
en un erlenmeyer de 500 mL y se dejo que la muestra reaccionara. Acabada la efervecencia
inicial, se calentd la muestra por un minimo de 2 horas. Se dejo enfriar la muestra a

temperatura ambiente y se registré el pH final (NAG pH).

Se adicion¢ agua desionizada hasta completar un volumen final de 250 mL, y luego titul6

la solucion a pH 4,5 con NaOH.
La concentracion del NaOH utilizada debe basarse en el NAG pH final de la solucion. Si

el NAG pH registrado es mayor a 2,0, se usa NaOH 0,10 M para titular, si el NAG pH es
menor a 2,0, se debe usar NaOH 0,50 M.

2.2.6 Determinacion de hierro en solucion

La determinacién de Fe (1) y Fe total en solucién, se realiz6 mediante el método
colorimétrico de o-fenantrolina estandarizado por Muir et al. en el afio 1977.

Determinacién de hierro ferroso

Se tom6 0,1 mL de la muestra diluida hasta una concentracion de 100 ppm de i6n
ferroso, seguido a esto se adicion6 0,4 mL de solucion de fenantrolina y se agitd. Se
agregaron 2 mL de agua destilada y se agitdé nuevamente. Finalmente, la absorbancia fue leida
a 510 nm.

Determinacioén de hierro total:



Se tomaron 0,1 mL de muestra diluida hasta una concentracion de 100 ppm de ferroso
y se adiciond 0,1 mL de hidroxilamina. Se agitd, agrego6 0,4 mL de solucion de fenantrolina y
agitd nuevamente. Posterior a esto, se agrego 1,9 mL de agua destilada y se agito la solucion.

La absorbancia fue leida a 510 nm.

Determinacién de hierro férrico:

La determinacion de hierro férrico disuelto proviene de la diferencia entre el hierro
total y el hierro ferroso ya estimados por colorimetria.
Fe3* = Hierro total — Fe** (23)

2.2.7 Test Confirmativo

El test confirmativo, como lo indica su nombre, tiene por finalidad comprobar la

generacion de acido por parte de la muestra luego de haber realizado los test estaticos.

A diferencia de los test anteriores, el test confirmativo realiza la oxidacion de la muestra
en presencia de microorganismos, y no por la incorporacion de acido, donde puede generarse

una oxidacién forzada de las muestras.

En un matraz de 250 mL se agregaron 15 gramos de muestra, 98 mL de medio basal pH
2,8 y 2 mL de in6culo concentrado de un cultivo mixto de microorganismos. Este cultivo fue
enriquecido a partir de una muestra de relave proveniente del tranque de relave de la minera
Los Pelambres con medio basal (0,4 g/L de (NH4).SO4, 0,056 ¢g/L de K;HPO,4-3H,0 y 0,4 g/L
de MgSO4-7H,0) y Fe(ll) 3 g¢/L, ajustado a pH 1,6 con H,SO,. Finalmente, los matraces
deben mantenerse en agitacion continua a 30°C. Se debe monitorear el pH y Eh de 2 a 3 veces

por semana.

La clasificacion de las muestras se realizd de acuerdo a la evolucion de pH en el tiempo.
En los casos donde los valores de pH inicialmente disminuyeron para luego estabilizarse se
realizd una segunda adicion de muestra (15 g). Las muestras cuyos pH resultaron >3,5 se

consideraron como no generadores de &cido, mientras pH inferiores a 3,5 fueron consideradas



potenciales generadoras de &cido. EI promedio de los pH se obtuvo por el promedio de las
concentraciones de hidrégeno de los duplicados en el tiempo.

De acuerdo a esta metodologia se realizaran tres test confirmativos distintos, que se

diferenciaran en el pH inicial a utilizar.

En el primer test confirmativo se analizaran todas las muestras, iniciando la prueba a un
pH 2,8. Los test 2 y 3 se realizaran solo a las muestras que muestren un mayor potencial de
generacion de drenaje acido. El segundo test utilizard un medio basal inicial de 4,5; el ultimo

test estudiara el comportamiento bacteriano a pH 2,8 y 4,5, y un pH inicial intermedio: 3,5.

2.2.8 ldentificacion de bacterias por técnica de CARD-FISH

La identificacion de microorganismos presentes en las muestras analizadas para el test
confirmativo se realiz6 mediante la técnica de CARD-FISH, descrita por Pernthaler et al
(2002). Este método se basa en la deteccion de determinadas especies mediante el uso de
sondas especificas para ellas, su hibridacion y posterior deteccién mediante la observacion al

microscopio de epifluorescencia.

La técnica consiste en el traspaso de células desde una suspension a un soporte,
seguido de la permeabilizacion de células e inactivacion de peroxidasas, la hibridacion y
amplificacion de la sefial, para una posterior evaluacion al microscopio de fluorescencia. Con
este objetivo se utilizaron sondas para A. ferrooxidans, A. thiobacillus, Leptospirillum

ferrooxidans y Sulfobacillus sp (Tabla 4).

Tabla 4: Sondas utilizadas en el método de CARD-FISH para la identificacion de las bacterias
A ferrooxidans, A. thiooxidans, L. ferrooxidans y Sulfobacillus sp presentes en la solucion

luego del desarrollo del test confirmativo en un rango de pH 2,8-4,5.

Secuencia Referencia

A. GGA CTT AAC CCA ACA TCT CA Bustos, P., 2005

ferrooxidans
A. thiooxidans AAG AGG AGC CTACGT CTG A Holker, K., 2007



L. ferrooxidans GGG TGA GTA ATA CAT GGG TG Bustos, P., 2005
Sulfobacillus GTG CGT AAT ACATGATGC AAG TCG  Holzer, K., 2007

Sp




. RESULTADOS

3.1. TEST ESTATICOS

3.1.1. Anadlisis Quimico

Conocer el contenido de azufre presente en las muestras puede indicar la capacidad del
mineral a ser oxidado. La Tabla 5 indica los porcentajes de azufre total, sulfato lixiviable y
sulfuro de las muestras M1-M®6. El azufre sulfurado se calcula por la diferencia entre el azufre
total y el azufre asociado a sulfato. Todas las muestras analizadas contienen bajo porcentaje

de azufre sulfuro.

Tabla 5: Contenido de azufre total (%), sulfuro (%) y sulfato lixiviable en HCI (%) presente
en las muestras M1-M6 determinado mediante analisis quimico. El potencial de generar acido
(Kg CaCOg/ton) estd dado por el producto entre el contenido de sulfuro de cada muestra y el
factor 31,25.

Azufre total Azufre Sulfato lixiviable Potencial de acido
Muestra (%) Sulfuro (%) en HCI (%) (kg equivalente de CaCOg/t)
M1 0,93 0,06 2,6 1,9
M2 1,24 0,1 3,0 3,1
M3 0,04 0,02 0,07 0,6
M4 0,03 0,01 0,07 0,3
M5 0,45 0,15 0,9 4,7
M6 0,45 0,08 1,11 2,5

El anélisis de metales presentes en las muestras de relave M;, M3 y Ms fue realizado
por la empresa ALS. En la Tabla 6 se muestran los contenidos de algunos de los metales

analizados.



Tabla 6: Contenido de arsénico (ppm), cobre total (ppm) y hierro (%) presente en las muestras
de relave M1, M3 y M6.

Elemento M1 M3 M5
Arsénico Total (ppm) 6 46 13
Cobre total (ppm) 427 521 874
Manganeso total (ppm) 133 162 149
Hierro total (%) 1,38 1,31 1,75

3.1.2. Porcentaje de Humedad

Tabla 7: Contenido de humedad (%) de las muestras de relave M1-M6 determinado de

acuerdo al protocolo de ASTM internacional (1998).

Muestra % Humedad

M1 20,43
M2 27,43
M3 13,05
M4 28,44
M5 5,98
M6 5,69

3.1.3. pH en pasta

El pH en pasta da una medida instantanea de la acidez o alcalinidad. En la Tabla 8 se

indican los valores de pH en pasta obtenidos para las muestras M1-M6.

Tabla 8: Valores de pH en pasta de las muestras M1-M6. Los valores de pH<5,0 indican el
potencial de generacion de acido, mientras que pH>8,0 el posible contenido de carbonatos en
la muestra (MEND, 1991).

Muestra pH en pasta
M1 6,89
M2 5,92
M3 17,77




M4 7,42
M5 7,04
M6 6,45

Los pH en pasta registrados, con excepcion de M,(5.92), son cercanos a la neutralidad,

por ende, las muestras analizadas podrian:

a) No contener una cantidad significativa de minerales sulfurados.

b) Contener minerales sulfurados pero encontrase en una fase previa a las etapas de
formacion de drenaje acido. (De acuerdo al pH de pasta, sélo M, habria comenzado

la generacién condiciones acidas, encontrandose al inicio de la etapa I)

¢) Que los minerales sulfurados iniciales hayan sido oxidados y neutralizados antes de

la realizacion del test.

En el caso de que la concentracion de sulfuro sea significativa, seria posible determinar si
la muestra ya ha sido oxidada mediante la determinacion de la concentracion de sulfato. A

mayor oxidacion de minerales sulfurados, mayor sera la concentracion de sulfato.

3.1.4. Consumo de acido

El consumo de acido da cuenta de la capacidad del mineral de neutralizar acido, por
tanto, en M1 (2,28), M5 (2,20) y 6 (1,26) existe una menor cantidad de minerales

consumidores de acido (Tabla 9).

Tabla 9: Consumo de &cido de las muestras M1-M6 (Kg CaCOzs/ton) registrado mediante el
test British Columbia Research. A mayor consumo de &cido, mayor es la capacidad de la

muestra de neutralizar la acidez del medio.

Muestra Consumo de acido ( Kg CaCOs/ton)
M1 2,28




M2 4,2

M3 6,63
M4 5,54
M5 2,2
M6 1,26

Se registrd la variacion de pH segin volumen de acido agregado, con lo que se realizé
curvas de pH que muestran como se desarrolla el drenaje &cido, asi como la existencia de
minerales consumidores de acido.

Para entender las reacciones de neutralizacion que transcurren a lo largo de la curva de

pH, la Tabla 10 presenta los rangos de pH de reaccién de algunos minerales alcalinos.

Tabla 10: Rango de pH en que algunos minerales consumidores de &cido reaccionan

estabilizando el pH.

Férmula pH de amortiguacion

Carbonatos

Calcita, aragonita CaCOg3 55-6,9
Siderita FeCO; 51-6,0
Malaquita Cu,CO3(0OH), 51-6,0
Oxidos

Gibsita Al(OH); 3,7-473
Limonita/goethita FeOOH 3,0-37
Ferrihidrita Fe(OH); 2,8-3,0
Jarosita KFe3(SO4)2(OH)s 1,7-2,0
Aluminosilicatos 05-15

En la Figura 3 se observa la evolucién de pH generada por la adicion de H,SO,4 0,02N
en las muestras M1-M6. EI nimero de platos distinguibles en cada muestra depende de los
minerales sulfurados que generan condiciones &cidas al ser oxidados, y de los minerales
alcalinos que en ciertos rangos de pH reaccionan consumiendo protones. En My, por ejemplo,
se observan al menos 4 platds, que pudiesen corresponder a Calcita (carbonato) que tiene un
pH buffer de 5,5-6,9, Siderita (carbonato) de 5,1-6,0 y Gibsita (0xido) de 3,7-4,7. Si los
minerales alcalinos son consumidos y la generacion de &cido aln esta presente, se observara

un nuevo descenso de pH.
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Figura 3: Evolucion de pH dada por la adicion de H,SO, 0,02N. A medida que el pH
disminuye por la adicion de acido, los minerales alcalinos presente en las muestras reaccionan
manteniendo el pH constante; una vez agotados los minerales consumidores de acido, el pH
continda su descenso hasta el fin de la experiencia a 3,5. Las zonas anaranjadas representan

zonas de reaccion de carbonatos, celestes, de 6xidos y verde a la zona en que los silicatos

neutralizan acidez.




3.1.5. Test NAG

Tres muestras fueron analizadas por la empresa ALS: M1, M3 y M5. La muestra M1
registré un NAGpH de 4,43, M3 de 4,97y M5 un pH de 3,43.

La Tabla 11, presenta un resumen de las clasificaciones obtenidas mediante la realizacion de

test estaticos.

Tabla 11: Resumen de los resultados obtenidos mediante los andlisis quimicos iniciales y los
tests estaticos de prediccion de drenaje acido de las muestras M1-M6. NPR corresponde a la
relacion entre el potencial de neutralizacion (NP) y el potencial de generar acidez (AP); Si
NPR >4:1, las muestras no son potencialmente generadoras de drenaje &cido; entre 1:1-2:1
requieren de mayores analisis y NPR<1:1 indica que las muestras tienen potencial de generar

acidez en el tiempo (Price et al., 1997).

Muestra  Azufre Sulfato pH Potencial de Potencial de Potencial neto  NP/AP
Sulfuro lixiviable en acidez (AP) neutralizacion de (NPR)
(%) con HCl  pasta (Kg (PN) (Kg neutralizacién
(%) CaCOs/ton) CaCOs/ Ton) (PNN) (Kg
CaCOs/ton)
M1 0,06 2,6 6,89 19 2,28 0,38 1,2
M2 0,10 3,0 5,92 3,1 4,20 1,10 1,4
M3 0,02 0,07 7,77 0,6 6,63 6,03 111
M4 0,01 0,07 7,42 0,3 5,54 5,24 18,5
M5 0,15 0,9 7,04 4,7 2,20 -2,50 0,5

M6 0,08 1,11 6,45 2,5 1,26 -1,24 0,5




3.2. TEST CONFIRMATIVO

3.2.1.Test Confirmativo 1

El test confirmativo 1 se realiz6 a las muestras M1-M6 siguiendo el protocolo
convencional. Se observé la evolucion de pH en el tiempo luego de adicionar a la muestra,
indculo y medio basal a un pH inicial 2,8. Adicionalmente se estudio el comportamiento del

potencial redox durante el experimento.

En la Figura 4, se observa las mediciones de pH registradas en el analisis de cada
muestra. Una vez iniciado el test de la muestra M1 se produce el aumento de pH con peak
registrado a las 96 horas. Esta alza es generada por la reaccion del mineral alcalino presente.
El pH se mantiene en un rango constante, hasta que una segunda adicién de muestra es

realizada y existe un nuevo consumo de protones.

No se observaron valores de pH inferiores a 3,5 durante el desarrollo del experimento,
por ende, el test confirmativo descarta que la muestra M1 sea generadora de acido.

En la observacion de M2 se aprecia un menor consumo de acido inicial y, a partir de
las 24 horas, el pH casi no registra variaciones, manteniéndose en un rango de pH 2,5-2,9. A
las 384 horas se adiciond por segunda vez muestra, el mineral alcalino contenido en esta,
generd un nuevo aumento de pH. La ultima medicidn registrada indica que una vez mas el
potencial de acidez es mayor al de consumo de acido, y el pH disminuye. Las mediciones

realizadas indican a M2 como una muestra potencialmente generadora de acido.

Las muestras M3 y M4 presentan una evolucion de pH comparable en el tiempo. La
metodologia indica que ambas fueron extraidas desde un mismo punto y, por tanto, la
semejanza en la medicidn podria ser explicada por una mineralogia similar. En estas, luego
del consumo inicial de protones, se observa pH constante, aln a pesar de una segunda adicion
de muestra. De acuerdo al test confirmativo, M3 y M4 no son potenciales generadoras de

drenaje acido.
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Figura 4: Test confirmativo 1 iniciado a pH 2,8. Se observa la evolucion del pH en el tiempo
experimentado en las muestras M1 - M6 durante la realizacion del test confirmativo 1. La
linea punteada representa el momento en que la segunda adicién de muestra (15 g) fue
realizada. Las muestras que registran pH <3,5 son considerados potencialmente generadoras

de drenaje acido.

En M5 se registra un pH constante desde el inicio del test hasta la adicion de 15
gramos adicionales de muestra. Previo a la adicion de nueva muestra, M5 mantenia pH en el

rango de 2,4 a 3,0. Similar a lo ocurrido con M2, posterior a la adicion se registra una nueva



alza de pH y luego se observa la disminucién de pH por el agotamiento de minerales
alcalinos. La evidencia indica que M5 es potencial generadora de &cido.

En la evolucion de pH en el tiempo de M6, la mayor alza de pH se registra a las 24
horas (pH 3,4). A lo largo de toda la experiencia el pH se registra inferior a 3,5, por lo cual
debiese ser considerada la muestra M6 como potencial generadora de &cido.

3.2.2.Test Confirmativo 2

El primer test realizado de acuerdo al protocolo utiliz6 un pH inicial 2,8. Con el
propédsito de establecer lo que sucede a menor acidez, se modificé el pH inicial del medio

basal, empleando un medio basal a pH 4,5.

Este test permite observar si la actividad de las bacterias aciddéfilas en una etapa
previa de la generacion del drenaje acido, etapa Il, deriva en una clasificacion equivalente a

la obtenida utilizando un pH menor.

Se analizaron las tres muestras que, de acuerdo al primer test confirmativo,

presentan potencial de generar drenaje acido.

En la Figura 5 se distingue el comportamiento del pH en el tiempo de las muestras
M2, M5 y M6. Al comparar los valores de pH registrados en el estudio de la muestra M2 por
los tests confirmativos 1 y 2, se observa que, en este Ultimo caso, un mayor nimero de
platés es registrado. Esto se debe a que un mayor nimero de minerales alcalinos pueden
encontrarse reactivos. Se observa ademas un comportamiento similar entre la muestra

inoculada vy el control.

A partir de las 912 horas las mediciones de pH realizadas registran pH inferiores a 3,5.
Por tanto, la muestra M2 es una vez mas clasificada como potencialmente generadora de
acido.

Las muestras M5 y M6, mantienen pH sobre 3,5 a lo largo del experimento. De

acuerdo a este test las muestras no debiesen desarrollar condiciones cidas en el tiempo.



La clasificacion de las muestras, por medio de un segundo test confirmativo, difiri6 en

dos de las tres muestras analizadas la primera vez.
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Figura 5: Test confirmativo 2 realizado a pH inicial 4,5. Se presenta las curvas de pH de las
muestras (=®=) M1, M5 y M6 y de sus respectivos controles sin inoculo (=*) en el
tiempo. Muestras que registran valores de pH< 3,5 en el tiempo son consideradas como

potenciales generadoras de drenaje acido.

3.2.3.Test Confirmativo 3

Con el fin de observar mas detenidamente el efecto del pH en la prediccion del drenaje
acido, se realizo un nuevo test confirmativo analizando las muestras de relave a tres distintos
pH de manera simultdnea. Se utilizé los dos pH ya estudiados (2,8-4,5) y un tercer pH

intermedio: 3,5.



El test confirmativo 3 se aplico solo a M2, puesto que es la Unica muestra en ser
clasificada de manera equivalente en los dos tests confirmativos ya realizados.

En los test confirmativos anteriores se realizé el monitoreo pH y Eh en el tiempo (Figura
6). En este se determinara ademas el hierro ferroso y férrico en solucion por el método de
colorimetria con o-fenantrolina. La determinacion de hierro férrico es realizada por la
diferencia entre hierro total y hierro ferroso.

Utilizando un pH inicial de medio basal de 2,8 se registrd la evolucion de pH, Eh y
hierro en solucién de M2 en el tiempo. La muestra M2 tuvo un pH inicial de 3,02 y a las 92
horas presentd el peak de la experiencia con pH 4,02. Luego se observo el descenso continuo
de pH, registrdndose un pH final de 2,93. La ascendente evolucion del potencial redox en el
tiempo refleja el comportamiento del pH. El analisis de hierro realizado por colorimetria
muestra el aumento de hierro en solucion en el tiempo. Se determind que todo el hierro
disuelto se encontraria como hierro férrico, puesto que los analisis de hierro ferroso no
presentan coloracion detectable por este método. No se observd diferencias estadisticas
significativas entre las mediciones realizadas de pH, Eh y férrico de las muestras en duplicado
y sus respectivos controles sin inocular (datos no mostrados), indicando que las muestras
inoculadas y aquellas directamente utilizadas presentan actividad microbioldgica similar.
Iniciado el test a pH 3,5, se aprecia que a pesar de la diferencia de pH en que se inicié

este test con respecto al anterior, se observd un comportamiento de pH y Eh similar entre M2
a pH 2,8 y M2 a pH 3,5. Apreciandose maximos y minimos de pH y Eh en los mismos
intervalos de tiempo. Los pH registrados en M2, pH 3,5 se observan aunque de igual
comportamiento, levemente mayor al observado en M2, pH 2,8. Es posible que esta diferencia
se deba solo a la inoculacion con un menor nimero de bacterias al inicio del test. El analisis
de hierro realizado se mantiene similar hasta el registro de las 264 horas y, a partir de ese
punto, es ya apreciable que aunque el hierro férrico aumenta en el tiempo en ambos casos, en

esta muestra la disolucion es menor.
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Figura 6: Test confirmativo 3. En la figura se observa la evolucion de pH (a), Eh (b) y hierro
férrico (c) de la muestra M2. Este test, fue realizado iniciando a tres pH de medio basal
diferentes; pH 2,8 (—=),pH35(—*)ypH45( = ).

En la muestra que utilizé medio inicial a pH 4,5, se presentan maximos y minimos de
pH en los mismos intervalos de tiempo que a pH 2,8 y 3,5, pero en un rango de pH superior.
El Eh, por su parte, pareciera tener crecimiento constante en el tiempo. Al término del analisis
el potencial de M2 a pH 4,5 ya registraba valores cercanos al de las otras muestras. Como era
esperable, la concentracion de hierro soluble detectado por colorimetria corresponde a hierro
férrico. Esta es menor a los casos anteriores, ya que el mayor pH al que se inici0 esta
experiencia demora la solubilizacion de la pirita presente en la muestra.

En la Figura 6 se presentan los valores registrados en las mediciones de pH, Eh e ién

férrico en solucion para la muestra M2.

3.3. Andlisis bioldgico de la poblacion bacteriana

Durante la realizacion del test confirmativo 3 se monitored0 la actividad de las
bacterias en la muestra M2 por medio de mediciones de pH, Eh e ion férrico en solucion. Se
realizd ademas la técnica de CARD-FISH a una mezcla de cultivos que se habian desarrollado

a distintos pH, pero que tenian un origen coman.



Fue posible identificar, mediante la realizacion de CARD-FISH, la presencia de A.
ferrooxidans, A. thiooxidans, L. ferrooxidans y Sulfobacillus sp., estimando que las tres
primeras se encontraban en una concentracion similar, y que Sulfobacillus sp se encontraba en

una concentracion menor.

Lo observado por medio de CARD-FISH concuerda con lo indicado en la literatura, en
que se indica a estas bacterias como de facil crecimiento en condiciones que simulan la
generacion de DAM. EIl porcentaje en que estas bacterias se encuentran presentes debiese
variar en los distintos sitios del relave de acuerdo el tipo de minerales presentes y al estado de

avance de generacion de drenaje acido.



iv. DISCUSION

Los test estaticos realizados son de naturaleza quimica al corresponder a la oxidacion
de las muestras por H,SO4, H,0, u otro compuesto que genere la oxidacion de los sulfuros
presentes. Por tanto, logran simular las condiciones iniciales de la formacién de drenaje
acido. Estos test pueden arrojar distintas conclusiones de acuerdo al tamafio de las particulas,
temperatura, pH, y la duracion del test en que se realizan las estimaciones (Maest et al., 2005).
La mineralogia de la muestra y materia organica también pueden afectar las estimaciones de
los potenciales de acidez y neutralizacion en muestras con un bajo contenido de azufre (Usher
et al., 2003). Ademas, el resultado varia de acuerdo a la interpretacion de los resultados de

cada test estatico.

La presencia de sulfatos o azufre en materia organica podria sobre estimar el potencial
de generar acidez cuando se utiliza el azufre total (Maest et al, 2005), razén por la cual, en
este estudio, se utiliza el porcentaje de azufre sulfurado para la determinacion del potencial de
acidez. El analisis quimico de las muestras indica que M2 (0,10), M5 (0,15), y M6 (0,08)
contienen los mayores porcentajes de minerales sulfurados. De acuerdo a Usher et al. (2003),
este contenido de azufre sulfuro seria insuficiente para que su oxidacion genere acidez
(%S<0,3). A esto se agrega que no todos los minerales sulfurados se encuentran reactivos, y
que no todos los minerales sulfurados generan acido al ser oxidados (Maest et al., 2005). Las
muestras M1 (2,6), M2 (3,0) y M6 (1,11) poseen el mayor contenido de sulfato lixiviable.

El test de pH en pasta permite determinar la concentracion actual de protones en la
muestra sin predecir el potencial de generar acidez (Usher et al., 2003). De acuerdo a este pH,
MEND (1991) sefiala que ninguna de las muestras contendrian, al momento de ser analizadas,

acidez por oxidacion, puesto registraron pH>5,0.

Los valores registrados de NAG pH, para M1 (4,43) y M3 (4,97), indican que estas
presentan un bajo riesgo de generar acido (3,5<pH<5,5). Por otro lado, la muestra M5 (NAG
pH= 3,4) presenta un alto riesgo al alcanzar un pH<3,5 (AMIRA, 2002; Usher et al., 2003). El



peroxido de hidrégeno utilizado en la determinacion del NAG pH oxida rapidamente los
sulfuros reactivos presentes en la muestra, por lo tanto solo estos sulfuros son determinados,
evitando asi la confusién producida por el contenido de azufre total y sulfatos (Usher et al.,
2003). Hay que tener presente que el H,O, presenta una menor reactividad frente a
carbonatos, silicatos y algunos minerales sulfurados, y que esta menor reactividad podria
llevar a que el test convencional de una adicion no fuese suficiente frente a ciertas

mineralogias, derivando en una errada clasificacion (AMIRA, 2002).

De acuerdo al potencial neto de neutralizacién, las muestras M1-M6 se mantienen en
una zona de incertidumbre al encontrarse en un rango 20>PNN>-20 Kg CaCOs/t ( Villeneuve
et al., 2003; Usher et al., 2003).

De acuerdo a la guia de generacién de drenaje acido, desarrollada por Price et al
(1997), en relacion al potencial de neutralizacion y acidez (NPR), las muestras M3 y M4 no
presentan potencial de generar acido, y no se requiere de analisis posteriores (NPR >4:1). Por
otro lado, M1 y M2 (NPR entre 1:1-2:1) pueden llegar a generar DAM si el potencial de
neutralizacion no es lo suficientemente reactivo. Finalmente, M5 y M6 (<1:1) si resultan

potenciales generadoras de drenaje acido (Figura 7).
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Figura 7: Potencial de generar acido basado en relacion NP/AP. Clasificacion de las muestras M1-

M6, de acuerdo al equilibrio entre los potenciales de acidez y neutralizacion (NPR).



El test B.C. Research, estima el potencial de neutralizacion, mediante la titulacion de
las muestras hasta un punto final a pH 3,5 (Duncan et al., 1979). El utilizar un punto final
inferior a pH<6, para determinar el potencial de neutralizacién, podria sobre estimar el
potencial de neutralizar de las muestras, puesto considera la reaccion de minerales alcalinos,
como silicatos, a pH ya muy acidos (Maest et al, 2005).

La clasificacion basada en la razon del potencial de neutralizacion (NP/AP) y el
NAGpH (Figura 8), define las muestras como no generadoras de acido cuando se encuentran
en el cuadrante superior derecho (pH NAG>4,5; NP/AP>1) y como potencialmente
generadoras en el cuadrante inferior izquierdo (NAGpH<4,5; NP/AP<1). Conforme a lo
anterior, de las tres muestras analizadas para NAGpH, M5 seria potencialmente generadora,
M1 mantendria una clasificacion incierta, y M3 podria ser descartada como potencial

generadora de drenaje acido (Villeneuve et al., 2003).
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Figura 8: Potencial de generar acidez de M1, M3 y M5 de acuerdo al NAG pH vy a la razén
entre el potencial de neutralizacion y de acidificacion (NPR). Las muestras que presentan
NAG pH> 4,5 y NPR> 1 son consideradas no generadoras de acido; mientras que NAG pH

<4,5y NPR <1 como potenciales generadoras de acidez.

El uso del test confirmativo en la prediccion del drenaje acido cobra importancia al
incorporar la actividad de los microorganismos en las pruebas de prediccion. Hecho que no
ocurre en los test estaticos, cuyo resultados se basan en la oxidacion quimica y no bioldgica

de las muestras (Peralta, 1997).



El primer test confirmativo fue realizado a las muestras M1-M6. Este siguié la
metodologia convencional (EPA, 1994), empleando un medio basal pH inicial 2,8. Por el pH
utilizado, el test confirmativo convencional permite estudiar la actividad oxidativa de los
microorganismos en la etapa Il (pH<3,5) de generacion de drenaje &cido definida por
Ferguson en 1987. La observacion del pH y potencial redox durante la realizacion del test
indica que M2, M5 y M6 presentan potencial de generar drenaje &cido, puesto que mantienen
un pH inferior a 3,5 durante la experiencia. Estas muestras contenian ademas los mayores
porcentajes de azufre sulfurado. Finalmente, la razon entre el potencial de neutralizacion y
acidez, determinada mediante los tests estaticos realizados previamente, ya habia descrito a
M5 y M6 como potenciales generadores de acido, mientras M2 fue identificado por primera
vez como un posible generador de condiciones &cidas.

Meruane (2002) demostré que a pH<4,8, la oxidacion de ién ferroso se relaciona
principalmente con la actividad bacteriana. Esto llevo al desarrollo de un segundo test
confirmativo, ahora iniciando a un pH de medio basal mayor (4,5). De esta forma fue posible
estudiar lo que sucede en una etapa previa de la generacion de drenaje acido (3,0< Etapa Il
<4,5), donde se mantiene una transicion entre la oxidacion quimica y bioldgica de los
minerales. La evolucién de pH y potencial redox de las muestras analizadas, M1, M5 y M6,
muestran sélo a M2 como potencialmente generadora de acidez al mantener pH < 3,5.

La Tabla 12 presenta la comparacion de las muestras M1-M6 de acuerdo a los

resultados obtenidos en los test estaticos y test confirmativo 1y 2.

Tabla 12: Comparacién de las muestras M1-M6 de acuerdo a los test estéticos y test confirmativo (T.C.) 1y 2.

Se describen las muestras como no potenciales generadoras de drenaje acido (

y muestras potencialmente generadoras de acidez (#). S/I= Sin informacion.

), de clasificacion incierta (

Muestra pH pasta | PNN NAGpH NPR NAGpH TC. 1 T.C.2
vs NPR

M1 6,89 0,38 4,43 1,2 > 3,5 S/
M2 5,92 1,10 S/l 1,4 S/l <35 <35
M3 7,77 6,03 4,97 11,1 > 3,5 S/l
M4 7,42 5,24 S/l 18,5 S/l > 3,5 S/
M5 7,04 -2,50 3,45 0,5 <35 >3,5
M6 6,45 -1,24 S/l 0,5 S/l <35 >3,5

A partir de la Tabla 12 es posible observar las clasificaciones de las muestras M1-M6
obtenidas por los distintos test estaticos y por los test confirmativo 1 y 2. Los test
confirmativos permitieron describir a M2 como la Gnica muestra potencialmente generadora
de drenaje acido, resultado que no fue previsto con el uso de los test estaticos. La realizacion
del test confirmativo a un pH mayor, test a pH 4,5, permiti6 descartar la clasificacion previa

de M5 y M6 como potenciales generadoras de acido.



Adicional a los pH ya analizados, 2,8 y 4,5, se realiz6 un tercer test a pH intermedio:
3,5. Se analiz6 una Unica muestra, puesto las clasificaciones ya habian sido definidas a pH 2,8
y 3,5 de manera equivalente (potencialmente generadora de &cido). Este test permitio observar
la actividad de los microorganismos por medio de pH, Eh y hierro férrico a un pH intermedio.
En todos los casos se observo la disminucion de pH y el aumento de Eh y ion férrico en el
tiempo vy, a pesar de las diferencias en el pH inicial del medio basal utilizado, en las tres

situaciones estudiadas M2 fue descrita como posible generadora de drenaje acido.

Finalmente, mediante el empleo del test student, se determind que no hay diferencia
entre el test iniciado a pH 2,8 y el test a pH inicial 3,5, pero que si existe diferencia al

comparar los test confirmativos a los pH 2,8-4,5y 3,5-4,5 (Tabla 13).

Tabla 13: Comparacion de los resultados del test confirmativo 3. Se presenta la comparacién
de los tests confirmativos realizados a pH iniciales 2,8-3,5; 2,8-4,5 y 3,5-4,5 de acuerdo al test
student (t), p<0,05.

2,8-3,5 2.8-45 3,5-4,5
t calculado -1,475 -6,412 -4.923
t critico 2,064 2,064 2,064

El uso de CARD-FISH permitié identificar la presencia de cuatro especies de
microorganismos en un rango de pH entre 2,8-4,5 en la muestra de relave M2. Como era
esperable, la bacteria es la forma de vida predominante en las condiciones de estudio
utilizadas (Schrenk et al., 1998; Kock et al., 2008).

Concordando con estudios realizados en muestras de relaves a pH menos &cidos
(2,7<pH<4), se identificé las bacterias A. ferrooxidans, A. thiooxidans, y Leptospirillum
ferrooxidans en una proporcion similar. Es esperable que, con el aumento del potencial redox
en el tiempo, el porcentaje de Leptospirillum vaya en aumento, puesto existen estudios que
indican que Leptospirillum es menos sensible a la inhibicion por Fe** que A. ferrooxidans
(Rawling et al., 1999; Kock et al., 2008). Se esperaria ademas que, a medida que aumente la
oxidacion de los minerales sulfurados, el pH disminuya y aumente la concentracion de
Leptospirilum, ya que, el pH 6ptimo de Leptospirilum es menor que el registrado por A.
ferrooxidans (Kock et al., 2008). En cuanto a la concentracion de Sulfobacillus sp, es

probable que la temperatura utilizada en el test confirmativo (30°C) haya incidido en su



menor observacion. Tanto la temperatura, pH, difusion de oxigeno y reactividad del mineral,
determinan la composicion de la comunidad microbiana (Kock et al., 2008).






V. CONCLUSIONES

La aplicacion de tests estaticos a seis muestras de relave provenientes de los tranques
de relave Quillay y Chinche de la minera Los Pelambres, generaron resultados dispares. Por
tanto, las muestras no pudieron ser clasificadas o descartadas como potenciales generadoras

de drenaje acido mediante la séla aplicacién de los test estaticos.

La realizacion del test confirmativo a pH inicial 2,8, permitio clasificar tres de las seis
muestras como posibles generadoras de drenaje acido. Sin embargo, la aplicacion del test

confirmativo a un pH inicial superior, 4,5, llevo a la clasificacion de una unica muestra (M2).

La aplicacion del test confirmativo a un pH mayor permitié simular una etapa en que
el drenaje aun no se ha desarrollado por completo, y donde extiste una transicién entre la

oxidacion quimica y biolégica de los minerales sulfurados.

La realizacion de CARD-FISH corrobor6 la presencia de Acidithiobacillus
ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans, Leptospirillum ferrooxidans y Sulfobacillus sp en

las soluciones que se encontraban en un rango de pH 2,8-4,5.

En virtud de las conclusiones ya esgrimidas se recomienda, en estudios de prediccion
de drenaje acido de minas, complementar el uso de los test estaticos con la aplicacion del test

confirmativo a pH 2,8 y 4,5.
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