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Resumen

El presente trabajo de investigacion se realizé en los laboratorios de suelos y bioprocesos de
la Universidad Técnica Particular de Loja con el fin de aplicar un tratamiento de estabilizacién
en muestras de relaves que fueron obtenidos Empresa Minera Lunding Gold S.A. Donde se
utilizé un tratamiento bioldgico de estabilizacion, el cual, permitid que la bacteria precipite
carbonato de calcio en formas de cristales que actian como aglutinante para unir las

particulas del relave.

Se elaboraron probetas remoldadas considerando la densidad y las normas de la empresa
Minera Lunding Gold S.A. La aplicacién de la bacteria se la efectué mediante dos métodos.
En el método de irrigacion (M1), a la probeta ya formada se le aplico la bacteria y la soluciéon
cementante y, en el de mezclado (M2), se agrup6 los componentes. Para ambos métodos,
se inoculd la bacteria en dos ocasiones (a las 24 horas) en cada probeta de relave. Se agregé
15 ml de la sustancia cementante (cloruro de calcio 1N), durante 5 dias cada 8 horas.
Posteriormente, se analizé la resistencia y eficiencia del proceso en las probetas mediante

los analisis geomecanicos y parametros fisicos-quimicos del relave.

Finalmente, los resultados obtenidos muestran la maxima tension que pueden soportar la
muestra de relave ante una fuerza uniaxial. Con el tratamiento aplicado la muestra M1 indico
la mejora de 94.5 % y en M2 de 337.5%. Obtenido mejores resultados la muestra de suelo

por el método mezclado (M2).

Palabras clave: estabilizacion, fuerza uniaxial, precipitacion de carbonatos.



Abstract

The present research work, Evaluation of the capacity of Sporosarcina pasteurii for
microbiologically induced precipitation as a treatment of mining tailings, was carried out in the
soil and bioprocess laboratories of the Private Technical University of Loja in order to apply a
stabilization treatment in samples. of tailings that were obtained Empresa Minera Lunding
Gold S.A. Where the respective biological treatment was used which allowed the bacteria
used to precipitate calcium carbonate in crystal forms that act as a binder to bind the soill

particles.

Remolded specimens were made considering the density and adhering to the standards of
the company Minera Lunding Gold S.A. The density of each test tube was applied at 1.72 g/ml
based on the density established by the aforementioned company. The bacteria was
inoculated twice (24 hours later) in each tailings test tube. 15 ml of the cementing substance
(IN calcium chloride) was added for 5 days every 8 hours and 15 ml of the bacteria per test
tube was added every 24 hours. Subsequently, the resistance and efficiency of the process in
the specimens was analyzed through geomechanical analyzes and physical-chemical

parameters of the tailings.

Finally, the results obtained show the maximum tension that the tailings sample can withstand
in a uniaxial force. With the treatment applied, sample M1 indicates an improvement of 94.5%

and 337.5% in M2. Better results were obtained for the soil sample by the mixed method (M2).

Keywords: stabilization, was uniaxial, carbonate precipitation.



Introduccion

Ecuador tiene una actividad minera desde la época precolonial explotando
especialmente oro y plata. Es una de las principales actividades econdmicas del pais y
contribuye con el 1.6 % de Producto Interno Bruto del Ecuador (Ministerio De Energia y

Recursos Naturales No Renovables, 2020).

Esta actividad es una de las fuentes principales para el ingreso de metales pesados
en los ecosistemas debido al uso de sustancias quimicas con alto grado de toxicidad, como
el mercurio, &cido sulfarico y disolventes, lo que ha generado y genera una severa
contaminacién ambiental produciendo efectos adversos en la salud de las poblaciones

cercanas.

La actividad minera produce desechos peligrosos como los relaves y, en muchos
casos, esta actividad deja pasivos ambientales que afectan al ecosistema y a las poblaciones
aledafias que tienen que lidiar con sus consecuencias (Ubaque et al., 2014). Estos pasivos
han provocado la fragmentacién de los ecosistemas, la contaminacion de las aguas
superficiales y subterrdneas, contaminacion atmosférica, contaminacion al suelo y han dejado

impactos sobre la flora y fauna (Bruguera Amaran, 2022).

Los relaves consisten en roca molida, agua y quimicos y particulas de metales
pesados como cianuro, arsénico, plomo, cadmio, zinc y mercurio, entre otros. Por estas
caracteristicas potencialmente toxicas, los relaves tienen que permanecer resguardados en
depdsitos de relaves o relaveras. (Teijlingen, 2019). Con mucha frecuencia, una vez concluida
la actividad minera estos relaves no son estabilizados ni quimica ni fisicamente y son muy
peligrosos tanto para el ambiente como para la salud humana ya que provoca un gran nimero
de enfermedades, y ademas al estar en contacto con agua y oxigeno genera acido lo que

convierte a estos relaves en grandes fuentes de peligro y contaminacion.



A través de los afios se han buscado diferentes técnicas de control convencionales
como la aplicacion de cal hidratada o de cemento para estabilizar relaves mineros. Sin
embargo, en este estudio se plantea el uso de una tecnologia avanzada denominada la
precipitacion de carbonatos inducida microbiolégicamente (MICP). La MICP es una
alternativa amigable con el ambiente porque emplea menos energia para su produccion, es

de bajo costo y no genera gases de efecto invernadero (Portugal, et al., 2020)

Al aplicar bacterias con capacidad ureolitica como Sporosarcina pasteurii se obtiene
carbonato, que son pequefios cristales comunmente conocidos como biocemento. El
carbonato mejora las propiedades del suelo, ya que es el enlace mineral que conecta las
particulas y llena los vacios entre ellas. Esta técnica se adopta para cambiar las propiedades
mecanicas (rigidez y resistencia) e hidraulicas (permeabilidad) del medio poroso o para la

reparacion de superficies como piedra y hormigén (Achal et al., 2013).

Sporosarcina pasteurii es una bacteria que puede ser utilizada para diversas
aplicaciones, una de ellas, es la estabilizacion de suelos, sin embargo, en este estudio se
pretende evaluar el potencial de esta bacteria como insumo para el tratamiento de relaves
mineros, contribuyendo en la disminucién del impacto ambiental que la actividad minera

ocasiona.

El presente estudio evalla la estabilizacién biolégica con la bacteria Sporosarcina
pasteurii. Las muestras fueron obtenidas a través de la Empresa Minera Lunding Gold S.A.
ubicada en la provincia de Zamora Chinchipe. Para el siguiente estudio se planteg,
caracterizar las muestras y evaluar el efecto de la precipitacion de calcita inducida

microbiolégicamente en los relaves mineros.



Capitulo uno

Marco tedrico

1.1 Relaves mineros

Los relaves mineros son desechos o subproductos de procesos mineros, conformados
por una mezcla de minerales, agua y roca molida que contienen altas concentraciones de
guimicos (Astete et al., 2009 y Zamarrefio et al., 2020). Debido a que contienen metales,
metaloides y reactivos quimicos, se consideran peligrosos, ya que pueden propagarse a
través de medios eolicos o hidricos hacia sistemas terrestres y acuaticos, causando graves

impactos ambientales (Anawar, 2015).

La generacién de relaves es una consecuencia de la actividad minera y ocasiona
diversos impactos ambientales, sociales y econdémicos (Huaranga Moreno et al., 2021).
Tienen el potencial de desequilibrar los ecosistemas, ocasionar perturbaciones en el modo
de vida y la salud de la poblacién, degradar el suelo, el agua, el aire y modificar paisajes

naturales (Menéndez & Mufioz, 2021).

1.1.1. Estado actual de los relaves en Ecuador

Ecuador se ha posicionado como un destino atractivo para la inversidn minera en
Latinoamérica (Jamasmie, 2017). La contribucion del sector minero al Producto Interno Bruto
total (PIB) oscil6é entre el 1.17% y el 1.56% entre 1999 y 2016 (Almeida, 2019), con un
aumento gradual en los Ultimos afios, alcanzando un valor de 1.48% a 1.51% en el periodo
2013 - 2016. A pesar de esto, uno de los grandes problemas que conlleva la actividad minera
en todas sus escalas es el tratamiento y disposicion de los relaves (Moreno, 2023) que en el
Ecuador, la mayoria estan dentro de ecosistemas sensibles como la Amazonia, los paramos,

o el Choco Andino (Teijlingen, 2019).



1.1.2. Tratamiento de los relaves

Los elevados volimenes de relaves que se generan en la mineria requieren una
gestién adecuada, ya sea para su disposicion final o para su reaprovechamiento (Enriquez et
al., 2022), con el fin de proteger la integridad fisica de las personas, el ambiente y medio socio
cultural circundante (Espin et al., 2017). Una mala gestién de los relaves puede ser una fuente
generadora de drenaje acido que afectan, principalmente, al agua y suelo, alterando sus
propiedades fisico-quimicas, incrementando las concentraciones de metales y metaloides, y

ocasionando procesos de bioacumulacion (Enriquez et al., 2022).

Con la finalidad de proponer alternativas de solucién a la problemética ambiental
asociada a los relaves mineros, se ha buscado implementar reutilizar estos residuos
aplicando un valor agregado de manera directa al relave, bajo la forma de agregado para la
construccion en la fabricacion de ladrillos y baldosas (Romero & Flores, 2010). Ademas, se
ha identificado que los relaves tienen la capacidad de reemplazar a un agregado tradicional,
como la arena, para la fabricacion de adoquines (Enriquez et al., 2022). En otros casos, se
utilizan para relleno de galerias o sistemas de relleno con mortero de relave (mezcla de relave
con materiales como cemento, arena y agua), para mejorar la confiabilidad del sostenimiento

en la mineria subterranea (Castafieda Ames et al., 2015).

1.2 Caracterizacion de los relaves

La caracterizacién se realiza mediante la medicién de parametros fisicos, quimicos y
mecanicos. Estos parametros son importantes para entender la composicién y
comportamiento de los relaves, asi como para establecer estrategias adecuadas de manejo

y tratamiento necesario para una correcta gestion (Candia, 2019).



1.2.1 Parametros fisicos

Entre los parametros fisicos més destacables para la caracterizacion de relaves
mineros se encuentra la granulometria, densidad, permeabilidad, porosidad, textura, limites
de Atterberg (limite liquido, limite plastico e indice de plasticidad), entre otros aspectos que
permiten conocer la naturaleza y comportamiento del material de los relaves (Baldedn

Travezafio & Gabancho Valderrama, 2016).

e Granulometria, se refiere a la proporcion, expresada en porcentaje, de los distintos
tamafos de particulas que conforman una muestra de agregado (Fierro Quintana & Asitimbay
Almeida, 2019). En los relaves mineros, la granulometria puede variar dependiendo del
material que sea procesado. Esta caracteristica es fundamental para evaluar la permeabilidad
de los relaves y su capacidad y estabilidad para soportar cargas (Kim et al., 2011). En la tabla

1 se clasifica el tamafio de las particulas con su respectiva proporcion:

Tabla 1

Escala granulométrica de las particulas del suelo

Particula Tamano
Arcilla < 0,002 mm
Limo 0,002-0,06 mm
Arena 0,06-2 mm
Grava 2-60 mm

Nota. Adaptado de Combatt-Caballero et al (2018).

e Densidad real y aparente son parametros importantes en la caracterizacion de los
relaves mineros porque pueden variar dependiendo que tipo de mineral procesado, lo que
puede influir en su comportamiento y estabilidad (Fl6rez-Nisperuza et al., 2018). La densidad
real se refiere a la masa de soélidos por unidad de volumen, excluyendo sus espacios vacios;
mientras que, la densidad aparente es la masa del material seco por unidad de volumen, es
decir, el volumen incluyendo su parte sélida y todos sus espacios vacios (Figura 1) (Alonso

Rodriguez, 2010).



Figural

Representacién gréfica de la densidad real y aparente del suelo

Densidad real Densidad aparente

Nota. Adaptado de (Llanes, 2012).

e Limites de Atterberg. Segun Hernandez-Sanchez et al., (2019), los limites de
Atterberg, que consisten en el limite plastico inferior o limite plastico (LP) y limite plastico
superior o limite liquido (LL), son parametros importantes para evaluar la estabilidad de
relaves mineros y se definen como un rango en el contenido de humedad en el que el suelo
presenta una consistencia plastica. Cuando el contenido de humedad del suelo se encuentra
por debajo del LP, su consistencia se vuelve fragil. En contraste, si el contenido de humedad
del suelo supera el LL, éste se comporta como un liquido y puede fluir con facilidad. La

diferencia entre el LL y LP se denomina indice de plasticidad (IP) (Figura 2).

Figura 2

Limites de consistencia de Atterberg

L.Contraccidn L. Plastico L. Liquido
Solido Semi - Sélido ‘ Plastico Liquido
0 W% 100 W%
Limites de Atterberg

Nota. Adaptado de Caro Linares (2018).

1.2.2 Parametros quimicos

Estos parametros quimicos incluyen compuestos presentes en los relaves como el

pH, conductividad eléctrica, capacidad de intercambio catidénico, bases intercambiables,



difraccion de rayos X, fluorescencia de rayos X, concentracion de metales pesados,

carbonatos, entre otros compuestos (Candia, 2019).

e pH se usa para especificar el grado de acidez o alcalinidad de una solucién acuosa.
En los relaves mineros el pH influye en la solubilidad y movilidad de metales pesados u otros

contaminantes (Fernandez Ochoa et al., 2022).

La MICP se produce a un pH elevado, y se adopta principalmente al cambiar las
propiedades mecanicas (rigidez y resistencia) e hidraulicas (permeabilidad) del medio poroso,
mediante la generacion de minerales de carbonato de calcio que unen los granos del suelo y
reducen la porosidad, por lo que tiene un gran potencial en aplicaciones geotécnicas (Cardoso

et al., 2020).

La enzima ureasa producida por las bacterias que intervienen en la MICP (bacterias
con alta capacidad de tolerar altas concentraciones de iones metalicos) puede hidrolizar la
urea a iones de carbonato, lo que conduce a un aumento del pH, lo que resulta en la
mineralizacion de los iones de metales pesados y su conversion final en precipitados de
carbonatos metalicos (Khadim et al., 2019). Cabe recalcar que los carbonatos tienen un efecto
significativo sobre el pH (FAO, 2021). Ademas, la hidrdlisis de la urea conduce a un aumento
en el pH al utilizar Sporosarcina pasteurii, debido a la produccién de amonio (Omoregie,

2016).

e Conductividad eléctrica (CE), es una medida de la capacidad de una solucién para
conducir corriente eléctrica. Puede ser utilizada para estimar la concentracién de las sales y
la concentracién total de iones en los relaves (Solis-Castro et al., 2018).

e Capacidad de intercambio catidnico es una medida de la capacidad del suelo para
absorber cationes y determinar la cantidad de sitios disponibles para almacenar cationes en
el suelo, los cuales pueden ser intercambiados por otros, convirtiéndose en cationes

intercambiables (Castafio Robayo & Gonzalez Veloza, 2022).
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e Bases intercambiables son cationes en el suelo que estan disponibles para ser
intercambiados con cationes de la solucién del suelo. Estos cationes incluyen calcio (Ca?*),

magnesio (Mg?*), potasio (K*) y sodio (Na*) (Otero Gomez et al., 2013).

Los iones de calcio juegan un papel importante en la MICP; en donde, una menor
concentracion de iones de calcio significa un nivel satisfactorio de descomposicion del amonio
gue podria aumentar la actividad microbiana. Por el contrario, una mayor concentracion de
reactivos de cementacién (urea e iones de calcio) extiende la precipitacién de calcita inducida
durante el proceso MICP (Omaoregie, 2016). La precipitacion de carbonato de calcio (CaCOs)

se produce en presencia de iones de calcio (Safdar et al., 2021).

¢ Difraccion de rayos X (DRX) es una herramienta que se utiliza para determinar la
microestructura y composicion de minerales, compuestos y materiales (Aguilar et al., 2013).
Permite analizar la composicién de suelos e identificar minerales, aleaciones, metales,
materiales cataliticos, ferroeléctricos y luminiscentes entre otros. Ademas, ayuda a
determinar la estructura cristalina, la composicién de un material y calcular los tamafos de
grano a partir de difractogramas (Aparicio Ceja & Carbajal Arizaga, 2021).

¢ Fluorescencia de rayos X (FRX) es un método de analisis quimico que permite la
cuantificacion no destructiva y rapida de varios elementos simultaneamente sin
procedimientos complejos de preparacién. Es utilizada para determinar la presencia y
concentracion de elementos quimicos (Moreno Velasquez, 2019).

e Concentracion de metales pesados. Los metales a evaluar son hierro (Fe), zinc
(Zn), niquel (Ni), cobre (Cu) y cobalto (Co), los cuales pueden estar presentes en los relaves
mineros, influyendo en el tratamiento de remediacion a aplicar, sobre todo si son tratamientos
bioldgicos. La presencia de ciertos elementos puede tener un impacto en el crecimiento de
microorganismos, inhibir e incluso intoxicar la reaccién bioquimica provocando una

deficiencia en el proceso (Liu et al., 2011; Castillo, 2017; Mufioz, 2019).
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e Carbonatos son iones de carbono y oxigeno, representados quimicamente como
COs?y pueden estar presentes en el suelo de forma natural por la descomposicion de materia
organica o lixiviacion de rocas carbonatadas (dolomita y calcita) (Rivera Uria et al., 2020). En

la tabla 2 se explican los principales tipos de carbonatos:

Tabla 2

Clasificacion de los principales carbonatos

Grupo de los carbonatos

Nombre Férmula Caracteristicas

Calcita CaCOs Mineral mas comun de los carbonatos. Es el principal

componente de las rocas sedimentarias.

Dolomita CaMg(COs)2 Importante en la formacion de rocas sedimentarias llamadas
dolomias.
Siderita FeCOs Se forma en ambientes sedimentarios y metamorficos.
Magnesita MgCOs Es uno de los principales minerales de magnesio y se forma

en ambientes sedimentarios y metamérficos.

Ankerita Ca(Mg,Fe)(COs)2 Se forma en ambientes sedimentarios y metamorficos. Es
menos comun que otros carbonatos como la calcita o la

dolomita.

Fuente. Adaptado de (Tritlla et al., 2006)

1.2.3 Parametros mecanicos

Los parametros mecénicos de los relaves mineros se relacionan con su capacidad de
soportar cargas y su estabilidad, ademas su resistencia, deformabilidad, cohesién y friccion
mediante la determinacién de parametros como corte directo o compresion triaxial (Ortiz

Bernad et al., 2007), los cuales se pueden cuantificar a través de los siguientes ensayos:
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e Mobdulos de Poisson (ASTM C469) mide la relacion entre la deformacién lateral y
axial que tiene un material, en el caso de materiales de construccion como concreto, la prueba
ASTM C469 es empleada para determinar este coeficiente, mediante cargas axiales y
transversales (Serrano-Guzman & Pérez-Ruiz, 2010).

e Corte directo (ASTM D3080) determina la resistencia al corte de cierto material, en
donde se aplica una carga de corte en una muestra de material para posteriormente medir la
resistencia (Chavez Burgos, 2015).

e Compresion simple sirven para evaluar la resistencia de un material sometido a
cargas de compresion, en esta prueba se aplica una carga axial gradualmente creciente a un
material, lo cual permite evaluar la capacidad del material de soportar una carga excesiva sin
presentar deformacion o fallas (Tierra-Pérez et al., 2020).

e Compresion triaxial UU (ASTM 2850) y CU (ASTM 4767). Las pruebas de
comprension triaxial UU (No Consolidado No Drenado) y CU (Consolidado No Drenado)
permiten determinar la resistencia al corte y deformacién de los suelos, registrando las
respuestas de las muestras a las cargas de corte aplicadas (Escobar Villagébmez & Vasconez

Freire, 2023).

1.3 Técnicas de estabilizaciéon

Las técnicas de estabilizacién aplicadas para relaves mineros se utilizan para mejorar
propiedades fisicas, mecanicas y de resistencia del suelo; ademas, para reducir posibles
riegos ambientales asociados a este tipo de residuos y para ayudar a mejorar la salud de las

comunidades aledafas a sitios mineros (Alarcén et al., 2020).

1.3.1 Técnicas tradicionales o quimicas

Las técnicas de estabilizacion quimica para relaves mineros implican la adicién de

sustancias quimicas para mitigar el efecto de contaminantes y mejorar su resistencia. En este
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tipo de estabilizacion se incluye el uso de materiales como: Cemento, cal, ceniza volante,

yeso, entre otros (Rivera et al., 2020).

e Cemento portland (OPC) es un aglutinante muy utilizado a nivel mundial porque
posee la capacidad de estabilizar una amplia variedad de suelos, aunque es mucho mas
efectivo en suelos arenosos y en suelos arcillosos con indices de plasticidad entre mediano
y bajo (Rivera et al., 2020). Este proceso se realiza por medio de la hidratacién cuya funcion
es cementar las particulas del suelo para generar estabilidad a diferentes cambios de
humedad que ocurren en el ambiente, formando compuestos de silicato calcico hidratado. Se
reduce la carga neta superficial provocando que las moléculas de agua tengan una menor
afinidad del material (Pandey & Rabbani, 2017).

e Cal. La adicion de cal es una de las técnicas mas usadas para estabilizar el suelo. Se
aplica la cal en suelos arcillosos y las particulas pierden la cohesién convirtiendo al suelo en
un material mas granular. Los suelos estabilizados con cal mejoran su calidad y sirven para
construir pavimentos y cimentaciones, cabe recalcar el porcentaje de cal no debe exceder al
8 % (Rivera et al., 2020).

e Cenizas volantes (CV) se clasifican dependiendo del carbon empleado en la
combustién, pero las mas encontradas en los procesos son: cenizas tipo F y cenizas tipo C
(Rivera et al., 2020). Las cenizas tipo F estan compuestas de 6xidos de silicio, aluminio y
hierro; representando un total de 70 % del material y un contenido de éxido de calcio del 10
%, mientras que las cenizas tipo C representan un 30 % 6xido de calcio y altos contenidos de

Oxidos de azufre (SO3) (Rivera et al., 2020).

1.3.2 Técnicas avanzadas o bioldgicas

Las técnicas avanzadas se apoyan de la biotecnologia que emplea organismos para
la obtencion de bienes y servicios (Wilches Florez, 2010). Existen varios tipos de técnicas

avanzadas o biol6gicas, como se observa a continuacion:
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e Precipitacién de carbonatos inducida microbiol6gicamente (MICP) que resulta de
interacciones metabdlicas entre diversas comunidades microbianas con compuestos
organicos o inorganicos presentes en el ambiente (Perito & Mastromei, 2011y Ashraf et al.,
2021). Este proceso se lleva a cabo por bacterias ureoliticas que aumentan la concentracion
de iones de carbonato y calcio en el entorno, lo que ayuda a la formacion de cristales de
carbonato de calcio. Estos cristales pueden formar una matriz cementante que puede mejorar
la resistencia y estabilidad del suelo en cuestién (Castro-Alonso et al., 2019). Las bacterias
sirven de nucleacion para la precipitacion de CaCOs; en el microambiente (Figura 3) (Sarayu

etal., 2014).

Las bacterias que tienen la capacidad de precipitar el carbonato de calcio
(biocementacion) y se han utilizado con éxito son por ejemplo: bacterias del género
Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus (Skevi et al., 2021) y Sporosarcina (Sporosarcina
pasteurii) (Achal et al., 2009). Ademas, existen investigaciones sobre el uso de MICP para la
eliminacion de metales pesados de ambientes contaminados utilizando bacterias ureoliticas
(autéctonas o afiadidas) capaces de tolerar la toxicidad de los metales pesados (Khadim et

al., 2019).

En la figura 4 se representa el proceso durante la precipitacién de carbonato inducida
por uredlisis. Los iones de calcio en la solucion son atraidos por la bacteria a la pared celular
debido a la carga negativa de la misma. Tras la adicién de urea a las bacterias, se liberan
carbono inorganico disuelto (DIC) y amonio (AMM) en el microambiente de las bacterias (A).
En presencia de iones de calcio, esto puede dar como resultado una sobresaturacion local v,
por lo tanto, una precipitacion heterogénea de carbonato de calcio en la pared celular
bacteriana (B). Después de un tiempo, toda la célula se encapsula (C), lo que limita la

transferencia de nutrientes y provoca la muerte celular (De Muynck et al., 2010).



Figura 3

Via de secrecion y precipitacion de biominerales en la célula de una bacteria
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Figura 4

Precipitacion de CaCO3 impulsada por uredlisis

Nota. Adaptado de De Muynck et al (2010).
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Capitulo dos

Metodologia

2.1 Disefio experimental

El disefio experimental que se planted fue una comparacion de un antes y después
del tratamiento de estabilizacién biolégica. Las muestras se realizaron bajo dos métodos de
aplicacion que se describiran posteriormente. Ademas, es necesario mencionar que los

ensayos se realizaron por triplicado y duplicado analitico para obtener datos robustos.

2.1.1 Areade estudio y toma de muestras

La presente investigacion se realizd en la Empresa Minera Lunding Gold S.A. ubicada

en la provincia de Zamora Chinchipe.

Figura 5
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La empresa envio 100 kg de relave a la Universidad Técnica Particular de Loja. Las
muestras se colocaron en un balde, se traspasaron en vasos de precipitacion etiquetados y
se colocaron en la estufa (Marca Memmert, Modelo SFP 500) para su secado a una
temperatura de entre 40-50 C°. Este proceso se realizé en el Laboratorio de Quimica de

Suelos.

2.1.2 Caracterizacion fisica, quimicay mineral6gicamente los relaves mineros

Los parametros fisicos y quimicos se realizaron en el laboratorio de Quimica de
Suelos y en el laboratorio de Ingenieria Ambiental. Se realizé un pretratamiento del relave,
gue consistié en secado y tamizado en el vibro tamiz (Modelo As 200, Marca RETSCH) con
eltamiz N°10 (2 mm), durante 5 minutos. El relave tamizado se empleé para la caracterizacion

de los siguientes parametros.

e pH. Se realizé siguiendo el método ASTM D4972 en el pH-metro (marca Mettler
Toledo y modelo Seven Compact) que se encuentra en el laboratorio de ingenieria ambiental.
Primero se comprobd el funcionamiento del pH-metro mediante la solucion buffer de pH 4 con
un rango de variabilidad de + 0.2 unidades de pH (3.98 — 4.02). En la muestra de relave se
realizé en una relacion 1:2.5 (m/v). Se pes6 10 g de la muestra (< 2mm) en un vaso de
precipitacién de 100 ml donde se agregoé 25 ml de agua destilada. Se agité por 30 minutos en
el agitador horizontal (GFL 3018 y Schudder- Gemini BV) y se precedio a realizar las lecturas
en el pH-metro (Bazan, 2017).

e Conductividad eléctrica (CE). Se bas6 en la norma ISO 11265:1994 en una relaciéon
1:2.5 (m /v). Se agregb 20 g de muestra utilizando vasos de precipitacion de 100 ml y se
afiadié 50 ml de agua destilada. Se agité en el agitador horizontal (GFL 3018 y Schudder-
Gemini BV) por un lapso de 30 minutos. Se filtrd y se ley6 en el conductimetro (SevenCompact

y S230-Basic) (Bazan, 2017).
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e Carbonatos. Se emple6 el método del calcimetro mediante una neutralizacion acida
(Bazan, 2017). Se pes6 1 g de muestra (< 2mm) en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, se
afadio 20 ml de HCI (1), se agit6 y se calentd lentamente hasta su ebullicion. Posteriormente,
se cubrié con una luna de reloj y se afiadié 50 ml de agua destilada y se dej6 actuar por 5
minutos. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente y luego se agreg6 3 gotas del indicador de
fenolftaleina. Por dltimo, se titul6 con NaOH a 1N hasta presenciar un cambio de color de
tonalidad rosa. Con la ecuacién 1 se calcul6 el porcentaje de carbonato de calcio equivalente

(CaCO:s3) presente en las muestras de relave.

CaCOsequivalente % = (“HELSHCLTnooitNaoit) o 05 x 100 Ec.1
gramos de relave

e Granulometria. Se realiz6 por el Sistema unificado de clasificacién de suelos (SUCs)
y se prepar6 la muestra segun la norma AASHTO T 87; ASTM D 2217. Se coloc6 700 g de la
muestra en un recipiente y se cubrié con agua. Se lavé la muestra con la ayuda del tamiz.
Finalmente, se colocé la muestra en el horno a una temperatura de 110°C por un periodo de
24 horas.

e Metales. Se baso6 en el método US EPA 3052 y se realizé la lectura en el equipo de
absorcion atémica de llama (marca Perkin Elmer y modelo AA400) (Bazan, 2017). Para la
determinacion de los metales se coloc6 en 3 tubos de digestion 0.5 g de la muestra del relave,
se agreg0 en cada tubo 3 ml de HF y 9 ml de HNOs. Se coloc6 en la camara y se dejo actuar
por 15 minutos para su digestion. EI mismo proceso se realizé para el blanco. Los tubos se
colocaron en el sistema de digestién de microondas y se dej6 actuar por 45 minutos, se filtré
el contenido en vasos de precipitacion de 25 ml, se afor6 con agua destilada y se tapé la
muestra. Se realizaron los estandares de cada uno de los metales y se leyeron las muestras
en el equipo de absorcion atomica de llama (marca Perkin Elmer y modelo AA400).

e Capacidad de intercambio cationico. Se realizé por el método de saturacién de

acetato de amonio (C,H,NO,) (Bazan, 2017). Se colocaron 50 g de la muestra en un matraz
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de 250 ml, se afiadié 40 ml de acetato de amonio (C,H;NO,), y se taparon los matraces con
parafilm. Se dej6 actuar por 30 minutos, se colocé un embudo con filtro y se afiadié 60 ml de
C,H,NO,. En un matraz de 250 ml se lavo la muestra del relave con 50 ml de alcohol etilico
para eliminar los restos de C,H,NO,. Se afiadié 100 ml de KCI en un embudo con filtro, en
balones Kjeldahl se afiadié 20 ml de la solucién obtenida y 2 ml NaOH 1 N y se destilé en el
equipo (Kjedahl - Novatech) por 5 minutos, cada muestra se coloc6 en vasos de precipitacion
de 25 ml donde se afiadié 2 ml de H:BOs con 0.2 ml del indicador mixto (rojo de metilo al 0.66
% y verde de bromocresol al 0.99 %) en etanol al 95 %. Posteriormente, se titulé con acido
sulfarico (H2S0O4) a 0.02 N.

e Fluorescencia de rayos X (FRX) y difraccion de rayos X (DRX). Las muestras de
relave fueron enviadas al Laboratorio de Geociencias para sus respectivos analisis. Los
resultados del DRX fueron analizados en el programa HighScore Plus, donde se determiné
la composiciéon mineralégica del relave.

e Limites de Atterberg. El limite liquido (LL) se realiz6 segun la norma INEN 691 1982
— 05. Para el ensayo en laboratorio, se utilizé una bandeja de aluminio donde se coloc6 200
g de muestra del relave tamizado con su respectivo tamafio N° 40 (tamafio de poro de 0,425
mm), posteriormente se agregé agua y con la espatula se homogenizé. Se utilizé la base del
equipo Casagrande donde se coloc6 un porcentaje de muestra y se formé6 una media luna de
profundidad de 10 mm. Se hizo un movimiento de arriba hacia abajo con precaucion para
evitar pérdidas de la muestra. Seguidamente, se dieron golpes hasta cerrar el espacio de la
muestra en una serie de golpes que fueron establecidos en un rango de 15 a 20, de 20 a 25,
de 25 a 30 y de 30 a 35. Utilizando la espatula se hicieron dos cortes donde cada parte tuvo
una medida (1,5 mm) y se tomé una muestra de cada lado de derecha e izquierda. Las dos
partes extraidas se colocaron en diferentes vasos de precipitacion, se pesaron las muestras
y se colocaron en la estufa (Memmert, Modelo SFP 500) por 24 horas a 110 °C. Para

determinar el grado de humedad de la muestra.
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El limite plastico (LP) se realiz6 segin la norma INEN 692 1982 — 05. Para determinar
el LP se utilizé un plato de porcelana, se agregd 200 g de la muestra de relave y se afiadio
agua destilada hasta homogenizar. Se formé una esfera para observar su plasticidad, se tomé
un porcentaje de muestra y se coloco en una placa de vidrio esmerillado, se formé un rollo en
forma de mina de esfero de 3 mm, se dividi6 la muestra en 6 partes iguales y se colocé en
cada vaso de aluminio para llevarlo a la estufa (Memmert, Modelo SFP 500) a 110°C para su

secado por 24 horas.

e Humedad del relave. Se realiz6 en base a la norma NTE INEN-ISO 11461. Se
colocaron muestras de relave en vasos de precipitacion donde se midié la masa. Estos vasos
se colocaron en una estufa (Memmert y GmbH CO. kg SFP 500) a 110°C por 120 horas y se
registro el peso de la masa seca para posteriormente visualizar porcentaje de humedad.

e Compresion triaxial UU (ASTM 2850) y CU (ASTM 4767). Para determinar la
compresion triaxial se utilizaron 6 probetas remoldadas por muestra cuyas dimensiones
fueron un diametro de 5 cm y una altura 10 cm. Se determiné la densidad del relave para
determinar su compresion, se triturd la muestra en particulas pequefias y se colocd en un
tubo muestreador metalico. Se colocaron cuatro capas de muestra una al inicio y otra a la
mitad, dos al final, con el martillo se compact6é cada muestra verificando que se apliquen 25

golpes. Se desmoldo la probeta y se registré el peso de cada probeta.

2.1.3 Aplicacién y evaluacion de la MICP utilizando Sporosarcina pasteurii en relaves

Se trabajé en condiciones de esterilidad, por lo tanto, todo el material se autoclavé
(matraz Erlenmeyer, probeta, puntas, medio nutriente, urea, entre otros). Se prepararon los
siguientes reactivos: (a) Urea (1M), se pes6 100 g de urea y se agreg6é 500 ml de agua
destilada y se agitdé para obtener una mezcla homogenizada. En la cabina de flujo laminar

(ESCO, Modelo AC2-4E2) se utilizé una jeringa y un filtro de jeringa de polipropileno de 0.45
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um (CHMLAB Group-Filter LAB) para obtener una urea estéril. (b) Nutrient broth o caldo

nutriente, se pes6 13 g y se diluy6 en 1 litro de agua destilada) y se esterilizé en la autoclave.

c) La bacteria Sporosarcina pasteurii se adapté a condiciones de metales pesados,

especificamente en: Cloruro de mercurio, nitrato de plomo y solucién de cadmio.

En el caso de Sporosarcina pasteurii se realizé la cinética celular, para conocer el
crecimiento microbiano. Esto permitié conocer el tiempo donde la bacteria alcanza su fase

exponencial donde los microrganismos se multiplican a gran velocidad.

En cuanto al relave, se elaboraron probetas remoldadas considerando la densidad y
rigiéndose a las normas de la empresa Minera Lunding Gold S.A. Se aplicd la densidad a

cada probeta a 1.72 g/ml cumpliendo lo establecido de la empresa minera.

El proceso de aplicacion del tratamiento de estabilizacion se realiz6 en los dos
métodos en el M1 que es de irrigacién el cual aqui la probeta esta formada y seca,
posteriormente se afilade 15 ml de inoculo por medio de una pipeta y 15 ml de sustancia
cementante (cloruro de calcio), y el método M2 el proceso fue por mezclado donde se utilizé
un recipiente y agregamos 824.568 g de la muestra y 50 % de agua destilada y el 50 % de
inoculo y sustancia cementante (cloruro de calcio). Una vez mezclada la muestra se realizé

armar las probetas.

La aplicacion se realizé siguiendo lo propuesto por Omoregie (2016), se inoculé la
bacteria en dos ocasiones (a las 24 horas) en cada probeta de relave. Se agreg6 15 ml de la
sustancia cementante (cloruro de calcio 1N), durante 5 dias cada 8 horas y cada 24 horas se

afiadié 15 ml de la bacteria por probeta.

Las probetas se mantuvieron por un periodo de latencia de 14 dias, posteriormente,
se desmoldd y se cuantificaron los pardmetros de control (pH, conductividad eléctrica,

carbonatos, capacidad de intercambio catiénico, andlisis de metales, bases intercambiables,
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fluorescencia de rayos X y difraccién de rayos X), que son las variables con las que se

evaluaron la eficiencia de la bioestabilizacion aplicada al relave.
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Capitulo tres

Resultados y discusidn

3.1 Analisis de resultados

Se presentan los resultados de los parametros realizados que son: conductividad
eléctrica, pH, textura, carbonatos, comprensién simple, capacidad de intercambio catidnico,
granulometria, humedad del relave, Limites de Atterberg (limite plastico, limite liquido),

cuantificacién de metales y difraccién de rayos X.

3.1.1 Conductividad Eléctrica (CE)

En la figura 6 se visualiza los resultados de la conductividad eléctrica (CE) del relave.
Antes del tratamiento se inici6 con un promedio de 1.7 mS/cm y después de aplicado el
tratamiento se observo en la primera muestra estabilizada por el método de irrigacion su
promedio es de 451.0 mS/cm y en el segundo método por mezclado su promedio es de 947.8

mS/cm donde se verificd que la conductividad eléctrica aument6 con el tratamiento aplicado.

Figura 6

Conductividad eléctrica del relave
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Nota. La figura sefiala comparativamente los resultados de conductividad eléctrica de la muestra no
estabilizada (sin tratamiento), estabilizada por irrigacion, bacteria y fuente de calcio (M1) y estabilizada
el relave por mezclado de la bacteria y fuente de calcio (M2). Los datos corresponden a los valores

medios de los triplicados + DE (n=6).

En la técnica de precipitacion de carbonatos inducida microbiologicamente (MICP),
ocurre una serie de reacciones en medio acuoso denominandose: 1) hidrolisis enziméatica de
urea, 2) equilibrio del amoniaco en agua, 3) equilibrio del acido carbdnico y 4) precipitacion
del carbonato (Bhattacharya et al., 2018; Camilo & Marulanda, 2022; Tamayo-Figueroa et al.,
2019). En los procesos intermedios de la hidrélisis (1) se forman iones de amonio y dioxido
de carbono, provocando el aumento de sales en las muestras de los suelos estabilizados.
Por otro lado, como un liquido cementante y fuente de calcio para las bacterias se suministrd
cloruro de calcio, el cual es una solucidn salina que podria haber inducido en el aumento de
las sales y consecuentemente, la conductividad eléctrica (Harkes et al., 2010; Sharaky et al.,
2018). En la figura 6 se muestran los resultados de conductividad eléctrica, siendo notable su

aumento en las muestras estabilizadas.

3.1.2 pH

Los resultados obtenidos en el analisis de pH del relave se muestran en la figura 7.
Antes del tratamiento tuvo un valor de 8.21 (alcalino). En la muestra estabilizada del primer
método por irrigacion (M1) se obtuvo un promedio de 7.78 (alcalino) y, del segundo método
por mezclado (M2), un valor promedio de 7.63 (alcalino). Lo que significa porcentajes de

disminucion del 5.23 % en la muestra M1 y en la muestra M2 7.064 %.
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Figura 7

Determinacion del pH por el método analitico
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Nota. La figura sefiala comparativamente los resultados de pH de la muestra no estabilizada (sin
tratamiento), estabilizada el relave por irrigacion de la bacteria y fuente de calcio (M1) y estabilizada
con mezcla de relave, bacteria y fuente de calcio (M2). Los datos corresponden a los valores medios

de los triplicados + DE (n=6).

En la serie de reacciones de la técnica MICP (mencionadas en el aparatado 3.1.1), en
la fase de equilibrio de amoniaco, aparte de formarse amonio también se produce iones de
hidroxilo lo cual aumentaria el pH de las muestras tratadas. Sin embargo, Camilo & Marulanda
(2022) explican que el pH puede llegar a disminuir en la etapa inicial de curado debido a los
acidos organicos producidos por el metabolismo de la bacteria. Este hecho podria indicar en
gué etapa de la técnica MICP se encontraban la mayoria de cepas bacterianas de las
muestras tratadas del relave, siendo la fase inicial de hidrélisis de la urea la mas acorde con

los datos obtenidos.

3.1.3 Carbonatos

La concentracion de carbonatos se grafica en la figura 8. La muestra sin tratamiento

tiene un valor de 17.6 % y después del tratamiento biolégico, 15.9 % en el primer método de
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irrigacion y 16.6 %, en el segundo método por mezclado. Existiendo una minima disminucion,

pudiendo indicar que este parametro no se ha visto afectado por la estabilizacién biolégica.

Figura 8

Carbonatos del relave
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Nota. La figura sefiala comparativamente los resultados de carbonato de calcio de la muestra no
estabilizada (sin tratamiento), estabilizada por irrigacion, bacteria y fuente de calcio (M1) y estabilizada

el relave por mezclado de la bacteria y fuente de calcio (M2). Los datos corresponden a los valores

medios de los triplicados + DE (n=6).

Continuando con las reacciones del MICP, como ultima reaccioén, los iones de
carbonato y los iones de calcio precipitan en forma de cristales de carbonatos de calcio
cumpliéndose asi la estabilizacion biologica (Cheng & Cord-Ruwisch, 2012). Sin embargo,
anteriormente se sefialé que el pH podria indicar que las muestras tratadas no culminaron
todas las etapas de la técnica MICP vy, por lo tanto, la precipitacion de carbonatos no llegé a
producirse. En la figura 8 se muestra que no existe aumento en ninguna de las muestras

tratadas, sino que, al contrario, se mantienen en un valor proximo al de la muestra no tratada.
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3.1.4 Capacidad de intercambio catidnico

En la figura 9 se verifica la concentracion de la capacidad de intercambio cationico
(CIC). Antes del tratamiento del relave se obtuvo un promedio de 7.67 meg/ 100g. Las
muestras tratadas por método 1 y método 2 disminuyeron con valores de 2.34 y 4.27
meq/100g, respectivamente. Segun FAO (2024), valores bajos de CIC, indican que el suelo:
perdi6 la capacidad de retener nutrientes, incrementé el tamafio de sus particulas y el pH

disminuyd, coincidiendo con los datos anteriores.

Figura 9

Capacidad de intercambio catiénico del relave
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Nota. La figura sefiala comparativamente los resultados de capacidad de intercambio catiénico de la
muestra no estabilizada (sin tratamiento), estabiliza la muestra por irrigacion, bacteria y fuente de calcio
(M1) y estabilizada la muestra por mezcla de la bacteria y fuente de calcio (M2). Los datos

corresponden a los valores medios de los triplicados + DE (n=6).

La capacidad de intercambio catiénico se puede definir como la capacidad del suelo
de retener cationes intercambiables y por lo tanto una mayor CIC, una mayor retencion (Meter

et al., 2019). Este parametro se relaciona directamente con el pH, debido a que al aumentar
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de pH también incrementa la CIC (Camilo & Marulanda, 2022). Dicho lo anterior, las muestras

tratadas por los dos métodos (M1 y M2) tienen una baja retencion de cationes intercambiables

en comparacion a la muestra no tratada.

3.1.5 Fluorescencia de rayos X (FRX)

El andlisis FRX permite conocer la composicion quimica elemental. En la siguiente
figura se muestra los compuestos mayoritarios (>1%) y minoritarios (0.1% - 1%). Se identifico
gue la mayor concentracion en la composicion del relave es el 6xido de silicio (SiO2) con un

74.1%, el cual corresponde al mineral cuarzo.

Figura 10

Compuestos mayoritarios y minoritarios de las muestras
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Nota. La figura sefiala comparativamente los resultados de los compuestos mayoritarios y minoritarios
de la muestra no estabilizada (sin tratamiento), estabilizada por irrigacion, bacteria y fuente de calcio

(M1) y estabilizada el relave por mezclado de la bacteria y fuente de calcio (M2).

Por otro lado, después del tratamiento disminuy6 el 6xido de silicio (SiO.), el 6xido de

aluminio (Al2O3) en los dos métodos de aplicacion (M1 y M2). Siendo los valores de la muestra
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del M2, los méas bajos. También, el 6xido de potasio (K>O) disminuye, pero en menor medida,
un 2.4% en M1y un 20.2% en M2. Cabe recalcar que en el método por mezclado (M2) el
porcentaje de CaO (1.16%) es mayor al suelo de relave no tratado (1%) y al tratado por el M1
(0.92%). En el proceso de la técnica MICP (equilibrio del amoniaco) se forman hidroxilos (OH"
) los cuales al entrar en contacto con la solucion cementante (Cloruro de calcio) se podria
haber dado una las reacciones necesarias para formar el 6xido de calcio (Camilo &

Marulanda, 2022).

Con respecto a las trazas (<0,1%), se encuentran: titanio, manganeso, cobre y zinc en

la siguiente figura.

Figura 11

Compuestos trazas de las muestras
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Nota. Composicién quimica de la muestra.

En el caso de los compuestos traza, se evidencia el aumento de los valores en las
muestras estabilizadas, siendo mas notable la muestra del método de irrigacién (M1). Este
hecho no quiere decir explicitamente que las concentraciones en las muestras tratadas hayan

aumentado, sino que, al disminuir las concentraciones de los compuestos mayoritarios y
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minoritarios, los elementos trazas tuvieron mayor peso. Dicha premisa se fundamenta en que
no existié fuentes de alimentacion de titanio, manganeso, cobre ni zinc; pero si del calcio y

por eso, su incremento.

3.1.6 Difraccién de Rayos X (DRX)

El andlisis de DRX identifica minerales y aleaciones en base a la estructura interna del
material. A continuacion, se presenta los diferentes porcentajes de los minerales de las

muestras de relave.

Figura 12

Composicion mineralégica del andlisis DRX
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Nota. La figura sefiala comparativamente los resultados del andlisis DRX de la muestra no
estabilizada (sin tratamiento), estabilizada por irrigacion, bacteria y fuente de calcio (M1) y estabilizada
el relave por mezclado de la bacteria y fuente de calcio (M2). La circunferencia interior (0 mas pequefio)
representa la ‘Muestra no estabilizada’; la circunferencia intermedia, la ‘Muestra estabilizada M1’ y; la

circunferencia exterior (0 mas grande), la ‘Muestra estabilizada M2’.

Este andlisis es un pardmetro de verificacion y sustento de los datos de FRX. Este

hecho se refleja en que la muestra no estabilizada tenia un contenido mineralégico del 100%
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de 6xido de silicio (cuarzo) y en las muestras tratadas disminuye: en M1 se obtiene 93% y en

M2, 40%. Lo cual verifica la disminucion 6xido de silicio (SiOz) en el analisis FRX.

Como anteriormente se ha mencionado, esta disminucién de porcentaje no significa
qgue la concentracibn se haya reducido, sino que otro compuesto ha aumentado su
concentracion, en este caso, el carbonato de calcio (CaCOs). Esto se sustenta por la fase
final de la técnica MICP, en donde ocurre la precipitacion de carbonatos calcicos (Camilo &
Marulanda, 2022). En la muestra M1 se obtiene 7% de CaCOsy en la muestra M2, un 60%,
esta gran diferencia demuestra que el método de mezclado (M2) propicia mejores resultados,
pudiendo ser porque en el M2 existe un mayor contacto de las particulas del relave con las

bacterias.

3.1.7 Sistema Unificado de Clasificacion de suelos (SUCS)

A partir de los lineamientos del SUCS se pudo clasificar el suelo del relave en estudio. Los

lineamientos considerados son dos: los limites de Atterberg y el analisis granulométrico.

3.1.8 Limites de Atterberg

En la siguiente figura se muestra los resultados del andlisis de los limites de Atterberg.
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Figura 13

Limites de Atterberg
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Nota. Se muestra la distribucion de valores de los limites de Atterberg con respecto a la muestra sin
tratamiento y las muestras tratadas (M1 y M2). Siendo M1 estabilizada por irrigacién, bacteria y fuente

de calcio y M2, estabilizada por mezclado de la bacteria y fuente de calcio.

El Limite Liquido (LL) hace referencia a la tendencia del suelo en comportarse como
un cuerpo liquido en presencia un determinado porcentaje de agua y, el Limite Plastico (LP),
a la tendencia del suelo en comportarse como un cuerpo plastico en presencia un
determinado porcentaje de agua. Y, por ultimo, el indice de Plasticidad (IP), sefiala un rango
de humedad en el cual el suelo se comporta como un cuerpo plastico, siendo suelos muy

plasticos los que tienen valores altos de IP (Universidad de Chile INACAP, 2014).

En las muestras estabilizadas, tanto por M1 y M2, disminuye el limite liquido en un
9.2% en el M1y un 12.4% en el M2. Asi mismo en el IP se da un decrecimiento de: 54.1% en
el M1y un 80.6% en el M2. Por el contrario, el limite plastico aumenta, siendo este valor el

responsable de la disminucién del IP.

Segun la clasificacién de los valores del IP en un informe de la Universidad de Chile

INACAP (2014), el relave sin tratar era un suelo ‘débilmente plastico’, es decir, de una
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considerable deformacién ante la presencia del agua. Posterior al tratamiento por la técnica

MICP, tanto la muestra del M1y M2 se convirtieron en suelos ‘ligeramente plasticos’, es decir,

suelos con mayor resistencia. Aun asi, los valores de IP de las muestras estabilizadas

muestran una notable variabilidad, en el M1 se alcanza un 4.03% y en el M2, un 1.7%,

obteniéndose mayor reduccion de plasticidad en el M2. En vista de ello, el método de

aplicacion por mezclado (M2) es el que tiene mejor efecto.

3.1.9 Analisis granulométrico

En la figura 14 se grafica la carta de plasticidad, en donde se emplea los valores de

los limites de Atterberg.

Figura 14

Carta de plasticidad de la muestra de relave
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Nota. La carta de plasticidad es un sistema de coordenadas cartesianas que clasifica las arcillas y

limos, mediante la linea A, dada por una ecuacién presente en la norma ASTM D 2487 93. Las demas

lineas subclasifican las arcillas y limos.
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A partir de los valores de los limites se establecié el punto ‘Muestra relave’ (sin
tratamiento) y muestras M1y M2 (muestras tratadas). La ‘Muestra relave’ se situ6 en la zona
‘Cl u OL’ que indica que son Arcillas Inorganicas de Baja Plasticidad (CL) o Limos y Arcillas
Orgénicas de Baja plasticidad (OL). Para clasificar la muestra de relave entre CL u Ol, se
determind si el suelo es organico o no. En este caso se empleé la ecuacién ‘Organico’ de la

norma ASTM D 2487-93.

(" LL — sec ado al horno !
<075 =
[ LI — no sec ado J

Organico |
Ec.2

Obteniéndose un resultado mayor a 0.75, indicando que la muestra del relave es
inorganica y, por lo tanto, pertenece al grupo de las Arcillas Inorganicas de Baja Plasticidad

(CL).

Para los suelos tratados: ‘Muestra M1’ y ‘Muestra M2’ se realizd6 el mismo
procedimiento para determinar su clasificacion segun SUCS. En la figura 11 se muestra sus
puntos respectivos, siendo diferente el simbolo de clasificacion tanto para ‘Muestra M1’ como
‘Muestra M2'. En la ‘Muestra M1’, se determin6 que est& en el grupo intermediario de CL-ML
(CL, Arcillas Inorganicas de Baja Plasticidad y ML, Limos inorgéanicos polvo de roca, limos
arenosos o arcillosos ligeramente plasticos). En cambio, la ‘Muestra M2’ se situa en los
grupos de ML 0 OL, siendo ML al ser un suelo inorganico. Siguiendo con el analisis
granulométrico, se planteé la siguiente tabla en base a las directrices de la norma ASTM D

2487-93 con el fin de obtener un nombre mas especifico para las tres muestras.

Tabla 3

Clasificacion SUCS de las muestras de relave

Nombre Simbolo Nombre del
Caracteristicas
muestra grupo grupo
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IP>7 y puntos <30% <15%
Muestra
CL en, 6 sobre linea retenidoenla retenidoenla Arcilla ligera
relave
malla N° 200. malla N° 200.
4< IP<7 y punto <30% <15%
Muestra
CL-ML en o sobre la retenidoenla retenidoenla Arcilla Limosa
M1
malla N° 200. malla N° 200.
IP< 4 o punto <30% <15%
Muestra
ML debajo de la retenidoenla retenidoen la Limo
M2

malla N° 200.

malla N° 200.

Nota. La tabla presenta las caracteristicas que cumplieron segun la norma ASTM D 2487-93 para

definir el nombre especifico dentro los grupos.

Finalmente, segin SUCS, se determind que la muestra de relave sin tratamiento es

‘Arcilla ligera’ perteneciente al grupo CL, la ‘Muestra M1’ es ‘Arcilla Limosa’ del grupo CL-ML

y la ‘Muestra M2’ es Limo del grupo ML. A partir de los resultados, se muestra que en la

muestra tratadas ha habido un aumento en el tamafio de las particulas, pasando de arcillas

a limosas, siendo la ‘Muestra M2’ de aplicacién de mezclado, la que tiene un mejor resultado.

3.1.10 Bases intercambiables

Las bases intercambiables estan compuestas por calcio, sodio, magnesio y potasio,

como se puede observar en la figura 14. Segun el andlisis mostr6 un aumento de

concentracion de calcio y potasio en los dos métodos aplicados y, un decrecimiento en las

bases de magnesio y sodio.
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Figura 15

Valores de las bases intercambiables (Mg2+, K+, Na+ y Ca2+)
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Nota. La figura sefiala comparativamente los resultados de las bases intercambiables de la muestra
no estabilizada (sin tratamiento), estabilizada por irrigacion de relave, bacteria y fuente de calcio (M1)

y estabilizada el relave por mezclado de la bacteria y fuente de calcio (M2).

La muestra no tratada ya contaba con una considerable concentracion de cal lo cual
incide en que su pH sea alcalino desde un inicio. La sustancia cementante que actué como
fuente de calcio para que las bacterias precipiten el carbonato de calcio fue el cloruro de
calcio. Por otro lado, en la técnica de MICP ocurre un proceso de precipitaciéon en donde los
iones de carbonato precipitan con las bases 0 metales divalentes, que en este caso podria
haber sido el magnesio (Camilo & Marulanda, 2022). Dicho esto, el lavado con la solucién
salina podria haber movilizado estos precipitados y disminuir su concentracion, como se

presenta en la figura 15.



37

3.1.11 Andlisis de metales

En el andlisis de metales se puede constatar que la concentracion de metales pesados
(Cu, Fe, Ni, Cd, Zn) antes del tratamiento fue mayor y que posterior al tratamiento bioldgico,

se obtuvo una disminucién en la cuantificacion de metales pesados.

Figura 16

Concentraciones de metales (Cu, Fe, Niy Cd)
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Nota. La figura sefiala comparativamente los resultados de los metales de la muestra no estabilizada
(sin tratamiento), estabilizada por irrigacién de relave, bacteria y fuente de calcio (M1) y estabilizada el

relave por mezclado de la bacteria y fuente de calcio (M2).

Los metales cobre, hierro y niquel son de valencia variable, pudiendo ser divalente.
Esta caracteristica los hace propicios para reaccionar con los iones de carbonatos y precipitar
(Camilo & Marulanda, 2022). En este estudio, amenoran notablemente las concentraciones
de cobre y niquel. En cambio, el hierro y cadmio muestra un comportamiento de incremento,

dando a entender que es por la disminucion de los otros metales y no por el aumento de
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concentracion, debido a que no existi6 fuentes de alimentacion compuestas por estos

metales.

Por otro lado, Tamayo-Figueroa et al. (2019) mencionan que se han dado estudios
para remediar metales pesados en agua y suelo a través de la técnica MICP. En estos
estudios se aislaron microorganismos con capacidad de MICP y resistentes a los metales.
Los metales no pueden biodegradarse ni destruirse, por ende, la técnica MICP propicia una
transformacién en su estado fisico o quimico de los metales, provocando una inmovilizacion

microbiana de los metales (Dixit et al., 2015; Hamdan et al., 2011; Olaniran et al., 2013).

3.1.12 Compresiéon Simple

El analisis de las resistencias de las muestras se las llevé a cabo mediante la

compresion simple. Los resultados de las muestras se presentan en la figura 17.

Figura 17

Resultados de compresion simple
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Nota. La figura indica comparativamente los resultados del andlisis de compresion simple de la muestra
(sin tratamiento), estabilizada por irrigacién de relave, bacteria y fuente de calcio (M1) y estabilizada el

relave por mezclado de la bacteria y fuente de calcio (M2).
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La compresién simple es un parametro concreto que muestra la maxima tensién que
puede soportar los suelos ante una fuerza uniaxial. En la figura se observa que un crecimiento
en las maximas tensiones del suelo, indicando mejoria de 94.5% en M1y de 337.5% en M2.
En el documento basico DB-SE-Cimientos (Ministerio de Fomento, 2019) clasifica a las
arcillas por su consistencia siendo: la ‘Muestra relave’ un suelo con consistencia ‘Firme’, la
‘Muestra M1’ un suelo ‘Muy firme’ y la ‘Muestra M2’ un suelo ‘Duro’. Asi mismo, para el tipo
de suelo se obtienen que: la ‘Muestra relave’ es un suelo entre blando y compacto, la ‘Muestra
M1’ un suelo compacto o duro y la ‘Muestra M2’ un suelo considerado como roca blanda.

Obtenido mejores resultados la muestra de suelo por el método mezclado (M2).

3.2 Discusion de resultados

Los relaves mineros tienen presencia de minerales no recuperados y reactivos
empleados en el proceso de beneficio, por lo tanto, su estabilizaciébn es necesaria para
proteger la integridad fisica de las personas, la naturaleza y el entorno socio-cultural (Espin
et al., 2017). En el presente estudio se evalué un método de estabilizacion biolégica: la
Precipitacibn de carbonatos inducida microbiologicamente (MICP) por la bacteria

Sporosarcina pasteurii; el cual resulta factible econémica y ambientalmente.

El estudio de Omoregie (2016) menciona que no solo el pH es un parametro de control
sino también la conductividad eléctrica. Para analizar la actividad de la ureasa se realiza el
método de la conductividad, en donde se evaltan los cambios de la CE. En la fase de la
hidrolizacion de la urea se generan iones de amonio y carbonatos, aumentando la CE. En el
caso de estudio se verifica que las muestras estabilizadas tuvieron una considerable variacion
en la conductividad, indicando una gran actividad enzimatica y, por lo tanto, las muestras se

encontraban en un proceso de estabilizacion.

El pH inicial de la muestra fue de 8.208 indicado que el suelo es alcalino. Sin embargo,

Kaur et al. (2016) menciona que el pH con el que hubo mayor crecimiento de cepas



40

bacterianas fue el pH 10, antes que el de 11y 12, siendo este valor cercano al del estudio.
Por lo tanto, el medio (muestra de relave) donde se realizé el tratamiento era 6ptimo para la
técnica MICP. El suelo en estudio de (Omoregie et al., 2019) tenia un pH de 7.10 y al final de
periodo de incubacion (curado) obtuvo un pH entre 9.2 a 9.3. Asi mismo, en la investigacion
de (Camilo & Marulanda, 2022)trabajaron con distintas bacterias ureoliticas, inicialmente
obtuvieron un pH entre 7 a 7.2 y terminado el periodo de curado, valores de 8.8 a 9. En la
presenta investigacion el pH no asciende, coincidiendo con la premisa de Camilo & Marulanda
(2022). Mencionan que el aumento del pH puede tardar mas tiempo en darse que la
generaciéon de amonio a causa de la neutralizaciéon de acidos organico por los hidroxilos
producidos en la uredlisis. Siendo esta una fase inicial de la técnica MICP, por ende, la

estabilizacion biolégica podria no haberse culminado.

En el estudio de Kaur et al. (2016) se evalud la precipitacién de carbonatos con un
flujo de diéxido de carbono en bacteria ureoliticas, dando como resultado que un pH alcalino
de 10 influye ligeramente mas en la precipitacion de CaCos que con pH mas altos.
Anteriormente se mencioné que debido al no aumento de pH, la estabilizacién podria no

haberse completa y, en consecuencia, afectar el nivel de carbonatos.

Omeregie (2016) indica que en su estudio que la granulometria es una base
fundamental para verificar la resistencia del relave, porque no depende de la cantidad de
calcita presente en la muestra si no de la estructura en base de la permeabilidad. Al disminuir
la permeabilidad, induce a que la alimentacion del fluido sea dificil de circular, por ende, hay
acumulaciones de compuestos quimicos en los poros del relave provocando dificultades a la
supervivencia de la bacteria Sporosarcina pasteurii. Cabe recalcar que al disminuir la
permeabilidad influye positivamente para la precipitacion de calcio, debido que este mineral

se va acumular.

La presencia de sales podria incidir en el tratamiento bioldgico, debido a que altas

concentraciones de sales afectaria la alimentacion del microorganismo y, consecuentemente,
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la eficiencia del tratamiento (De Muynck et al., 2010b; Dhami et al., 2016; Whiffin et al., 2007);
siendo la solucion de cloruro de calcio una fuente de estas sales Aun asi, siguen dandose
estudios para conocer mas sobre estas reacciones (Cardoso et al., 2018). En la muestra del
relave sin tratamiento no se presentan altas concentraciones de sodio, sin embargo en las
muestra tratadas existen disminucion de esta base, por lo podria haberse asimilado en la

alimentacion de las bacterias, provocandose una interferencia en el tratamiento.

La técnica MICP ha sido considerada como un método de biorremediacién debido a
la formacion de carbonatos metdlicos. Cuando los iones de carbonatos se unen con los
metales, estos elementos cambian de metales solubles a insolubles, provocando disminucién
en su toxicidad al tener menor biodisponibilidad (Achal et al., 2011; Anbu et al., 2016).
Ademas, los carbonatos metalicos producidos en técnica MICP adquieren baja solubilidad en
el agua, impidiendo la liberacién de metales pesados en el ambiente (Tamayo-Figueroa et al.,
2019). En los estudios de Elzinga & Reeder (2002), Paquette & Reeder (1995) y Reeder
(1996) demuestran que los metales divalentes como el cadmio, cobalto, cobre, niquel, plomo
y zinc se pueden acoplar a diferentes zonas de la superficie del carbonato de calcio. Mugwar
& Harbottle (2016) decriben la capacidad de la bacteria Sporosarcina pasteurii para la
eliminacion de metales pesados en sistemas acuosos aerobicos, obteniendo porcentajes de

remocion del: 100% en plomo y cadmio, 65 al 100% en zinc y, del 10 al 100% en cobre.

Sin embargo, la misma presencia de estos metales y metaloides puede afectar el
crecimiento bacteriano y la eficiencia del MICP (Tamayo-Figueroa et al., 2019). Por ende, es
importante una fase previa de adaptacion, lo cual en este estudio fue una pieza clave para la

disminucion de cobre y niquel.

En el estudio de Zomorodian et al. (2019) se aplica la técnica MICP en suelos
arenosos con concentracion media de silice. En su andlisis de resistencia al corte muestran
gue el suelo adquiere mayor resistencia a los 28 dias de curado y, por el contrario, la menor

resistencia entre los 3, 7 y 14 dias. Asi mismo, Bhutange et al., (2020),aplicaron un
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tratamiento bioldégico en suelo arenoso y cemento, donde las mejores resistencias se
alcanzaron a los 28 dias de curado. En el presente trabajo, el tiempo de curado fueron 14
dias, obteniéndose una considerable mejora en la resistencia de los suelos tratados (méx.
tension, M1=303,9 Kpa y M2=759,92Kpa) en comparacion al relave (méx. tensiéon 173,71
Kpa). Dicha mejora podria atribuirse al tempo prolongado de tratamiento, sin embargo, a los

28 dias podria haberse mejorado alin mas.
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Conclusiones

Los parametros control que determinaron la estabilizacion bioldgica en el relave del
presente estudio son el aumento de la conductividad eléctrica, del calcio considerado como
base intercambiable, la resistencia, también, la disminucién del indice de plasticidad y la
concentracion de los metales y, por ultimo, el cambio de granulometria segin SUCS. Estas
variaciones en los parametros demuestran que existi6 mejoria en los suelos tratados por la

técnica MICP.

El tratamiento fue aplicado por dos métodos: irrigacion (M1) y mezclado (M2),
obteniéndose los mejores resultados en el método 2 en los pardmetros: 1) en conductividad
eléctrica aument6 a 947.8 mS/cm, 2) en Difraccion de Rayos X (DRX) el carbonato de calcio
aumentd a 60%, 3) en el indice de plasticidad, su valor disminuyé a 1.7%, 4) el suelo se
transform6 a Limo, seguln el Sistema Unificado de Clasificacion de Suelo (SUCS) y 5)

compresion simple, en donde la maxima tensién es de 759.9 kPa.

La disminucién del pH no significa que la estabilizacién no se cumpla debido a que la
conductividad eléctrica fue otro pardmetro de control el cual nos indica que la estabilizacién
se esta realizando. No obstante, el aumento del pH podria no haberse dado por encontrarse
la mayoria de las bacterias en una etapa en donde se generan sustancias organicas del
metabolismo que interfieren con el incremento del pH. Esta etapa se da al principio del
tratamiento, por lo que es posible que las muestras hayan requerido mas tiempo de curado

(<14 dias).

La precipitaciéon de carbonatos es la etapa final del tratamiento y la cual provoca la
cementacion en el suelo. En este caso hubo precipitacion de carbonatos metalicos debido a
la disminucién considerable de los metales: cobre, hierro y niquel. Este hecho indica que la
técnica MICP a parte de mejorar la resistencia de un relave minero puede biorremediar los

metales pesados.
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Recomendaciones

La capacidad de intercambio catiénico es un parametro importante en estabilizacion
biolégica por la técnica MICP, debido a que se relaciona directamente con el pH y los cationes
intercambiables (necesarios en la precipitacion de carbonatos). Por lo tanto, incrementar el
CIC seria un factor relevante de apoyo, en ese caso inducir el contenido de materia organica
en el suelo podria ser es una opcion viable, a través de la aplicacion de cantidades de abono

u otras fuentes.

En algunos estudios se planteaban otros tiempos de curacibn mas prolongados
siendo, en la mayoria de ellos, el periodo de 28 dias en donde existian un mayor contacto
con las particulas y se obtenian las mejores resistencias. Por lo tanto, se recomiendo

experimentar con otros periodos de curado de mayor duracion.

Para obtener una estabilizacion biolégica con mayor eficacia seria importante
complementar con diferentes técnicas de estabilizacion, verificar constantemente la
temperatura, y en cuanto al pH que tenga un rango alto de entre 7.1y 8.5 ya que esto favorece

a la calcificacion del bicarbonato generado.

Para las reacciones enzimaticas como la hidrdlisis de la urea por ureasa dependen
de la temperatura, por lo tanto, se debe estar entre 20 a 37 °C para favorecer la hidrdlisis de

la ureasa.
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Apéndice

Apéndice A. Analisis de pH

Figura Al.

Evidencias fotograficas del analisis del pH.

Nota. Las fotografias muestran el proceso para analizar el pH en el laboratorio.
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Apéndice B. Analisis de carbonatos

Figura B1.

Evidencias fotogréficas del analisis de los carbonatos

Nota. Las fotografias muestran el procedimiento realizado para analizar los carbonatos en
laboratorio.
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Apéndice C. Analisis de compresion simple

Figura C1.

Evidencias fotograficas del andlisis de compresion simple

Nota. Se muestra el proceso para analizar la compresién simple de la muestra no estabilizada
(bandeja roja), muestra tratada por método de irrigacion (bandeja azul claro) y, muestra tratada

por método de mezclado (bandeja azul oscuro).
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Apéndice D. Analisis conductividad eléctrica

Figura D1.

Evidencias fotogréficas del analisis de la conductividad eléctrica del suelo.

Nota. Se muestra el proceso para analizar la conductividad eléctrica en el laboratorio.

Apéndice E. Andlisis de CIC
Figura E1.

Evidencias fotograficas del analisis de la capacidad de intercambio catiénico del suelo
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Nota. Se muestra el proceso para analizar la capacidad de intercambio catiénico en el
laboratorio.

Apéndice F. Preparacion de bacteria
Figura F1.

Evidencias fotograficas de la preparacion de la bacteria

Nota. Las fotografias muestran los materiales necesarios para la inoculacion de la bacteria
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Apéndice G. Andlisis del indice de plasticidad (Limites de Atterberg)
Figura G1.

Evidencias fotogréficas de la determinacion de los limites de Atterberg

4 s ) : e "\'. : .‘
Viaer a3 0 S

Nota. Las fotografias muestran los materiales empleados para la determinacion del indice de
plasticidad de todas las muestras.
Apéndice H. Periodo de curado
Figura H1.

Evidencias del procedimiento de andlisis granulométrico
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Nota. Las fotografias muestran los materiales empleados para el andlisis granulométrico.

Apéndice |. Periodo de curado

Figura I1.

Evidencias fotogréficas del periodo de curado
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Nota. Las fotografias muestran el proceso de curado (5dias) para cumplir con la estabilizacién
biolégica. Las muestras tratadas por el método de irrigacién se ubican en la bandeja verde y,

las muestras tratadas por el método de mezclado en la bandeja roja.





