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Resumen

Los Drenajes Acidos de Mina (DAM) se caracterizan por presentar acidez extrema y altas
concentraciones de metales pesados y sulfatos. Las bacterias sulfato reductoras (BSR),
reducen sulfatos oxidando la materia organica para la produccion de sulfuro de hidrégeno
y bicarbonato. La biorremediacién consiste en la precipitacion insoluble del sulfuro de

hidrégeno con los metales pesados y la alcalinizacién del medio por el bicarbonato.

En el presente trabajo de investigacion, se realizd la optimizacion de cultivos de
consorcios bacterianos sulfatos reductores provenientes de la regién altiplanica de Bolivia;
con el propésito de producir sulfuro de hidrogeno usado en la precipitacion de Hierro |l
presente en el efluente de Antequera en el departamento de Oruro; Estos fueron
inoculados en condiciones anaerobias a un pH4, con distintas fuentes de carbono
(material celulésico/hemiceluldsico). Se seleccioné el mejor consorcio bacteriano sulfato

reductor a ser aplicado en un biorreactor para la produccion de sulfuro de hidrégeno.

Posteriormente se realizé una comparacion entre un sistema de biorremediaciéon de forma
horizontal y otro de forma vertical, establecidas en las mismas condiciones fisicoquimicas
que permitid evaluar el mejor sistema de produccion de sulfuro de hidrégeno a ser

empleado en la descontaminacion de metales pesados en el efluente del rio Antequera.

1 Introduccion

Uno de los problemas ambientales mas apremiantes de la industria minera es la
generacion de drenajes acidos con contenidos elevados de sulfatos y metales pesados.
Existen numerosos métodos para el tratamiento del Drenaje Acido de Mina (DAM); entre

ellos tenemos los métodos fisicoquimicos, térmicos y los bioldgicos.

La efectividad de un método depende de las condiciones hidrolégicas, geoldgicas,
solubilidad y especiacion de los metales en el sitio de estudio de los procesos de
atenuacion, inmovilizacidon o migracion. Los métodos mas comunes son los quimicos,
como la neutralizacién usando oxido de calcio (cal), u otros componentes alcalinos
causando la precipitacion de metales en forma de éxidos e hidréxidos. Sin embargo, este
€s un proceso caro y la remocién de los contaminantes no es constante; luego de un corto

tiempo el problema aparece de nuevo (Chavez, 2006).

-
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Por otro lado, es posible la remocion de los metales pesados presentes en los Drenajes
Acidos de Minas (DAM) mediante procesos bioldgicos; entre ellos, la precipitacion de
metales por sulfuro de hidrégeno y la remocion de sulfatos, procesos que son llevados
acabo por bacterias reductoras de sulfato (BSR). El metabolismo de las BSR resulta en la
conversién de sulfato a sulfuro, la generacion de alcalinidad y la precipitacién quimica de

los metales.

Otros tratamientos bioldgicos utilizados para la remocion de metales en aguas de desecho
son: Bioadsorcion, Captacion y acumulacion intracelular, Complexacién, Oxidacion,
Reduccién, metilacion, volatilizacion y precipitacion extracelular (Kaksonen, 2004). Este
ultimo esta dado por consorcios de Bacterias Sulfato Reductoras, las cuales llegan a
producir en su metabolismo sulfuro de hidrogeno a través de la reduccién de sulfatos
presentes en DAM, que tienen la caracteristica de presentar una acidez extrema y una

gran cantidad de metales pesados disueltos.

La presente investigacion se enfoco en encontrar el mejor consorcio bacteriano productor
de sulfuro de hidréogeno para la remocién de metales de soluciones acuosas, utilizando
como fuente de carbono y soporte al material celulésico/hemicelulésico que llega a

soportar la acidez extrema del efluente y dar una solucién a la contaminacion con Fe (ll).

2 Antecedentes

A mediados de los afnos 70 nuevos géneros y especies de BRS son mencionados por
F.Widdel & N.P.Pfennig en la Universidad de Konstanz (Alemania), describiendo la

utilizacion de nuevas fuentes de carbono, posibles de ser utilizadas por estas bacterias.

También hay que recordar los primeros trabajos de R.L.Starkey (1935) de la Universidad
de Rutgers en USA, los realizados por D.D.Mara & D.J.Williams (1971) de la Universidad
de Dundee en Escocia, referidos a los diferentes medios de cultivo usados para

aislamiento y enumeracion de las bacterias.

Procesos de remediacién ambiental basados en la produccién de sulfuro de hidrégeno por
BSR, constituyen una alternativa para la remocion de sulfato y la precipitacién de metales

pesados (Alvarez, 2005). Este bioproceso anaerdbico, conocido en biotecnologia

.
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ambiental, se basa en la interaccion entre donadores de electrones tales como
compuestos organicos (fuentes de carbono), y como aceptor final de electrones al sulfato,

para la produccion de sulfuro a través de la ruta desasimilatoria de sulfato (Alvarez, 2005).

El uso de bacterias sulfato reductoras acidofilas es de gran interés para realizar este tipo
de proceso, ya que los drenajes acidos de mina tienen un pH entre 2-4 (Bechard et al.,
1994). Por lo que, para poder realizar la precipitacion en estas condiciones se debe
obtener consorcios de bacterias sulfato reductoras capaces de soportar acidez extrema,
ya que cuando se introduce DAM de pH 3.5 en el reactor, la actividad metabdlica de las
BSR decrece (Lyew et al., 1994).

Syutsuo et al. (1997) han realizado experimentos exitosos bajo condiciones mesofilicas y
termofilicas, obteniendo una eficaz remocion de materia organica del 85%. Los UASB
"Upflow Anaerobic Sludge Blanket” (Manto de Lodo Anaerobio de Flujo Ascendente),
pueden actuar a la vez como tratamiento primario y secundario para manejo de aguas

residuales (Lettinga et al. 1983).

Lettinga & Hulshoff (1991) describen la formacién de un lodo estratificado, en el cual se
desarrollan diferentes tipos de poblaciones microbianas que degradan la materia organica
y generan metano, asi como el disefio y operacion del reactor que permite la eliminacion
del gas metano y la recirculacion de la biomasa, estos factores han permitido la difusién

de los reactores UASB en América Latina desde 1988.

3 Marco Teérico
3.1 Origen del Drenaje Acido de Mina (DAM)

El Drenaje Acido de Mina (DAM) es considerado un problema medioambiental por ser
el principal factor contaminante de rios y lagunas adyacentes a las minas, al contener
metales pesados, ademas el grado de acidez de estas aguas hace que el proceso de
oxidaciéon continie mucho tiempo después de haber finalizado los procesos de

lixiviacion.

La formacién de aguas acidas en las minas subterraneas, descritas por Nordstrom &
Alpers (1999) describen el proceso de oxidacion de la pirita; debido a la facilidad con la

que el aire entra en contacto con los sulfuros a través de las labores mineras, por los

.
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poros existentes en las Canchas de Desmonte y el contacto de los depdsitos de relave
con la atmadsfera. Los factores que mas afectan a la generacion acida son el volumen,

la concentracion, el tamano de grano y la distribucién espacial de la pirita.

La oxidacion de la pirita da lugar a la formacién de Fe?+, SO,* e H*. Esta reaccion
provoca un incremento de la acidez. Si el ambiente circundante es lo suficientemente
oxidante, muchos iones ferrosos se oxidaran a iones férricos. Por encima de un pH 3,
el ion férrico formado se precipita mediante hidrélisis como hidréxido, disminuyendo por
tanto el Fe** en solucién, mientras que el pH baja simultdneamente. (Estanislao De la
Cruz Carrasco, 2006).

3.2 Toxicidad de metales pesados en DAM

La mineria vierte una serie de desechos, principalmente aguas residuales no tratadas
que llegan a los rios y sus afluentes, los cuales presentan metales pesados como
plomo, mercurio, cadmio, arsénico y cromo que son dafinos para la salud humana,
vegetal, animal y para el medio ambiente (Chavez, 2006). Estos metales tienen un
elevado peso molecular que se encuentra por encima de los 5 g/cm® (Yamamoto &
Montero, 2004), los cuales se acumulan en los tejidos dado que no son quimicamente

ni biolégicamente degradables, de ahi su toxicidad.

Como consecuencia de esta bioacumulacion, la cadena tréfica queda afectada debido
a la alta persistencia de metales pesados en el entorno. Segun la Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) de los Estados Unidos, los rangos de concentracion limite

de metales pesados son los siguientes: (tabla 1).
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Tabla 1. Estandares de reglamento primario de agua potable.

MNMC NMC Posibles efectos sobre la Fuentes de
Contaminante (mglL) (mglL) salud por exposiciéon que | contaminantes de agua
supere el NMC potable
Aumenta el colesterol en Efluentes de refinerias de
Antimonio 0.006 0006 | Sangre; descenso de petrélfeo; rgta_rdad.ores de
azucar en sangre fuego; ceramicas;
productos electrénicos;
soldaduras.
Lesiones en la piel; Erosién de depositos
trastornos circulatorios; alto | naturales; aguas de
Arsénico ninguno 0.05 riesgo de cancer. escorrentia de huertos;
aguas con residuos de
fabricacion de vidrio y
productos electrénicos.
Aumento de presion arterial | Aguas con residuos de
Bario 5 ” perforaciones; efluentes
de refinerias de metales;
erosion de depoésitos
naturales
Lesiones renales Corrosion de tubos
galvanizados; erosion de
Cadmio 0.005 | 0.005 depositos naturales;
efluentes de refinerias de
metales; liquidos de
escorrentia de baterias
usadas y de pinturas.
Cromo 0.1 0.1 Dermatitis alérgica Efluentes de f.ébrica_tls de
acero y papel; erosion de
depositos naturales.
Exposicién a corto plazo; Correccion de cafierias
molestias en el hogar; erosion de
gastrointestinales. depdsitos naturales;
Exposicion a largo plazo; percolado de
Cobre 13 13 Iesione§ hepaticas o conservantes de madera.
renales; aquellos con
enfermedad de Wilson
deben consultar a su
medico si la cantidad de
cobre en el agua superara
el nivel de accion
Ci Lesiones del sistema Efluentes de fabricas de
ianuro 0.2 0.2 . i
nervioso o problemas de acero y metales; de
tiroides inhibicién de la fabricas de plasticos y
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cadena respiratoria. fertilizantes.
Pérdida de liquidos a Aguas con residuos de
través del tracto perforaciones; efluentes
Hierro 0.35 0.5 gastrointestinal; de refinerias de metales;
Disfuncién celular con
acidosis lactica y necrosis
hemorragica y perforacion.
Bebes y nifios; retardo en Corrosion de cafierias en
desarrollo fisico o mental; el hogar; erosion de
Plomo 0 0.0015 Io§ nifios podra.n, sufrir leve | depdsitos naturales.
déficit de atencion y de
capacidad de aprendizaje.
Adultos; trastornos renales;
hipertension
Lesiones renales Erosion de depdsitos
Mercurio 0.002 | 0.002 naturales; afluentes de
refinerias y fabricas;
lixiviados de vertederos
de tierras de cultivo.

1. Nivel Maximo del Metal Contaminante (MNMC). Es el nivel de un contaminante en el agua
potable por debajo del cual no se conoce 0 no se esperan riesgos para la salud

2. Nivel Maximo del Contaminante (NMC). Es el maximo nivel permitido de un contaminante
en agua potable.

Fuente: Agencia de Proteccién Ambiental, Estados Unidos, Oficina de Agua (4606) EPA 815-f-

00-007; 2001

3.3 Toxicidad del Hierro (ll)

El hierro es el oligoelemento mas abundante en el cuerpo humano. Se halla de 4 a 5 g,

distribuidos entre el hierro de reserva (1-1,5 g), hierro funcional (3 g) y hierro circulante,

unido a la transferrina (3 mg) ( www.estrucplan.com).

A diferencia de otros metales, el exceso de hierro puede ser dafnino, porque los iones

ferrosos reaccionan con los peroxidos para producir radicales libres, que son muy

reactivos y pueden dafiar el ADN, las proteinas, los lipidos y otros componentes

celulares (Robertson, A. & Tenenbein, 2005). Por lo tanto, la toxicidad se produce

cuando hay hierro libre en la célula que no se ha unido a la transferrina. El grado de

dano esta dado por la dosis toxica que se encuentra en la sangre (tabla 2).



http://www.estrucplan.com/
http://www.muydelgada.com/wiki/L%C3%ADpido/

Divia Guardia Zurita IIFB-UMSA

Tabla 2. Concentracion de hierro en mg / kg, téxico para la salud humana.

Toxicidad Dosis toxica mg / Kg Lesioén
Animales 150 — 200 hierro elemental Muerte celular
Humanos Leve 20 mg hierro elemental/kg. Pérdida de liquidos a través del

tracto gastrointestinal

Moderada 20 — 40 mg hierro elemental Severa hipovolemia

Disfuncién celular con acidosis

Severa 40 — 60 mg hierro elemental lactica y necrosis.

Necrosis hemorragica y
perforacion

Letal 60 mg hierro elemental

Fuente: Barranco F. et.al

3.4 Sistemas de Remocion Quimica

Para el tratamiento de DAM, el proceso convencional es normalmente dividido en dos
etapas: neutralizacién del agua acida con cal y precipitacién de los iones metdlicos. La
adicion de una base es esencial en la formacién del hidréxido precipitado y sales de

metales.

El ablandamiento con 6xido de calcio (cal) es un proceso similar a la coagulacion con
sales metdlicas. La cal (CaO) se hidroliza y reacciona con el acido carboénico para
formar carbonato de calcio, el cual actia como el agente adsorbente en la remocién de

metales (Johnston et al., 2001).

La disposicién de residuos sélidos es uno de los mayores problemas que enfrentan los
paises industrializados. Cientos de miles de toneladas de residuos sélidos se generan
anualmente como resultado de la manufactura de diferentes bienes y servicios. Las
cenizas volantes pertenecen a este género de contaminantes sélidos, los cuales
constituyen un subproducto de los hornos de combustion del carbén. Se ha utilizado
una parte de las cenizas de carbén para producir cemento y asfalto y la otra como
material de relleno. Sin embargo, estudios recientes hablan sobre las caracteristicas y
virtudes que presenta este tipo de materiales, como adsorbentes e intercambiadores
idnicos, a partir de los cuales se pueden sintetizar zeolitas, y emplearlas para la

remocién de metales potencialmente téxicos, como el cromo (John H, 1989).

-



Divia Guardia Zurita IIFB-UMSA

3.5 Sistema de Remocion Biolégica

La industria, y principalmente la mineria, ha provocado una gran contaminacioén de los
suelos, rios y lagunas. Esto afecta de manera drastica al medio ambiente por ello se
estan buscando formas de eliminar los desechos téxicos y en especial la remocién de
los metales pesados. Actualmente se cuenta con dos tipos de remocion biolégica: 1)

utilizacién de material vegetal y 2) utilizacion de diversidad microbiana.

3.5.1 Material vegetal

Las plantas pueden absorver sustancias contaminantes mediante distintos

procesos que se representan en la Figura 1 y se explican en la Tabla 3.

Figura 1. Regiones de las plantas en las cuales se realizan los procesos de fitoremediacion.

Fuente: Frers C. 2008




Divia Guardia Zurita

IIFB-UMSA

Tabla 3.

Procesos utilizados por las plantas para asimilar contaminantes

Tipo

Proceso Involucrado

Contaminacién Tratada

Fitoextraccion

Las plantas se usan para concentrar
metales en las partes cosechables
(hojas y raices)

Cadmio, cobalto, cromo,
niquel, mercurio, plomo, plomo
selenio, zinc

Rizofiltracion

Las raices de las plantas se usan
para absorber, precipitar y concentrar
metales pesados a partir de efluentes
liquidos contaminados y degradar
compuestos organicos

Cadmio, cobalto, cromo,
niquel, mercurio, plomo, plomo
selenio, zinc is6topos
radioactivos, compuestos
fendlicos

Fitoestabilizacion

Las plantas tolerantes a metales se
usan para reducir la movilidad de los
mismos y evitar el pasaje a capas
subterraneas o al aire.

Lagunas de deshecho de
yacimientos mineros.
Propuesto para fendlicos y
compuestos clorados.

Fitoestimulacion

Se usan los exudados radiculares
para promover el desarrollo de
microorganismos degradativos
(bacterias y hongos)

Hidrocarburos derivados del
petréleo y poliaromaticos,
benceno, tolueno, atrazina, etc.

Fitovolatilizacion

Las plantas captan y modifican
metales pesados o compuestos
organicos y los liberan a la atmoésfera
con la transpiracion.

Mercurio, selenio y solventes
clorados (tetraclorometano y
triclorometano)

Fitodegradacion

Las plantas acuaticas y terrestres
captan, almacenan y degradan
compuestos organicos para dar
subproductos menos téxicos o no
téxicos.

Municiones (TNT, DNT, RDX,
nitrobenceno, nitrotolueno),
atrazina, solventes clorados,
DDT, pesticidas fosfatados,
fenoles y nitrilos, etc.

En la actualidad se emplean sistemas de remocién con plantas acuaticas, como la
lenteja de agua y la totora (Figura 2). Estas plantas se distinguen por la habilidad
para derivar el didxido de carbono y las necesidades de oxigeno de la atmdsfera

directamente. Las plantas reciben sus nutrientes minerales desde el agua.

-
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F|gura 2 Humedales art|f|0|ales de plantas acuaticas (totora)

Los desechos cloacales desembocan en el humedal, que es un hueco lleno de
arena que funciona como aislante para que los olores no salgan a la superficie.

El filtro del humedal consiste en una gran plantacion, en este caso de juncos con
sus raices dentro de la arena, que se alimentan del agua.

Los nutrientes del agua son absorbidos por los juncos, que los atrapan en sus
tejidos y los utilizan para su crecimiento.

Los nutrientes absorbidos se eliminan con el cambio de tallo del junco. Esos restos
forman una capa aislante.

El agua, ya libre de nutrientes, desemboca desde el humedal hacia la laguna.

El tamafo del humedal: La superficie necesaria se calcula en base a la cantidad
de habitantes de la ciudad que produce los desechos, segun la siguiente relacion:
1 persona = alrededor de 5 m?. (Frers C, 2008)

3.5.2 Diversidad microbiana

La biorremediacion utiliza la diversidad genética y la versatilidad metabdlica de
los microorganismos, para la transformacion de contaminantes en productos
finales menos peligrosos, los que son incorporados a los ciclos

biogeoquimicos naturales.

Se ha encontrado microorganismos resistentes y microorganismos tolerantes
a metales. Los resistentes se caracterizan por poseer mecanismos de
detoxificaciéon codificados genéticamente, inducidos por la presencia del metal.
En cambio, los tolerantes son indiferentes a la presencia o ausencia de metal.
(Silver S. & Misra T., 1988)
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La resistencia o tolerancia experimentada por microorganismos es posible

gracias a la accion de diferentes mecanismos (Figura 3). Estos son la

bioadsorcion,

bioacumulacion,

biomineralizacion,

quimiosorcion mediada por microorganismos.

biotransformacion vy
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Figura 3. Mecanismo de interacciéon entre metales pesados y microorganismo

Fuente: Lovley, D.R. (2000).

3.5.2.1 Bioadsorcion

Los microorganismos utilizados como bioasorbentes, retienen los metales

pesados a intervalos de tiempo relativamente cortos al entrar en contacto con

soluciones de dichos metales.

Los fendmenos de bioasorcion se caracterizan por la retencién del metal

mediante una interaccion fisicoquimica del metal con ligados pertenecientes a

la superficie celular. Esta interaccion se produce con grupos funcionales

expuestos hacia el exterior celular pertenecientes a partes de moléculas

componentes de las paredes celulares (Lebeau T. et al., 2002)
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3.5.2.2 Bioacumulacion

Este mecanismo celular involucra un sistema de transporte de membrana que
internaliza al metal pesado presente en el entorno celular con gasto de

energia.

Este consumo energético se genera a traves del sistema H+-ATPasa. Una vez
incorporado el metal pesado al citoplasma, éste es secuestrado por la
presencia de proteinas ricas en grupos sulfhidricos llamadas metalotioneinas
que pueden ser compartimentalizado dentro de una vacuola, como ocurre en

hongos.

Algunos ejemplos de este proceso son muy interesantes, como el caso de
acumulacion de uranio por la bacteria Pseudomonas aeruginosa, el cual fue
detectado integramente en el citoplasma, al igual que en la levadura

Saccaromyces cerevisiae (Silver S. & Misra T., 1988).

3.5.2.3 Biomineralizacion

Los microorganismos son capaces de precipitar metales como carbonatos e
hidroxidos, mediante un mecanismo de resistencia codificado en plasmidos.
Este mecanismo aparece por el funcionamiento de una bomba que expulsa el
metal téxico presente en el citoplasma hacia el exterior celular en
contracorriente a un flujo de H+ hacia el interior celular (Gadd G.M., 2000).
Esto produce una alcalinizacion localizada sobre la superficie celular externa 'y

por lo tanto la precipitacion del metal pesado (Figura 3.).

Otra forma de precipitar los metales es a través de la formacion de sulfuros o
fosfatos, como resultado de alguna actividad enzimatica celular. Un ejemplo
de ello es la precipitacion de sulfuros metalicos en reactores con cultivos
mixtos de bacterias reductoras de sulfato o la acumulacion de CdS en la pared
celular de las bacterias Klebsiella planticola y Pseudomonas aeruginosa
(Wang C.L, et al., 1997).

.
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3.5.24 Biotransformacion

Este es un proceso que involucra un cambio quimico sobre el metal pesado,
como por ejemplo en el estado de oxidacion o metilaciéon. Esta transformacion
biolégica de los metales pesados que resultan toxicos mediada por enzimas
microbianas puede dar como resultado compuestos poco solubles en agua o
bien compuestos volatiles (Srinath,T. et al, 2002). El ejemplo mas claro es el
ciclo del Mercurio en la naturaleza, donde la bacteria Pseudomonas
aeruginosa puede reducir el cation Hg," a HgO0, y otros organismos pueden
luego metilarlo dando como producto el CH3;Hg" y (CHs);Hg, que son volatiles

y aun mas toxicos que el propio mercurio (Figura 4).

(» H;)g Hg CH.; CO; Hg” Atmésfera

Agua
Hf+—b Cadena trofica
: 4
~Necromasa
“\ CHsng = Aerébico
\ l Sedimentos —
\ (CHiHg)S Anaerdbico
|
""" e

Figura 4. Biotransformacion en el ciclo biogeoquimico del Mercurio

Extraido de: Lovley, D.R.( 2000)
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3.5.25 Quimioabsorcion mediada por microorganismos

Dentro de este término se pueden describir aquella clase de reacciones en
donde los microorganismos biomineralizan un metal, formando un depdsito
primario. Este depdsito primario funciona como nucleo de cristalizacion, con la
subsecuente deposicidon del metal de interés, promoviendo y acelerando asi el

mecanismo de mineralizacion (Figura 3).

Un ejemplo de este proceso es el agregado de Fe (ll) en un afluente a tratar,
en presencia de bacterias reductoras del sulfato. Estos microorganismos
producen sulfuros que precipitan en forma de FeS, sobre la superficie celular.
Los otros metales contaminantes utilizan el FeS formado como soporte y
cristalizan sobre sus cristales. Luego, aprovechando las propiedades
magnéticas del Fe, pueden separarse facilimente de la fase soluble,

descontaminando asi el material (Lovley, D.R., 2000)

Para soluciones contaminadas con altas concentraciones de sulfato, se
utilizan bacterias anaerodbicas vivas, las que utilizan el sulfato
metabdlicamente reduciéndolo a sulfuro y precipitando en forma de algun

sulfuro metalico. Se utilizan “bacterias sulfato reductoras”, BSR
Cs;Hs05 + 804-2 — CH;COO + CO, + H,S +H,0

Sulfuro resultante finalmente es precipitado como sulfuro metélico y separado

del sistema.

H,S + Me? — MeS+ 2H"

3.6 Precipitacion de metales pesados por SRBs

Durante los ultimos anos se ha estudiado el uso de bacterias sulfato reductoras como
una alternativa para precipitar metales pesados. Estas son capaces de reducir el
sulfato a sulfuro (Lens et al., 1998, Lovley & Coates 1997, Barkay & Schaefer 2001).

Las Bacterias Sulfato Reductoras (BSR) son responsables de la produccion de sulfuro

de hidrogeno (H,S) en anaerobiosis a partir de sulfatos y un donador de electrones. El
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sulfuro producido se puede utilizar para precipitar metales catidnicos divalentes,

permitiendo la biorremediacion de efluentes contaminados.

Los sulfuros formados biolégicamente forman precipitados altamente insolubles con
metales pesados tales como cobre o zinc. Si los iones metalicos de estos precipitados
estan presentes en una alta concentracion, ellos pueden ser recuperados para su

reutilizacion en la industria.

3.7 Bacterias Sulfato Reductoras

Las bacterias sulfato reductoras fueron descubiertas en 1895 por Beijerinck y
constituyen un grupo diverso de procariotas, son mayoritariamente microorganismos
anoxigénicos estrictos y se consideran los principales agentes productores de sulfuro y
degradadores de materia organica. La mayoria de las BSR se tifien como Gram
negativas como desulfovibrio, siendo el género mas encontrado (Boopathy et al,
1998a)

Las BSRs emplean el aniéon sulfato como aceptor final de electrones y lo
biotransforman, por via desasimilatoria, en sulfuro de hidrégeno. El sulfuro de
hidrégeno es un gas acido soluble en agua, donde se comporta como un acido fuerte.
Este compuesto precipita al combinarse con metales pesados y forma, en la mayoria
de los casos, una pelicula negra de sulfuro de hierro (FeS) este es un agente reductor
fuerte capaz de inhibir el crecimiento de bacterias aerobias como anaerobias (Gibson,
1990).

Las BSRs ademas de participar en el ciclo del azufre estan involucradas en al
biodegradacién de hidrocarburos, remocién de metales pesados, tratamientos de
aguas residuales, son de interés econdmico como provocador de corrosion y

esencialmente participan en la biorremediacion.
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3.8 Diversidad de SRB - Taxonomia

Las bacterias reductoras de sulfatos (BRS), constituyen un grupo taxonémicamente

muy diversificado aunque con estrechas relaciones fisiolégicas y ecoldgicas.

Las BSR son microorganismos anoxigénicos estrictos y se consideran los principales
agentes productores de biocorrosidn. Poseen una amplia diversidad filogenética que
incluye: bacterias gramnegativas mesofilicas pertenecientes a la division ©-
Proteobacteria, bacterias gram-positivas formadoras de esporas (bajo contenido G+C),
bacterias termofilicas y Archaea termofilicas. Dentro de las & Proteobacterias se
destacan géneros tales como Desulfobacter, Desulfobulbus, Desulfonema,

Desulfovibrio, Desulfobaculum y Desulfosporosinus (Okabe S., 2003)

Estos microorganismos emplean como fuente de carbono alquilbencenos, n-alcanos,
xantanos, acidos grasos y productos organicos polares formados por bacterias
oxigénicas a partir de hidrocarburos. Otras fuentes de carbono, energia y electrones
las constituyen los acidos grasos volatiles como el lactato y el acetato, hallados

naturalmente en pozos de gas natural y petroleo. (J. R. Torrado Rincén, 2008)

3.9 Ciclo de azufre

El azufre se encuentra distribuido en el suelo, aire y en el agua, ademas es uno de los
componentes de las proteinas y vitaminas, este circula a través de la biosfera por los
diversos seres vivos como ser las plantas, animales tanto terrestres como acuaticos.
(Figura 5). (Brock, 2000)

La mayor parte del azufre en la tierra esta ligado a rocas y sales o en las profundidades
del océano en sedimentos oceanicos. También puede ser encontrado en la atmésfera.
Los recursos naturales como las erupciones volcanicas, procesos bacterianos,
evaporacion del agua u organismos en deterioro. Cuando el azufre ingresa a la
atmosfera a través de la actividad del hombre, esta es principalmente una
consecuencia del proceso industrial, donde el didoxido de azufre (SO;) y sulfuro de

hidrogeno (H.S) como gases se emiten en una escala amplia. (German, 1998).

B
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Figura 5. Ciclo del azufre

Fuente: Brock,(2000).

El azufre es absorbido por las plantas en su forma sulfatada, SO,4, es decir en
forma anidnica perteneciente a las distintas sales (SO, Ca, SO4 Na,). El azufre no
solo ingresa a la planta a través del sistema radicular sino también por las hojas en
forma de gas de SO,, que se encuentra en la atmdsfera, donde se concentra
debido a los procesos naturales de descomposicidon de la materia organica,

combustién de carburantes y fundicién de metales.

Todas estas particulas vuelven a la tierra, o reaccionan con la lluvia y vuelven a la
tierra como depodsitos acidos. Las particulas son absorbidas por las plantas
nuevamente y el azufre es liberado en la atmdsfera, asi el ciclo del azufre puede

empezar otra vez. (Lenntech, 1998)

=
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3.10 Metabolismo de las SRB

Las BSR son anaerobias estrictos, ampliamente distribuidas en ambientes
acuaticos y terrestres, cumplen un importante papel en las etapas finales de la
degradacion de la materia organica, especialmente en la remocién de los sulfatos
presentes en el afluente. Pueden crecer en presencia o ausencia de sulfatos,
utilizando vias metabdlicas diferentes; una fermentativa y la otra oxidativa (Figura
6).

En presencia de sulfatos las BSR compiten con las bacterias metanogénicas (BM)
por sustratos comunes como: formiato e hidrégeno, con las bacterias acetogénicas
componentes como propionato y butirato. Esto no significa que la metanogénesis y
la sulfato reduccion sean excluyentes, pues pueden ocurrir simultdneamente
cuando el metano se genera a partir del metanol y/o aminas metiladas, sustratos

por los cuales las BSR tienen poca afinidad.

MATERIA ORGANICA

| PROTEINAS |Pou5AcﬁRIDc5 ||_fPIDQS |_

HIDROLISIS

k J

| AMINOACIDOS | AZUCARES | ACIDOS GRASOS |

S0e* l
? INTERMEDIARIOS DE LA FERMENTACION
Alcoholes, Lactato, Piruvato, succionato

S0,2
? BSR
1 ACIDDGENESIS
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Acetato, Propionato, Butirato h J -

S04
ACETOGENESIS ? BSR

METANOGENESIS S0.2" S04 BM
BM ? BSR BSR ?

k] s k . 4

CH, COy 5% CHa

Figura 6. Metabolismo de las Bacterias Sulfato Reductoras

Extraido de : Gibson, 1990
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3.11 Sistema de cultivo para produccion de H,;S

Un biorreactor es un recipiente donde existe un sistema que mantiene un ambiente
biolégicamente activo. Este proceso puede ser aerobico o anaerdbico. Estos
biorreactores son comunmente cilindricos, variando en tamafo desde algunos mililitros

hasta metros cubicos.

La finalidad de este es mantener ciertas condiciones ambientales propicias (pH,
temperatura, etc.) al elemento que se cultiva (tabla 4). En funcion de los flujos de
entrada y salida, la operacion del sistema de un biorreactor puede ser de tres modos

distintos:

3.11.1 Discontinuo (batch)

Por lotes o tandas, sin alimentacioén (F); se coloca dentro del biorreactor la carga
total de cada proceso (tanda o lote) de cultivo o fermentacién donde se lleva
acabo el proceso productivo o la fermentacion por el tiempo que sea necesario; el

cual se denomina tiempo de retencion.

3.11.2 Semicontinuo (feed batch)

Por lotes alimentados, con alimentacion de entrada (F1); se alimenta una linea de
entrada o alimentacion (F1) para que el sistema de cultivo tenga un producto

(biomasa) con maximo de crecimiento (exponencial) y aumente la productividad.

3.11.3 Continuo (continuos)

Por quimioestato, se alimenta una linea de entrada F1 o alimentacion y se drena
una linea de salida F2 o lavado; de manera que los flujos o caudales de ambas

lineas sean iguales y la produccién sea continua.

.
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Tabla 4. Produccion de sulfuro en sistemas de cultivo establecidos con diferentes
materiales crudos usados como sustratos (Alvarez, 2005)
s0,* s0,*
Sistema Material inicial Removido Sulfuro Referencia
mM
mM mM
Batch Papel Filtro/ consorcio L1a 31 18 54 Alvarez, 2005
Batch Periddico/ consorcio L1a 31 4 1.6 Alvarez, 2005
Batch Hojas/ consorcio L1a 31 6 2.7 Alvarez, 2005
Batch Paja de trigo/ consorcio L1a 31 16 5.1 Alvarez, 2005
Batch Paja Brava/ consorcio L1a 31 7 2.6 Alvarez, 2005
Batch Papel Filtro/ consorcio A10 a 31 14 3.7 Alvarez, 2005
Batch Periddico/ consorcio A 10 a 31 2 0.8 Alvarez, 2005
Batch Hojas/ consorcio A 10 a 31 5 2.2 Alvarez, 2005
Batch Paja de trigo/ consorcio A10a 31 18 5.9 Alvarez, 2005
Batch Paja Brava/ consorcio A 10 a 31 11 2.6 Alvarez, 2005
Biorreactor Paja de trigo/ consorcio A 10 a 31 5 5 Alvarez, 2005
Biorreactor Paja de trigo/consorcio A10b 46 10 2 Alvarez, 2005
Batch Aguas residuales, hojas, trozos  12.5 — 28.9-30.2 n.a Waybrant et
de madera, excremento de 47.9 al 1998
oveja, aserrin, celulosa,
sedimento de rios, piedra caliza,
arena
Biorreactor Abono de champifiones, 10.4 10.2 0.13 Dvorak et al.
estiércol, paja, heno, mazorcas 1992
de maiz, piedra calizo, yeso
Biorreactor Alfalfa fresca 10.3 8.6-10 n.a. Bechard et al.
1994
Columna Pedazos de roble, abono de 26.9 26 n.a. Chang, et al.
hongos, papel y lodo 2000

& Pfenning médium

° Postgate médium

n.a : not available.
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Los sistema de los biorreactores pueden ser de una fase o de dos fases. En los de
dos fases es necesario disefiar un sistema donde: 1) en la primera parte se produzca
el sulfuro de hidrogeno el cual vaya a ser liberado del biorreactor y posteriormente 2)
en una segunda fase se una con el afluente contaminado con metales pesados el
cual vaya a desembocar en una trampa de precipitacién y se obtenga un efluente

libre de metales pesados.

En cuanto a sistemas de una sola fase el afluente ingresa al biorreactor donde se
encuentran las BSR y se produce un sistema de produccion de sulfuro de hidrogeno

en contacto directo con el DAM.

3.12 Cultivo continuo en reactor de lecho empacado

Un lecho empacado es una matriz de soporte solido que retiene las bacterias, bien por
geometria (dentro de los intersticios 0 espacios huecos de la matriz), bien por afinidad

(paso o adherencia selectiva).

El empaquetamiento es una forma de aumentar la concentracion y la densidad celular;
pero al no estar enclaustradas las bacterias, la transferencia de masa es mayor,

aunque siempre limitada ya que la inmovilizacién es parcial.

El sistema del biorreactor de lecho fijo de flujo ascendente anaerobio también recibe la
denominacion de biofiltro anaerobio de flujo ascendente, consiste basicamente en una
columna de relleno sobre la cual se desarrollan y fijan las bacterias anaerdbicas. El
desarrollo de los microorganismos sobre un medio solido hace que se logren tiempos
de retencion celular muy elevados con bajos tiempos de retencion hidraulica. (Angulo
F, 2008)

En general, los biorreactores se clasifican segun el disefio de construccion; entonces
encontramos digestores horizontales que se caracterizan por su forma alargada
horizontalmente, su alimentacién se realizan por los extremos y digestores verticales
que el agua a tratar pasa de abajo hacia arriba por el interior de la columna, donde los
microorganismos realizan la depuracion. Por la parte inferior entra el agua contaminada

a tratar. En el interior de la columna estan las bacterias que realizan la depuracién. Por

.
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la parte superior se obtiene biogas y un afluente con menos carga organica, de esta

forma se realiza la depuracion. Hay una recirculacion de microorganismos para evitar

que gran cantidad de ellos salga a través del efluente. (Rincon A, 2008)

4.1

OBJETIVOS

General

Optimizar las condiciones de cultivo de consorcios bacterianos sulfato reductores en la

bioprecipitacion de Fe (Il) del efluente Antequera del Departamento de Oruro, con

sulfuro de hidrégeno biogénicamente producido por la utilizacién de diferentes fuentes

de carbono (celulosa).

4.2

Especificos

Determinar la capacidad de produccion de H,S por consorcios bacterianos
seleccionados previamente capaces de utilizar material

celuldésico/hemicelulosico en desuso.

Establecer un biorreactor de lecho empacado con papel como sustrato y

soporte de la biomasa para la produccion de H,S.

Establecer un sistema de Bioprecipitacion de Fe (ll) presente en el DAM con
H,S de las bacterias sulfato reductoras y determinar el porcentaje de su

remocion.

5 Materiales y Métodos

5.1

Para la

Material Biolégico

realizacion del presente trabajo se emplearon los consorcios MM1-X, MM3-08

y MM1-08 proporcionados por el laboratorio del Instituto de Investigaciones Farmaco

Bioguimicas de la ciudad de La Paz; que fueron aislados de columnas de Winograsky

de muestras bioldgicas de la region altiplanica del pais.

s
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5.2 Material de Deshecho

Como fuente de carbono y soporte para las bacterias sulfato reductoras se usé material
celulésico/hemicelulosico proveniente del papel bond, papel higiénico blanco sin

perfume y papel periddico impreso.

5.3 Metodologia

5.3.1 Determinacion de la capacidad de produccién de hidrogeno

Para la producciéon de sulfuro de hidrogeno se realizé la reactivacion de los 3
consorcios bacterianos en estudio. Estos se sembraron en medio Postgate C
modificado cuya composicion es en g/L : 0.5 KH,PO,, 4.5 Na,SO,; 1 NH4CI,
0.06 MgSO4-7H20, 0.06 CaCl,*6H,0, 0.3 citrato de sodio, 0.004 FeSO,*7H,0,
H,O destilada c.s.p. 1L. (Widdel et al, 1992)

Con la finalidad de determinar la mejor fuente de celulosa para producir H,S se
evaluaron diferentes fuentes de carbono (papel bond, papel higiénico y mix de
papel higiénico/papel periédico 2:1) a una concentracion de 1,5 g. Los
experimentos se realizaron en viales de 100 mL, a los cuales se le adicion6 80
mL de medio Postgate C modificado a pH final de 4 ajustado con &cido
clorhidrico 1 N. Los cultivos se establecieron en condiciones anaerdbicas
utilizando nitrogeno libre de oxigeno, cerrados con tapones de goma y anillas de
aluminio, estos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 15 dias de

experimentacion.

5.3.2 Establecimiento del biorreactor de lecho empacado

Para el establecimiento del biorreactor de forma vertical se tomaron ciertas
consideraciones de cultivo. En una botella de plastico de 600 mL de capacidad se
vertio 400 mL de medio Postgate C modificado a pH 4 y se colocé el soporte
seleccionado (papel bond en desuso), este se hallaba contenido en un cilindro
cerrado de yute para evitar el taponamiento del sistema de recirculacion. (Figura
7)
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El cultivo continuo se realiz6 con un flujo de 240 mL / dia y un tiempo de
retencion hidraulica de 1.66 dia. El biorreactor se conecté a una trampa de
precipitaciéon de vidrio de dos compartimientos. Se inoculé 10 mL de cultivo en
batch del consorcio bacteriano seleccionado como mejor productor de H,S, se

dejé en reposo por 2 dias para la adaptacion de las bacterias.

En la segunda fase de experimentacién se realizd una mezcla del medio
Postgate C modificado y el efluente del DAM de Antequera en una relacion 1:1y
se prosiguid con la experimentacion con estos 400 mL de mix en las mismas

condiciones que en la primera fase.

Biogas Recirculacion
©,© ® |,
o © 6] MeS
e 1 eo0°
© oo
Soporte de papel @ ® o
para las SRBs @0 o
O o ®
Qoo ©
0]
@ % >
- N AN .
-~ // \ S .
//// N rd .
\\/
t DAM / Medio

Postgate C

Figura 7. Biorreactor vertical de lecho empacado de flujo ascendente

En el establecimiento del biorreactor horizontal se usé una botella de plastico de
1500 mL de capacidad, donde el volumen de llenado fue de 1400 mL de la mezcla
del medio Postgate C modificado y el afluente del DAM de Antequera y se inocul6
30 mL de cultivo de batch del consorcio bacteriano seleccionado como mejor
productor de H,S, las demas consideraciones de cultivo fueron similares al

biorreactor vertical. (Figura 8).
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Figura 8. Biorreactor horizontal de lecho empacado

5.3.3 Sistema de bioprecipitacion de Hierro (ll)

Se utilizé una trampa de precipitacion de vidrio de capacidad de 300 mL, este fue
construido con laminas de vidrio de grosor mediano. Esta dividido en dos
compartimientos que permite la separacion del agua libre de metal y la
precipitacion del sulfuro metalico.

Se realiz6 el control de pH al iniciar el experimento y al finalizar, luego de los 20
dias de experimentacion se recolecté 10 mL de muestra de la trampa de

precipitacion para la determinacién de metal removido.

E
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5.4 Determinaciones analiticas

5.4.1 Determinacion de sulfuro de hidrégeno

5.4.1.1 Ensayo en acetato de plomo (Método cualitativo)

Se recogio una fraccién de fase gaseosa en una jeringa de 5 ml y se esparci6
sobre una tira de papel filtro embebida en acetato de plomo al 10%. La
coloracién marron que aparece es indicativo de la produccién de sulfuro de

hidrogeno por parte de las bacterias presentes en el medio de cultivo.

5.4.1.2 Método Turbidimétrico (Método cuantitativo)

Se determin6 la concentracion de sulfuro disuelto en el medio de cultivo
mediante el método turbidimétrico descrito por Cord-Rudwisch (1995). En una
cubeta se colocan 1950 L de reactivo de cobre y se afiade 50 YL de muestra
filtrada (por 0.45 um) se agita y se leyo en el espectrofotémetro () a 480 nm, el
blanco se realiz6 con 1950 uL de reactivo de cobre y 50 uL de acido
clorhidrico 50 mM.

5.4.2 Determinacion de la concentracion de sulfatos (Método cuantitativo)

Se determind la concentraciéon de sulfato empleando el método turbidimétrico
descrito por Kolmert et. al (2000). EI método consisti6 en mezclar 1 mL de
Reactivo Condicionante y 1 mL de la muestra (filtrada por 0.45 pym y diluida 1/20),
en un tubo de ensayo; luego se afiadidé aproximadamente 60 mg de cloruro de
bario, se mezcl6 en vortex por 30 segundos. Inmediatamente se realizo la lectura
en una cubeta a 420nm. Se utilizé como blanco 2 mL de reactivo condicionante

con 60 mg de cloruro de bario.

5.4.3 Determinacion de metales pesados

La determinacion de la concentracion de metales pesados se realizé mediante la
técnica de Pott y Mattiasson (2004) de Espectroscopia de absorcién atémica a la

llama FAAS (Flame Atomic AbsorptionSpectrometry).
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Se tomaron 10 mL de muestra de la trampa de precipitacion, se filtraron las

muestras usando filtros millipore de poro de 45 um. El filtrado se traté con

peréxido de hidrogeno al 3,5% v/v para oxidar el sulfuro remanente y detener la

reaccion de precipitacion, luego se dejo reposar toda la noche afiadiendo acido

nitrico concentrado y se almacenoé a 4 °C hasta el dia de analisis.

6 Resultados y Discusiones

6.1 Determinaciéon de la capacidad de produccién de hidrégeno

Para la reactivacion de los consorcios bacterianos se tomd en cuenta varios factores,

principalmente el pH; ya que a pH ligeramente alcalino se favorece el desarrollo de los

microorganismos reductores de sulfatos puesto que estos proliferan en un pH de 7.4

aunque pueden sobrevivir en pH bajos (Lapage et al. 1970). Debido a esta capacidad

que presentan las bacterias sulfato reductoras fue posible la adaptacion de los

consorcios bacterianos a pH 4 al cual se hallan los DAM.

Luego de la reactivacion de los tres consorcios bacterianos y la adaptacién a pH 4 con

las distintas fuentes de carbono (papel bond, papel higiénico, mix papel higiénico/papel

periddico) podemos evidenciar que la produccién de H,S es mayor al cuarto dia de

experimentacién, como se observa en la tabla 5.

Tabla 5. Produccién de Sulfuro de hidrégeno,
con sustrato de papel en desuso a pH 4

MUESTRA FUENTE DE CARBONO H,S [mM]
MM1-08 Papel bond 13,63
MM1-08 Papel higiénico 8,94
MM1-08 Papel higiénico - perioédico 10,91
MM3-08 Papel bond 13,17
MM3-08 Papel higiénico 13,19
MM3-08 Papel higiénico - perioédico 17,14
MM1-X Papel bond 19,05
MM1-X Papel higiénico 13,07
MM1-X Papel higiénico - periédico 15,71
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Los reportes de Sosa et al. (1995), indican que los microorganismos reductores de
sulfatos forman parte del consorcio microbiano anaerobio que incluye microorganismos
hidroliticos y fermentativos, acetogénicos, homoacetogénicos y metanogénicos. Es de
esta manera que los consorcios bacterianos en estudio pudieron utilizar el material
celulésico/hemicelulésico como fuente de carbono y soporte porque, como tal, las
bacterias sulfatoreductoras no degradan el papel, son otros microorganismos que
incorporan éste a sus ciclos biogeoquimicos, es decir hay una relacién simbiética en

los consorcios.

Como se observa en la figura 9 del consorcio MM1-08 tenemos un produccién de H,S
constante hasta el cuarto dia donde se obtiene una concentracién de 13,63 mM con la
fuente de carbono de papel bond que es mayor en comparacién a las otras 2 fuentes
de carbono, aunque la producciéon de H,S de la fuente de carbono de papel higiénico

es constante y tiene una elevacién drastica entre el 3 al 5 dia de experimentacion.
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*PH: papel higiénico; PB: papel bond; PHP: papel higiénico/ papel periddico.

Figura 9. Produccién de sulfuro de hidrogeno por el consorcio MM1-08 con las 3 fuentes de

carbono y soporte de material celulésico/ hemicelulésico.

Se observa que el consorcio MM3-08 tuvo una concentracion de 13,19 mM de H,S con
la fuente de carbono de papel higiénico, entonces podemos afirmar que con este
consorcio la mejor produccion de H,S se obtiene con la fuente carbono de papel

higiénico aunque la diferencia con el papel bond no es significativa.
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Figura 10.  Produccion de sulfuro de hidrogeno por el consorcio MM3-08 con las 3 fuentes de

carbono y soporte de material celulésico/ hemiceluldsico.

Al cuarto dia de experimentacion, se evidencid una mayor produccién por parte del
consorcio MM1-X en comparacion con los otros dos consorcios (Figura 11). Con este
se observd una produccion de H,S elevada con las distintas fuentes de carbono sin
existir diferencia con el papel higiénico y el papel bond pero tenemos que destacar que
la mejor fuente de carbono para este consorcio esta dada por el papel bond en desuso

con el que se obtuvo una concentracion maxima de 19,05 mM de H,S.
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Figura 11. Produccion de sulfuro de hidrégeno por el consorcio MM1-X con las 3 fuentes de

carbono y soporte de material celulésico/ hemiceluldsico.
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De acuerdo con la literatura (Kaksonen et al. 2004; Beyoumy et al. 1999), los

sistemas de remocion de metales pesados con BSR, deben mantener una

concentracién de sulfuro suficiente (100 mg/L) para prevenir y/o asegurar la

precipitacion de los metales pesados; por ello, la seleccion del consorcio

bacteriano se realizd mediante la comparacién de estos en relacion a la

produccion de sulfuro de hidrogeno, como se observa en la figura 12.

25

20

15

10

Sulfuro de Hidrogeno [mM]

Dias

Figura 12.  Produccion de Sulfuro de hidrogeno por los diferentes consorcios bacterianos
MM1-08; MM3-08; MM1-X.

6.2 Establecimiento del biorreactor de lecho empacado

Se realizé6 un analisis de los datos obtenidos del cultivo en batch que permitié
determinar las condiciones en las cuales se estableceria el biorreactor; las que se
presentan en la tabla 6. En esta tabla, se encuentran detallados las concentraciones

de produccion de sulfuro, remocion del metal, tiempo de cultivo, volumen de

circulacion y el inoculo.

Tabla 6. Condiciones de cultivo para el biorreactor de lecho empacado

Biorreactor | TRH M SO, H2S produccién Remocién Fe+2
inicial

Vertical 1.66d | 0.6d" | 31mM 13,79 mM 0,734

Horizontal | 1.66d | 0.6d" | 31 mM 14 mM nd

THR= Tiempo de retencién hidraulica; nd=no determinado; p=tiempo de duplicacién
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El biorreactor vertical fue armado tomando en cuenta el tiempo de retencién hidraulica del
consorcio MM1_X que fue de 1,66 dias, donde se uso el papel bond en desuso como

fuente de carbono y soporte para el consorcio bacteriano como se observa en la figura 13.

Segun Gonzalez P. (Tesis, 2005) se logro la produccién de sulfuro de hidrégeno a partir
de papel en desuso, porque el papel reciclado, en comparacion con las otras fuentes que
contienen celulosa tuvo una mejor degradacion, muy probablemente debido a que este
material ha sido sometido a procesos quimicos para su reciclado, los cuales ocasionan la
disolucion de la lignina y la pérdida de resistencia de las fibras presentes en el mismo, lo
cual favorece su degradacioén. Es por ello que se observa mayor produccion de sulfuro de

hidrogeno con el papel bond en comparacion a los otros papeles usados.

Figura 13. Biorreactor vertical de lecho empacado

Una vez establecido el biorreactor se tomé en cuenta dos fases de experimentacion.
En la primera fase, en la cual se utilizé el medio Postgate C modificado donde la
produccion de sulfuro de hidrogeno (Figura 14), se observo que la produccion se

39
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inicia al séptimo dia y se logra una fase exponencial hasta el dia 17, donde se
encuentra la mayor produccién que es de 13.79 mM que es optima para el proceso
de remocion. También se tomd en cuenta el consumo de sulfato en relacion a la
produccién de sulfuro presenta una relacién equimolar donde por cada mol de sulfato

reducido se produce un mol de sulfuro

Primera parte

14 - 25
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— 20 »
= 10 =
E s 15 =
= o
5 6 - 10 3
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2 4

0 0

0 5 10 15 20 25
dias
——sulfuro —m—sulfato

Figura 14. Produccion de sulfuro y consumo de sulfato del biorreactor vertical en medio Postgate C

modificado.

El sulfuro de hierro (FeS) formado en el sistema al ser practicamente insoluble, tiende
a precipitarse y acumularse en el fondo del reactor. Kaksonen et al. (2003), sefala
que la acumulacion de los metales precipitados como sulfuros metalicos dentro del
reactor, contribuye a retener biomasa en el sistema, ya que esta se adhiere al
compuesto, por lo cual las particulas de FeS formadas actuan como un soporte

bacteriano lo cual favorece el incremento de la biomasa en el sistema.

En la segunda fase de experimentacion se realiz6 un mix entre el medio Postgate C
modificado y el DAM de Antequera en una relacion 1:1, en la cual se pudo observar
una produccion de sulfuro que fue 13.79 mM, en relacion a la primera fase de
experimentacién que fue entre 13 — 14 mM (figura 15), con lo que se comprueba que

el consorcio de BSR lleg6 a adaptarse.

Kitada et al. (2000) han reportado que los procesos anaerobios de degradacion que

se llevan a cabo en los reactores UASB favorecen la proliferacion de

.
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microorganismos oxidadores del azufre elemental. Su principal funcion es la remocion

de metales pesados, empleando el acido sulfurico producido por este grupo

microbiano.
Segunda parte
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Figura15. Produccion de sulfuro y consuma de sulfato del biorreactor vertical con medio
Postgate C modificado y el afluente del DAM de Antequera.

Para mejorar la produccién de sulfuro de hidrogeno se ha empleado un biorreactor de
forma horizontal (figura 16) de tal manera que el flujo sea optimo, ya que en el
biorreactor vertical se produjo fallas del sistema al haber taponamientos de los
sistemas de recirculacion y la entrada de medio o del afluente del DAM.

Figura 16. Biorreactor horizontal de lecho empacado

E
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La debilidad del sistema se encuentra en el recambio de material celulésico y el
aumento de medio. Esto se observa en la figura 17, donde en el séptimo dia de
experimentacion se realizé el recambio de medio de cultivo incorporandose sustratos
nuevos, que luego del periodo de adaptacién, presentaron una elevacion en la
produccién de sulfuro de hidrogeno. En el dia 14 de experimentacién se realizo el
primer recambio de sustrato; donde la estabilidad del sistema se pierde por la pérdida
de biomasa, y el poco tiempo de adaptacién que se tiene; a pesar de esta condicion

es vital el recambio de material celulitico como sefiala (Velasco J. et. al, 2005).
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Figura 17. Produccion de sulfuro y consumo de sulfato del biorreactor de lecho empacado en
sentido horizontal

De acuerdo a la revision bibliografica, el sistema de remocién de forma vertical
permite una produccion de sulfuro de hidrégeno apta para la remocion de metales,
debido a un flujo y un tiempo de retencion que permite la degradacion de la celulosa.
Hemsi et. al. (2005) estos sefnalaron que a medida que se incrementa la velocidad de
descomposicion de la celulosa se favorecera la formacion de sulfuro y, por lo tanto, la
precipitacion de metales pesados, pero en esta ocasion se comprobd que el
biorreactor de forma horizontal tiene una estabilidad de cultivo mayor que la vertical,

dado que el flujo es continuo y no se ve observa el taponamiento de las mangueras.
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6.3 Sistema de bioprecipitacion de Hierro (ll)
Previamente a la experimentacion se realizo el analisis del efluente del Drenaje Acido
de Mina de Antequera, las concentraciones de los metales presentes en ella se

detallan en la tabla 7.

Tabla 7. Composicion del afluente del DAM de Antequera

Metal Concentracion mg /L
Floruros 7.0 mg/L
Cloruros 74.0 mg/L
Fosfatos 0.5 mg/L
Sulfatos 310 mg/L

Calcio 115 mg/L

Magnesio 20.5 mg/L

Sodio 215 mg/L
Potasio 25.5 mg/L
Arsénico 64.0 ug/L

Plomo 115 ug/L
Cadmio Menor al limite de

deteccion

Cobre 40 ug/L

Fierro Menor al limite de

deteccion

Zinc Menor al limite de

deteccion

Se realizo la determinacion de hierro utilizando la técnica por espectroscopia de
absorcion atdmica (Tabla 8), en la cual se observa los resultados obtenidos a partir

de una concentracion constante de hierro de 15.4 ppm.

s
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El biorreactor llegd a obtener una concentracion final de hierro en reactor de 2.342
ppm y en piscina de sedimentacion de 0.734 ppm lo que indica una remocion de
metal del 95%.

Tabla 8. Concentracion de hierro en el biorreactor vertical de lecho empacado

Muestra Dilucion [C] ppm ini [C] ppm final
Concentracion Inicial 1:10 1,541 15,41
Papel/Piscina 0,734 0,734
Papel/Biorreactor 2,342 2,342

La remocion de metal presente en el drenaje acido de mina esta relacionado
estequiométricamente, ya que sabemos que un mol de metal reaciona con un mol de H,S;
por ello el H,S disuelto en el medio permitid la remocion del 95 % de hierro presente en
este. La misma relacién se observo en la remocion de cobre en el trabajo de Gonzalez P.
et al, 2005 que logré un 74,8 % de remocién de cobre, debiendosé este resultado a la
concentracién de sulfuro producido, ya que en este caso fue mucho menor que en el
presente trabajo; es por ello que podemos decir que el sistema tiene un mayor

rendimiento en la remocion de metal pesado presente en agua.

7 Conclusion

Las condiciones de cultivo para los consorcios bacterianos sulfato reductores fue
optimizada mediante la experimentacion en cultivos Batch donde se tomaron las variables
de pH &cido y fuente de carbono de material celulésico que permitié la produccion de
sulfuro de hidrogeno empleados en la bioprecipitacion de Fe (ll) del Drenaje Acido de

Mina del efluente Antequera y del medio de cultivo Postgate C modificado.

e La capacidad de produccion de H,S de los 3 consorcios bacterianos fue
determinada en funcién a la degradaciéon del material celulésico/hemicelulosico,
donde se obtuvo una produccion maxima de 19,05 mM de H2S con el papel bond
en desuso, permitiendo la seleccion del material que favoreceria las condiciones

de produccién de sulfuro.

.
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Mediante la experimentacion previa en cultivos batch se obtuvieron las condiciones
para el establecimiento del biorreactor de lecho empacado en posicién vertical y
horizontal con papel bond como sustrato y soporte para la produccion de H,S,
donde el consorcio seleccionado para la experimentacion fue el MM1-X. Por
razones técnicas el biorreactor horizontal fue seleccionado como el mejor sistema
de remocién de metales por presentar una produccion de sulfuro de hidrogeno de

14 mM al decimo dia.

Se logro establecer un sistema de precipitacion de Fe (lI) del DAM mediante la
utilizacion de trampas de precipitacién de vidrio, el metal precipita en condiciones
de acides extrema al utilizar soporte de material celulitico (papel bond), y se

determino que el porcentaje de remocion de Fe (Il) es del 95%.
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