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RESUMEN

En el mundo uno de los mayores contaminantes
para el medio ambiente son los drengjes &cidos de
mina (DAM), los cuales estan caracterizados por
presentar elevadas concentraciones de metales
pesados, sulfatos que contribuyen a la acidez del
efluente. El presente trabgo esta enfocado a la
remediacion de dichos efluentes, empleando
bacterias sulfato reductoras (BSR), que utilizan
como fuente de carbono papel en desuso y acidos
grasos volailes (AGV). Cultivos en batch
presentaron concentraciones de sulfuro de
hidrogeno mayores a 10mM, de los cuales se
utiliz6 la mejor concentracién para cada soporte,
[levando estos a cultivo continuo y obteniendo
concentraciones de sulfuro de hidrégeno
constantes, cercanas a 3mM para una primera
etapa que consistié en la utilizacion de medio
Postgate C modificado. En una segunda etapa se
utiliz6 un mix 1:1 de medio Postagte C

modificado y €l efluente a tratar, obteniendo una
produccion de sulfuro de hidrogeno alrededor de
7mM para el mejor soporte que resulté ser papel.
Palabras Clave: bacterias sulfato reductoras,
drenges &cidos de mina, biorreactores,
biopreci pitacion.

ABSTRACT

Around the world one of the most environmental
pollutants are the acid mine drainage (AMD),
characterized by high heavy metals and sulfate
concentrations. Our focusing in this work was the
effluent remediation, using sulfate redicing
bacteria (SRB) that use recycled paper and volatil
fatty acids (VFA) like carbon sources. The batch
cultures showed over 10mM of hidrogen sulfide
production. The best batch concetration for each
support were selected, carrying this cultures to
bioreactors. In thye first step using a modified
Postgate C media near 3mM of hidrogen sulfide
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was achived. In a second step a mixed of the
modified Postgate C media with the effluent to
treat (1:1), teh production of hidrigen sulfide was
improved around 7mM. Showing that the best
support it was letter paper.

Key Words. sulfate reducing bacteria, acid mine
drainage, bioreactor, bioprecipitation.

INTRODUCCION

Desde los tiempos de la colonia, Balivia ha sido
un pais minero. Por décadas, el cerro rico de
Potosi hasido el yacimiento de minerales de plata
mas importante del mundo. Su descubrimiento en
1545 inicia € ciclo de la mineria en € territorio
gue hoy constituye Bolivia. La mineria colonia
inicia un circuito econdmico en e cua €
transporte y e comercio asumen un rol
determinante’. El grado de contaminacion minera
en Bolivia puede ser clasificado en mediana y
pequefia escala. Los compuestos inorganicos
extraidos son zinc, oro, plata, estafio, plomo y
boratos.

Los Drengjes Acidos de Mina (DAM) son
producidos por la oxidacion de sulfuros
metdlicos, tales como pirita (FeS,), calcopirita
(CuFeS,). Esta es una reaccion quimica natural la
cual puede ocurrir cuando los minerales estén
expuestos a aire y agua’. La oxidacion de de
sulfuros metdlicos causa la liberacion de los
metales y la consiguiente produccién de acido
sulfdrico. Este proceso puede ocurrir como un
proceso climatol 6gico natural de los minerales®.
Existen numerosos métodos para € tratamiento
de DAM, pero pocos han sido aplicados®. Los
métodos més comunes son métodos quimicos,
como la neutralizacion, usando ca u otros
componentes acalinos causando la precipitacion
de metales en forma de oOxidos e hidroxidos®. Sin
embargo estos son procesos caros Y |os resultados
desaparecen a corto tiempo. Aungue la remocion
de metales tOxicos de industrias en aguas de
desecho ha sido practicada por varias décadas,
éstas tienen sus limitaciones debido a costo en el
proceso fisico-quimico cominmente usado. Otra

desventaja es € uso de reactivos agresivos y
contaminantes, siendo ente un proceso enemigo
del medio ambiente. Esto especiamente cuando
la remediacion de DAM vy otras industrias
contaminantes son el blanco de estos procesos”.

Los tratamientos biolégicos utilizados para la
remocion de metales en aguas de desecho son:

Bioadsorcion, Captaciéon 'y  Acumulacion
Intracelular, Complexacion, Oxidacién,
Reduccion,  Metilacion,  Volatilizacion y

Precipitacion extracelular’. Este dltimo esta dado
por consorcios de Bacterias Sulfato Reductoras
(BSR), las cudes llegan a producir en su
metabolismo sulfuro de hidrogeno (H.S) a través
de la reduccién de sulfatos presentes en DAM,
gue tienen la caracteristica de presentar una
acidez extrema y una gran cantidad de metaes
pesados disueltos®.

El presente trabajo constituye una propuesta en €l
tratamiento de drengjes &cido de mina, mediante
la bioprecipitacién, utilizando consorcios de
bacterias sulfato reductoras aciddfilas, las cuales
llegan a soportar la acidez extrema del efluente.
Para proporcionar una mayor resistencia a esta
acidez se han utilizado diferentes soportes, 1os
cuales proporcionan una proteccién aun mayor a
los consorcios de BSR, cuando éstas son
expuestas a un pH inferior a cua crecen
normal mente.

MATERIAL Y METODOS

Toma de muestras. Las muestras fueron
colectadas de la region atiplanica de Bolivia,
departamento de Oruro, mina Machacamarquita.
Las cuales consistieron de lodo y agua del mismo
efluente, manteniéndolos en envases de pléstico
Ilenas hasta el tope para evitar €l ingreso de aire.

Cultivo de Bacteria Sulfato Reductoras.
Enriguecimiento y cultivo. Dichos consorcios de
BSR fueron enriquecidos previamente en
columnas de Winogradsky®, y posteriormente
cultivados en vides en diferentes soportes y
fuentes de carbono (Tabla 1).
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Tabla 1. Distribucién de soportesy fuentes de carbono

Fuente de Carbono

Soporte PB PH PHP AGV
PB X X X
PH X X X
PHP X X X
Piedra pomes X
Ceramica X
Yute X
Agar_Agar X

PB : papel bond; PH :papel higiénico; PHP: papel higiénico/periodico; AGV: acidos grasos voléatiles

Medios de cultivo. Los consorcios de bacterias
sulfato reductoras fueron cultivadas en medio
mineral Postgate C modificado 0.5 KH,PO;,,
4.59 NaSO, 1g NH,CI, 0.06g MgSO,*7H,0,
0.06g CaCl*6H,0, 0.3g citrato de sodio, 0.004 g
FeSO,7H,0, H,O destilada csp. 1LY,
utilizando como fuente de carbono pape
higiénico, papel bond, y un mix de pape
higiénico/periddico relacion 2:1 (3g/80mL de
medio), ademés de &cidos grasos volétiles (5.96
g/L) obtenidos a partir del consorcio hidrolitico
TACANA (muestra colectada del norte del
departamento de La Paz habitada por la etnia
Tacana) a partir de frutas, llegando a utilizar
15.1mL/L*",

Perlas de agar-agar. Para la encapsulacion en
perlas de agar-agar, se puso un recipiente de
vidrio con hielo sobre un agitador magnético,
dentro de este recipiente se encontraba un vaso de
precipitado que contenia vaselina liquida con €l
consorcio de BSR en agitacién constante, se
utiliz6 agar-agar al 3% y por goteo se formaron
las perlas de agar-agar, posteriormente se
procedié a retirar las perlas de agar-agar vy
redizar un lavado con agua destilada hasta
remover el exceso de vaselina liquida presente™.
Cultivo en Batch. El cultivo en batch se realizé
en viades de 100mL, los cuaes fueron
establecidos en  condiciones  anaerdbicas
utilizando nitrégeno libre de oxigeno, cerradas
con tapones de gomay anillas de aluminio, todas
las muestras se cultivaron apH 4.

Biorreactores. El armado de biorreactores se
realizo utilizando botellas de pléstico de 600mL,
las cuales fueron llenadas con los soportes ya

mencionados (ver Tabla 1) y se procedid a
[lenarlos con cultivos en batch que se encontraban
en fase logaritmica de la curva de crecimiento
bacteriano.

Determinaciones analiticas. Determinacion de
sulfuro. La determinacion de sulfuro se realizo
cualitativamente y cuantitativamente:

Ensayo en acetato de plomo. EsS un ensayo
cualitativo para la produccion de sulfuro. Papel
filtro fue humedecido en una solucion de acetato
de plomo, la fase gaseosa fue tomada empleando
una jeringa y esparcida sobre e papd filtro
embebido en acetato de plomo, en e cud
presenta una coloracion marrén metalica que nos
indicala presencia de sulfuro de ploma®.

Método Turbidimétrico. El sulfuro disuelto en el
medio de cultivo fue medido empleando el
método turbidimétrico reportado por Cord
Rudwisch®®, que se basa en la precipitacion de
sulfuro de cobre.

Determinacion de sulfatos (Método
cuantitativo). En un tubo de hemdlisis se mezcl6
ImL de Reactivo Condicionante y 1mL de la
muestra (dilucion 1/20), luego se afadio
aproximadamente 60mg de cloruro de bario, se
mezclé en vortex por 30s, inmediatamente se
realiz6 la lectura en una cubeta a 420nm. Se
utiliz6 como blanco 1mL de Reactivo
Condicionante mas 1mL de agua™.
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RESULTADOS

Se llegb a redizar € enriquecimiento en
columnas de Winogradsky de los consorcios
MM1 08, MM3 08 y MM1 X, los cudes se
llevaron a cultivar a partir de la zona sulfato
reductora en medio mineral Postgate C
modificado, utilizando como fuente de carbono
papel higiénico y AGV, llegando a observar y
cuantificar € crecimiento de BSR en papel, pero
no asi cuando se utiliz6 AGV ambos a pH 4, lo

gue indica la necesidad de utilizar soportes,
teniendo en cuenta que & papel ademas de ser
fuente de carbono tiene la caracteristica de
proteger a los consorcios, se optd por utilizar
soportes (Tabla 1). En los cuaes se obtuvo
produccién de sulfuro de hidrégeno, pero no en
un mismo lapso detiempo (Tablas 2, 3, 4), yaque
solo € consorcio MM1 X tuvo crecimiento a los
5 dias, prolongandose este tiempo para los
consorciosMM1 08y MM3_08.

Tabla 2. Produccion de Sulfuro de hidrogeno, utilizando papel como fuente de carbono y soporte.

Soportey fuente

Muestra de carbono Sulfuro [mM]
MM1 08 Papel higiénico 8,94
MM3_08 Papel higiénico 13,19
MM1 X Papel higienico 13,07
MM1_08 Papel bond 13,63
MM3_08 Papel bond 13,17
MM1 X Papel bond 19,05
MM1 08 Mix 10,91
MM3_08 Mix 17,14
MM1 X Mix 15,71

Tabla 3. Produccion de Sulfuro de hidrogeno, utilizando AGV como fuente de car bono.

Sufuro[mM]

Muestra Soporte

MM1 08 Ceramica
MM3_08 Ceramica
MM1 X Ceramica
MM1 08 Piedra pomes
MM3_08 Piedra pomes
MM1 X Piedra pomes

MM1 08 Y ute
MM3 08 Y ute
MM1 X Y ute

31
7,51
9,51
0,7
0,61
0,9
0,26
0,87
0,61
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Tabla 4. Produccion de Sulfur o de hidrogeno, utilizando AGV como fuente de carbono.

Muestra Soporte Sulfuro[mM]

MM10 Agar-Agar 1,37

Se lleg6 a utilizar la concentracion mas ata de
sulfuro en cada uno de los experimentos donde se
generd concentraciones de sulfuro de hidrogeno
de 19.05mM papel bond, 9.51mM ceramica y
1.37mM agar-agar. Seleccionados como mejores
soportes y llevados a cultivo continuo en
biorreactores.

Los biorreactores utilizados fueron armados
calculando el tiempo de duplicacién del consorcio
bacteriano (MM 1 _X), € cual se utiliz para los
tres biorreactores, por presentar mejor produccion
de sulfuro y menor tiempo de duplicacién (Figura

Figura 1. Biorreactores. Papel como soportey fuente de carbono (izquierda), ceramica como soporte + AGV
como fuente de carbono (centro) y agar-agar como soporte + AGV como fuente de carbono (der echa).

Unavez armados |os biorreactores se determiné

la produccion de sulfuro y consumo de sulfato
(Gréfico 1).
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Grafico 1. Produccion de sulfuroy consumo de sulfato en medio Postgate C modificado.
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Los niveles de sulfuro presentes en cada uno de
los reactores se mantiene constante, mostrando
concentraciones mas altas en papel, ésto puede
deberse a que tanto la fuente de carbono y €
soporte se encuentra juntos, y la bacteria tiene
disponibilidad completa de |a fuente de carbono.
El consumo de sulfato se encuentra
correlacionado con la produccion de sulfuro
teniendo el mayor consumo de sulfato cuando se
utliza como soporte papedl.

Produccion de sulfuro

W

— pap|

Sulfuro [m]
o

== ceramica agar-agar

En una segunda instancia se realizé un mix entre
el medio minera Postgate C modificado y €
efluente a tratar 1.1 (recolectado de la region de
Antequera-Oruro), en € cua se pudo observar
una mejor produccién de sulfuro que fue
13.79mM en papel, en relacion a primer
experimento que fue alrededor de 4-8mM para
papel (Grafico 1), con lo que se comprueba que €
consorcio de BSR llegd a adaptarse a las
condiciones del efluente (Gréfico 2).

Consumo de sulfato
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Grafico 2. Produccion de sulfuro y consumo de sulfato en medio Postgate C modificado mezclado con €l

efluente minero de Antequer a.

Los resultados obtenidos mostraron una
produccion maxima de sulfuro en papel y un
consumo mayor de sulfato en agar-agar,
demostrando asi que €l tipo de soporte utilizado
llegbé a proporcionar proteccion a los consorcios
de BSR.

Asi también, como se demuestra en los gréficos
estadisticos (Gréfica 3), se encontrdé una
diferencia significativa con un p<0.001 tanto para
la produccién de sulfuro como para € consumo
de sulfato.
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M > 30
M <30
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Grafica 3. Resultados estadisticos para sulfuro (izquierda) y sulfato (derecha).

Lo cua nos indica que existe una diferencia
significativa entre la produccién de sulfuro y
consumo de sulfato entre los diferentes tipos de
soportes utilizados, teniendo una mayor
produccion de sulfuro con el soporte papel .

DISCUSION

El crecimiento de Bacteria Sulfato Reductoras
estd muy limitada a pH bgo ya que se pudo
evidenciar € crecimiento de éstas en papel
(establecido como soporte), pero no asi cuando se
utiliz6 AGV, e cua no presentaba soporte,
ambos a pH 4, lo que indica la necesidad de
utilizar soportes para proteger BSR en
condiciones extremas de pH™.

La concentracién de sulfuro presente en
condiciones batch definieron al consorcio y €
tipo de soporte a utilizar para el armado de los
biorreactores, en los cuales la produccion de
sulfuro y consumo de sulfato se mantienen en
condiciones constantes, y siempre presentandose
mejores concentraciones cuando se utiliza papel
tanto para la primera etapa como en la segunda
etapa donde las concentraciones de sulfuro son
mayores, pero encontrandose similares a los
niveles ya descritos’,

Se pudo notar que la precipitacién de metales
pesados en condiciones de acidez extrema es
posible cuando se utilizan soportes, los cuales
proporcionaron proteccion a consorcios de
bacterias sulfato reductoras, notédndose que la
efectividad en la produccién de sulfuro fue mayor
cuando se utilizé papel bond tanto para cultivos
en batch (19.05mM), como para cultivo continuo
(al rededor de 7mM).
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