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RESUMEN

La actividad minera en Chile es fundamental para la economia, especialmente la extraccién
de cobre. Sin embargo, derivan a miles de toneladas desechos lo cual puede ser una fuente
potencial de generacion de drenaje &cido por la oxidacion de los minerales sulfurados por
entrar en contacto con el agua y el aire. Ademas de su peligrosidad para el ambiente, estas
concentraciones contienen alta cantidades de cobre, las cual podrian recuperarse, por lo que
los tratamientos de remediacion deberian centrarse tanto en el aspecto ambiental como en el

econdmico.

Este proyecto se centra en los tratamientos pasivos utilizando reactores bioquimicos con
sistemas de intercambio difusivo (SID) los cuales evitan el contacto directo de los
microorganismos con el drenaje acido, como también generan un mecanismo de
bioproteccién a los agentes quimicos lo cual permite remediar drenajes mas &cidos y con

una carga mayor de metales.

Para el desarrollo de la investigacion se utilizan reactores a escala banco, la cual evalla el
mecanismo de bioproteccién variando los grosores verticales de las capas a los siguientes
valores en duplicado: 2.5 cm, 5cm y 7.5 cm. Se trabajo en proceso continuo durante 225
dias de los cuales 59 dias fueron con alimentacion de solucion de sulfato de sodio, mientras

que 166 dias fue con drenaje acido de mina DAM.

Respecto a los planteamientos propuesto, se puede concluir que una capa de grosor vertical
de 2.5 cm presenta fallas en el sistema de bioproteccion conduciendo una alta
concentracion de metales toxicos como el cobre y el zinc, baja concentracion celular
presente en la digestion anaerobia, alta concentracion de sulfatos, bajo pH y por ultimo un
alto ORP. Una vez que se alimenté con DAM en los reactores, la tasa de remocion de
sulfato disminuyo debido a la presencia de metales tdxicos, como también disminuyo la
concentracion de sulfuros en el efluente. La concentracion celular de la salida iba
disminuyendo a medida que pasaba los meses debidos que aquellas bacterias estan siendo

afectadas por el flujo advectivo del DAM.



ABSTRACT

Mining activity in Chile is fundamental for the economy, especially copper extraction.
However, they derive thousands of tons of waste which can be a potential source of
generation of acid drainage due to the oxidation of the sulfur minerals due to contact with
water and air. In addition to their dangerousness to the environment, these concentrations
contain high amounts of copper, which could be recovered, so remediation treatments

should be focused as much as improvement to capture copper as well.

In this project, it focuses on passive treatments using biochemical reactors with diffusive
exchange systems (SID) which avoid direct contact of microorganisms with acid drainage,
as well as generating a mechanism of bioprotection to chemical agents which allows to

remediate drainages more acids and with a greater load of metals.

For the development of the research, reactors are used at bench scale, which evaluates the
mechanism of bioprotection by varying the vertical thicknesses of the layers to the
following values in duplicate: 2.5 cm, 5 cm and 7.5 cm. A continuous process was carried
out during 225 days of which 59 days were fed with sodium sulphate solution, while 166

days were with DAM.

Regarding the proposals proposed, it can be concluded that a layer with a vertical thickness
of 2.5 cm has flaws in the bioprotection system leading to a high concentration of toxic
metals such as copper and zinc, low cellular concentration present in anaerobic digestion,
high concentration of sulphates, low pH and finally a high ORP. Once DAM was fed into
the reactors, the sulfate removal rate decreased due to the presence of toxic metals, as well
as the concentration of sulfides in the effluent. The cellular concentration of the output was
decreasing as the months passed due that those bacteria are being affected by the DAM

advective flow.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Motivacidén

La industria extractiva minera es una de las actividades econémicas mas importantes de
Chile, con una participacion en torno al 11% del Producto Interno Bruto, ademéas de
constituir el 51,4% de las exportaciones totales (Cochilco, 2014). A nivel internacional,
Chile es el primer productor de cobre del mundo y el tercero en molibdeno, entre otros
(Cochilco, 2014). No obstante esta actividad minera genera gran cantidad de desechos y

residuos. Algunos de estos desechos son altamente peligrosos y contaminantes en potencia.

Los desechos de minas constituyen un peligro potencial para el medio ambiente,
principalmente si estos contienen sulfuros de metal. Cuando los residuos son expuestos al
oxigeno y a agua de deshielo como sucede con los desechos de Codelco en su division El
Teniente, se forma un drenaje acido rico en sulfatos y metales como: Fe, Al, Mn, Zn, Cuy
Pb. Estos elementos en elevadas concentraciones son nocivos para la actividad biologica,
contaminan los cauces y, ademas, esas aguas pueden llegar a dafiar la estructura y la

cimentacion de construcciones.

Existen métodos para tratar el DAM, entre los que se encuentran los métodos pasivos,
como los biorreactores que usan bacterias reductoras de sulfato (BRS). Entre los tipos de
biorreactor se encuentran los que usan un sistema homogéneo y aquellos con un sistema de
intercambio difusivo (SID). Este Gltimo separa una zona reactiva, con menor conductividad
hidraulica y en donde se desarrollan los microorganismos, de la zona conductiva, con
mayor conductividad hidraulica, con la finalidad de proteger a los microorganismos del
transporte advectivo del DAM y promover el mecanismo de bioproteccion. Sin embargo, se
desconoce el efecto de la variacion de las capas reactivas sobre este mecanismo por lo que

es muy importante investigarlo para determinar como afecta a la comunidad microbiana.



1.2 Hipotesis

Si el espesor de la capa reactiva es muy pequefio, disminuiré la eficiencia de remocion de
metales debido a que no se podra mantener el mecanismo de bioproteccion a los agentes

quimicos.

En reactores de intercambio difusivos las capas reactivas de mayor grosor pueden disminuir
la tasa volumétrica de remocion de sulfatos debido a que tienen una menor superficie

especifica de transferencia de masa.

1.3 Objetivo general

Evaluar el efecto del espesor vertical de capas sobre el mecanismo de bioprotecccién en

base a gradientes quimicos.

1.3.1 Objetivos especificos

Determinar el efecto de los metales en la alimentacion sobre las tasas volumétricas de
remocion de sulfato y metales de los reactores con diferentes espesores de material reactivo

en un proceso continuo.

Monitorear la poblacion microbiana anaerobica e identificar las bacterias reductoras de

sulfato en el efluente de los bioreactores en un proceso continuo.

Comparar la tasa volumétrica de remocion de sulfato de los reactores con diferentes

espesores de material reactivo en un proceso batch con solucion sulfatada.



1.4 Plan de trabajo

El plan de trabajo se compuso de las siguientes etapas: investigacion bibliografica, disefio y
construccién de los reactores de banco, fase de adaptacion, proceso batch, proceso continuo
con alimentacion de solucion sulfatada, proceso continuo con alimentacion con drenaje
acido, desarme de los reactores y andlisis de resultados. La primera etapa consistié en
investigar sobre los estudios méas recientes sobre tratamiento biol6gico activo de DAM. En
la segunda etapa se disefio los reactores, se cotizd los materiales, se tamiz6 la arena, se
colecto la tierra de hoja, el estiércol, se montd el sistema, entre otros. La tercera etapa fue el
proceso de adaptacion, en que se dejé durante 20 dias los reactores con una solucion de
sulfato de sodio. La cuarta etapa consistio en el proceso batch, realizado dos veces. En la
quinta etapa, se alimentd con solucion sulfatada durante aproximadamente dos meses y la
sexta etapa fue una alimentacion con DAM durante casi 6 meses. Por Gltimo, la séptima
etapa consistio en analizar el comportamiento de flujos de los reactores, el desarme y

posterior analisis de todos los resultados de las etapas anteriores.



CAPITULO 2

DRENAJE ACIDO DE MINAS

2.1 Generacion del DAM

La formacion de drenaje acido de minas (DAM) es un impacto ambiental que se produce

cuando se conjugan cuatro factores (INAP, 2012):

La existencia de agua, ya sea de origen natural, como las aguas lluvia, subterraneas
o de rios, agua de proceso, tal como el agua utilizada para transportar los relaves
hasta los tranques, o el agua de lavado, utilizada por ejemplo para lavar las

instalaciones;

Segundo, que dicha agua entre en contacto con roca o material que ha sido
removido de la mina y almacenado en botaderos, material que ha sido tratado
(relaves, ripios de lixiviacion) y almacenado o depositado, la roca superficial de la
mina misma que ha quedado al descubierto tras la explotacion, ya sea de rajo

abierto o subterranea;

Tercero, que la roca o material que entra en contacto con el agua, y en presencia de
oxigeno, debe tener una composicion tal que al producirse dicho contacto se
produzca una reaccion quimica de oxidacion que genera &cido. Esto es muy comin
cuando aguas de acidez neutra entran en contacto con rocas de tipo piritico. Debe
tenerse en cuenta también la capacidad de tampdn de la roca que acompafia al

mineral, la que en condiciones especificas, podria neutralizar el &cido generado;

El cuarto factor es la existencia de microorganismos, junto a la disponibilidad de
dioxido de carbono, nutrientes y la presencia de elementos traza, que permiten el
desarrollo de dichos microorganismos y su intervencion catalizadora en el proceso

de oxidacion.



Un ejemplo tipico de formacion del drenaje acido de mina es el de la pirita, mencionado
anteriormente, en cuyo caso se expone a las condiciones fisicoquimicas que prevalecen en
la superficie terrestre, es decir, en presencia de abundante agua y gases atmosféricos, dando
lugar a &cido sulfarico e ion férrico. Este proceso produce un fluido con pH muy bajo (1-5),
Eh alto (>+0,6 V), elevada conductividad (>800uS/cm), y elevada concentracion de
sulfatos y diversos metales y metaloides (Fe, Pb, Zn, Cu, Cd, Cr, Ni, Co, Al, Sh, As)
(Carretero, 2007). Las siguientes reacciones ilustran el proceso para la pirita (Singer y
Stumm, 1970; Evangelou, 1995, 1998; Stumm y Morgan, 1996; Thomas et al., 2003;
Jennings et al., 2008; citados en Jacobs et al., 2014):

2FeSy(5) + 70, + 2H,0 — 2Fe®t + 4505y + 4H{y (2.1)
4Fely + 0p + 4H, ) — 4Felly + 2H,0 (2.2)
2Fe3* + 6H,0 — 2Fe(0H)3(5) + 6H ) (2.3)
14Fe3* + FeSy ) + 8H,0 — 15Fel )\ + 2507 + 16{,,, (2.4)
FeS, + 7TFe;(S04)3(aq) + 8H,0 > 15FeS04(qq) + 8H,S0, (2.5)

En la reaccion 2.1 muestra la generacion de acidez y sulfato (4cido sulfarico) a partir de la
oxidacion de la pirita. Mientras que la reaccion 2.2 representa la oxidacion de hierro ferroso
a férrico una vez que hay suficiente oxigeno atmosférico o disuelto en agua. La reaccion
2.3 ocurre a pH cercano a 3, y sirve como fuente de idn férrico en solucién, siendo el paso
mayor en la liberacion de sulfato y acidez (acido sulfrico) al ambiente. Ademas, el i6n
férrico puede reaccionar con mas pirita para producir mas protones, como se ve en la
reaccion 2.4. La reaccién 2.5 indica la creciente produccion de acido sulfurico a medida
que pirita sin reaccionar va siendo oxidada en agua. Luego, comunidades microbianas fijas
al mineral sulfurado catalizan la oxidacion de pirita y la generacion de &cido (Jacobs et al,
2014).



2.2 Consecuencias ambientales

Los impactos ambientales generados por el DAM son variados: se solubilizan parte de los
metales contenidos en los materiales lavados y dichos metales son transportados por las
aguas hasta zonas agricolas, fuentes de agua potable o los sedimentos de rios y o el mar; la
existencia de aguas acidas con contenido metalico puede eliminar, dafiar o alterar el habitat
de los cursos de agua superficiales; las aguas acidas de mina pueden percolar hasta las
napas subterraneas, alterando su composicion; las aguas &cidas pueden dafiar instalaciones
de infraestructura tales como conductos de alcantarillado, rellenos sanitarios, fundaciones,
etc (INAP, 2012).

2.3 Drenaje acido de minas en Chile

La explotacién y procesamiento de los recursos minerales no sélo generan una gran
cantidad de minerales procesados. Por ejemplo, en el caso del cobre, la produccién del afio
2015 fue de 5,8 millones de toneladas, lo cual conlleva la generacion de un gran volumen
de residuos mineros (Sernageomin, 2015). Segun el departamento de relaves del Servicio
Nacional de Geologia y Mineria en diciembre del afio 2016 se tiene registro de 696
depdsitos de relaves los cuales se encuentran distribuidos entre las regiones | y VII, ademas
de la region de Aysén. La mayor parte de estos se encuentran en la regiones Il y IV
representando 22% y 52% del total, respectivamente. Estos centran la atencion desde el
punto de vista ambiental ya que, dependiendo de la constitucion de los mismos, constituyen

una fuente potencial de la generacion de drenaje acido de mina (DAM).

El drenaje acido de mina en Chile no habia sido estudiado hasta el afio 2000, en que la
Unidad Ambiental del Ministerio de Mineria, realizé el estudio “Catastro del Potencial de
Generacion de Aguas Acidas de Minas y Elaboracion de Guia Metodologica para la
Prevencion y Control del Drenaje Acido de Minas en Chile”, cuyo objetivo principal fue
elaborar un diagnéstico y analisis del potencial de generacion de drenaje &cido de minas en
Chile, desde la I a la VI Region (INAP, 2012).



De los cuatro factores mencionados en el capitulo 2.1, el oxigeno y las bacterias estan
presentes en todo el territorio nacional y es dificil asociar su mayor o menor presencia a las
distintas zonas geogréficas del pais. De esta manera, el riesgo geografico fue a partir de:
presencia de minerales con potencial de generacidn de drenaje acido y presencia de agua
evaluada a partir de las precipitaciones cuya distribucion geografica es definida analizando
la distribucion geografica del valor promedio anual (mm/afio). Por Gltimo, para evaluar el
riesgo de la presencia de minerales sulfurados precursores de drenaje acido, el pais se
dividié en 12 franjas geoldgicas cuyas caracteristicas metalogénicas son comparables
(INAP, 2012).

A partir de este andlisis, el estudio arrojé que la franja metalogénica de Cobre Molibdeno
del Mioceno Superior-Plioceno presenta el mayor riesgo de drenaje acido donde se
encuentran las siguientes faenas: Cia. Minera Pelambres, Codelco Chile-Division Andina,
Cia. Minera los Bronces y Codelco Chile-Division El Teniente. Estas faenas se encuentran
ubicada en las regiones de: O’Higgins, Metropolitana, Valparaiso y Coquimbo. Todas ellas
ubicada en las zonas de la precordillera y cordillera de Los Andes donde presenta una
mayor cantidad de precipitaciones. Mientras que las franjas con menor riesgo de generacion
de drenaje acido son aquellas que se ubican en las primeras regiones del pais debido a su
bajas precipitaciones como por ejemplo es el caso de la franja metalogénica de cobre-Plata-
Oro del Paleoceno en la que se encuentran: Compafiia minera Cerro Dominador, Compafiia
Minera Lomas Bayas, Cia Minera Meridian y Compafiia Minera Soledad, las cuales se
ubican en la region de Antofagasta (INAP, 2012).



CAPITULO 3
ESTRATEGIAS DE REMEDIACION DEL DAM Y SU FUNCIONAMIENTO

3.1 Introduccién

En este capitulo se mostrard las estrategias de remediacién del DAM, con foco en los
tratamientos pasivos que usan reactores bioquimicos. Se explicaran algunas de las
tecnologias que existen y se enfatizara en la tecnologia de barrera permeable reactiva de
intercambio difusivo y el mecanismo de bioproteccion. Por otro lado, se mencionaran los

microorganismos que participan en el proceso de la reduccion de sulfato.

3.2 Estrategias de remediacion del DAM

Las estrategias de remediacion del DAM se clasifican en métodos activos y pasivos (Jamil
y Clarke, 2013), en base en sus caracteristicas de costos y necesidad de control. En el caso
de los primeros, la necesidad de control y sus costos son altos, pero con la ventaja de que la
recuperacion de metales es alta, al revés de lo que sucede con los métodos pasivos, en los
que la recuperacion es baja, pero poseen la gran ventaja de que el costo y la necesidad del
control es menor que en el caso activo. Los métodos de tratamiento pasivo mas utilizados
son los humedales artificiales (aerobios o anaerobios), los drenajes anoxicos de caliza, los
sistemas de produccion de alcalinidad, y cuando el problema se manifiesta en aguas
subterraneas, las barreras reactivas permeables. Para este proyecto resultan relevantes los
métodos pasivos utilizando reactores bioquimicos, entre los cuales se pueden encontrar los
reactores homogéneos reductores de sulfato (BRS), los reactores con sistema reductor y de
produccion de alcalinidad y, por ultimo, los reactores con sistema de barrera permeable

reactiva de intercambio difusivo.



3.2.1 SAPS

Conocido como Sistema de produccién sucesivo de alcalinidad (SAPS) y por sus siglas en
inglés (RAPS), se usa para tratar agua acida de mina con alto contenido de metal (ver
Figura 3.1). En este sistema el agua fluye verticalmente a través del lecho. Primero, el agua
acida fluye a través de la parte de compost de baja conductividad hidraulica del RAPS,
donde se consume oxigeno disuelto gracias a microorganismos, y el hierro férrico (Fe®*) se
reduce a hierro ferroso (Fe?*). Como resultado, el agua se vuelve anoxica y fluird a través
de la capa de piedra caliza dando como resultado agua alcalina sin precipitacion de hierro

en la capa alcalina (Matthies, 2010).

E Caliza Fase organica . Fase liquida

Figura 3. 1. Sistemas reductores y de produccion de alcalinidad (Doshi, 2006).
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3.2.2 Biorreactor reductor de sulfato (BCR)

Se define como “un sistema de tratamiento que utiliza un sustrato organico (donador de
electrones) para conducir reacciones microbianas y quimicas que reducen las

concentraciones de metales, acidez, y sulfato en un DAM”. (ITRC, 2012)

El reactor tipo BCR es un sistema parecido al RAPS, pero se diferencian en que la zona
reactiva es una mezcla homogénea de material orgéanico, tales como chips de madera,
estiércol y paja, mas la piedra caliza que toma el rol de neutralizacion del DAM (ver Figura
3.2) (ITRC, 2012).

Los BRS para tratar los DAM aprovechan procesos microbianos de la digestion anaerobia (ver
capitulo 3.4) que transforman los contaminantes e incrementan el pH, catalizados por distintos
tipos de bacterias: Fermentadoras, degradadores de celulosa (encargadas de degradar los
polimeros naturales mas complejos) y, por ultimo, las bacterias reductoras de sulfato. Este
Gltimo tipo de bacterias son las que producen sulfuro lo que permite remover metales divalentes

como, cobre, zinc, fierro, y hacerlos precipitar como sulfuros de metal. (ITRC, 2012)

Materia organica [==] sistemade
Fase liquida “1] ycaliza E—= drenaje

Figura 3. 2. Reactor reductor de sulfato (ITRC, 2012)

3.3 Sistema de intercambio difusivo (SID)

Con el proposito de atenuar la toxicidad del drenaje acido para los microorganismos
involucrados en el tratamiento, Schwarz y Rittmann (2010) propusieron una variacion a la
barrera permeable reactiva tradicional y plantearon la distribucion de material reactivo en

capas, la cual se denomina barrera permeable reactiva de intercambio difusivo, como se
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observa en la Figura 3.3. En este sistema se separa la zona reactiva, con menor
conductividad hidrdulica, y en donde se desarrollan los microorganismos, de la zona
conductiva, con mayor conductividad hidraulica. El sulfuro producido en la zona reactiva
migra por difusién a la capa conductiva (arena), donde precipitan los metales. Este sistema
evita el contacto directo de los microorganismos con el drenaje &cido, permitiendo mayor

actividad microbiana.

- I
Asua contaminada _> E Aoua tratada
= I =
"
I Zona de alta
_* conductividad b
SR Zona de baja
I conductividad a
- »
DAPEE

Figura 3. 3. Representacion de una barrera permeable reactiva de intercambio difusivo
(Schwarz y Rittmann, 2010).

3.3.1 Mecanismo de bioproteccion

Las comunidades microbianas pueden aprovechar un mecanismo general de bioproteccion
(Schwarz y Rittmann, 2006a, b, ¢) en el que algunas bacterias inducen gradientes quimicos
al producir productos que se unen al metal toxico, reduciendo asi la toxicidad a niveles no
inhibitorios para gran parte de los microorganismos. En la Figura 3.4a muestra el modelo
conceptual del mecanismo de bioproteccion basado en gradientes quimicos que involucran
bacterias reductoras de sulfato. El flujo de un metal toxico (M?*) se desintoxica por un flujo
opuesto de sulfuro (S%) producido bioldgicamente dentro de una zona reactiva. Como
resultado del transporte difusivo, resistencia e inmovilizacion (por ejemplo la reaccion de

precipitacion), se desarrollan gradientes de concentracion. Mientras que la Figura 3.4b
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muestra los perfiles de concentracion de metal um y sulfuro up caracteristicos para la

condicion limite considerada. Esta figura servira como modelo para calcular el criterio de

estabilidad de un sistema dominado por la difusion, como se explicara mas adelante.

Mientras que la Tabla 3.1 muestra ejemplos de gradientes basados en la bioproteccion.

Precipitacion

Concentracion
-
iy
e
"

Zona Reactiva

> l
i r

B
Y0 Agua sobrepuesta
Um Capa limite acuoso
uy, .
Sedimento
Bioactivo

Distancia

-

r

Direccion del terreno

flujo de agua

Ly

Sedimento Inactivo

Figura 3. 4. Modelo conceptual del mecanismo de bioproteccién (Schwarz y Rittmann,

2006a)

Tabla 3. 1. Ejemplos de bioproteccion basada en gradiente (Schwarz y Rittmann, 2006a)

Reaccion | Especie producida Ejemplos de Complejos / sélidos no toxicos
bioquimica sustancias toxicas
Reduccion Sulfuro Zn?*, Ni%*, As**, ZnS(s), NiS(s), CdS(s),
. 24 AT+ LiTH PbS(s), CuS(s), As2S3(s),
de sulfato (principalmente Pb<*, Cd*, Hg HgS(s), Zn(HS)s, ZnS(HS)"
en forma de HS") CdHS", Cd(HS),
Oxidacion Carbonato Zn?*, Pb%* ZnCO3(s), PbCOs3(s)
- (principalmente
organica
en forma de
HCO3)
Generacion | Hidroxido (OHY) Zn?*, Cu®*, Pb?*, Zn(OH)2(s), Cu(OH)2(s),
base Ni?*, Cd?*, Hg?*, Pb(OH)z(s), Ni(OH)z(s),

cré*, U*, Np*

Cr(OH)a(s), UO2(s),
Np(OH)a(s), Cd(OH)*,
Pb(OH)*, Hg(OH)*, Hg(OH)2,

Cu(OH)*
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El disefio preliminar de una barrera reactiva permeable activa por difusién (DAPRB), se
emplea resultados analiticos (Schwarz y Rittmann, 2006a) cuyo modelo incluye las

siguientes caracteristicas criticas (ver Figura 3.4b):

e El sulfuro se genera a una tasa promedio constante r a lo largo del sedimento activo,
que esta representado por una zona bioactiva de espesor Ly, Siempre que u,, sea
cero.

e EIl agua sobrepuesta esta bien mezclada, teniendo una constante concentracion de
metal -

e Ladifusion del metal hacia el sedimento esta controlada por una capa limite acuosa
de espesor &,;, y su flujo hacia el sedimento es Dm (Umo- Um (X =0)) /8,;, segln la
primera Ley de Fick. Podemos despreciar la concentracién de metal en el borde del
sedimento superior en este calculo, porque um en equilibrio con la fase sélida en x =
0 se acerca a cero.

e En el borde superior de la zona bioactiva, el metal y el sulfuro se encuentran y la
formacion del sélido es instantanea siempre que ambas especies estén disponibles.
De nuevo, suponemos una estequiometria molar 1: 1 para esta reaccion.

e El metal y el sulfuro tienen contra-gradientes causados por su consumo en el limite
superior de la zona bioactiva.

e El sulfuro se transporta hacia el limite superior por difusién. En estado estacionario,
el flujo del sulfuro hacia el limite es equivalente a la tasa de sulfuro producido
dentro del sedimento por area de unidad de sedimento, dado por Lpr.

e La condicion que se muestra es un caso limite para un maximo de resistencia, que
ocurre cuando los gradientes de concentracion del metal um y del sulfuro uL solo se

encuentran en el limite superior de la zona bioactiva.

A partir de lo mencionado anteriormente, se puede calcular el criterio de estabilidad de un

sistema de resistencia por difusion (ver Figura 3.5) como se aprecia en la ecuacion 3.1:
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_ rLpbp
UpoDuy

>1 (3.1)

Donde:

go= Criterio de estabilidad de un sistema dominado por la difusion (-)

&= Espesor de la capa limite acuosa (L)

umo= Concentracion total de metal soluble en la porcion superpuesta bien mezclada de la
columna de agua (caso de sedimento) (ML)

Lo= Espesor de la zona de sedimentos bioactivos (L)

Dm=Coeficiente de difusion del metal (L%/T)

Mientras que para calcular la estabilidad de la advecccion (ver Figura 3.5) se usa la
siguiente ecuacion:

rD;
UproV?

Qu = >1 (3.2)

Donde:

ga= Criterio de estabilidad de un sistema dominado por la adveccion.

r= Velocidad constante de produccion de sulfuros (ML3T?)

D= Coeficiente de difusion efectivo del ligando en la barrera reactiva permeable (L?T™)
umo= Concentracion total de metal soluble en la porcién superpuesta bien mezclada de la
columna de agua (caso de sedimento) (ML)

v= Velocidad del agua subterranea (LT™)

A continuacion, realizamos un ejemplo de calculo preliminar para confirmar si se requiere
un sistema DAPRB utilizando el criterio de resistencia (Schwarz y Rittmann, 2006a). A
partir de los datos disponibles, Schwarz y Rittman (2010) evaluaron la ecuacién 3.2 con los
siguientes valores: umo igual a 10° mol I, Dp es de 10* m? d%, v es igual a 2.77x10% m
d}, res 10 mol I* d*. En este caso ga fue de 0.013, lo que indica que un PRB uniforme no

podria desintoxicar y que se necesita un DAPRB.
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En la Figura 3.5 se muestra las ubicaciones criticas que enfrentan las concentraciones mas
altas de metal en un sistema DAPRB representados en 1 y 2. Si los criterios de resistencia
quimica no se cumplen en estas ubicaciones, la retroalimentacion negativa entre la
inhibicidn y la resistencia dara lugar a una falla total del sistema. La velocidad de capa K-
baja (capa de baja conductividad hidraulica) v; es la velocidad del agua subterranea
relevante para la ubicacion 1. Como v, depende directamente de la relacion de
conductividades hidraulicas de la capa K-alta a baja, esta relacion es una variable
fundamental para garantizar el cumplimiento del criterio de estabilidad en la ubicacion 1.
Para este disefio, suponemos una relacion de conductividad hidraulica de 100, que
proporciona velocidades de 20 m/y y 0.2 m/y para las capas de alta y baja conductividad,
respectivamente. Es importante destacar que el régimen de flujo en la ubicacién 1 no esta
totalmente dominado por la adveccion, por lo que requiere la evaluacion del siguiente
criterio de estabilidad general (Schwarz y Rittmann, 2006a), en lugar del criterio

simplificado para casos advectivos (Ecuacion 3.2):

Donde:

ga= Criterio de estabilidad de un sistema dominado por la adveccion.

r= Velocidad constante de produccion de sulfuros (ML3T)

D= Coeficiente de difusion efectivo del ligando en la barrera reactiva permeable (L?T™1)
umo= Concentracidn total de metal soluble en la porcién superpuesta bien mezclada de la
columna de agua (caso de sedimento) (ML)

v= Velocidad del agua subterranea (LT™)

e= Espesor de barrera reactiva permeable (L)

Se evaluia la ecuacion 3.3 con los siguientes valores de Schwarz y Rittman (2010): r = 10*
mol It d?, Di=10* m2d?, umo =102 mol I, e =15m,y v=v =274 x 10* md?, se

calcula que ga = 133.2 (lado izquierdo) y el criterio = 1.07 (lado derecho). Ya que 133.2»
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1.07, la relacion de conductividad elegida de 100 cumple con el criterio de estabilidad para
la ubicacion 1, por lo que el PRB no falla.

Mientras que, para el célculo del criterio de estabilidad de un sistema dominado por la
difusion (-) se uso la ecuacion 3.1 usando los siguientes valores: r igual 10 mol I* d?, Dm
igual a 10* m? d%, umo es 10° mol I}, Ly es 0.126 m y por Gltimo &,,; igual a 0.0315 m.
Realizando el calculo el resultado es de 3.9 cumpliendo con el criterio mostrado en la

ecuacion 3.1.

[~

Limite sin flujo

e e
Direccidn @ : .
del y <> Zona de baja conductividad ”
Flujo vi= 0.2 m/y, =10 mol/l-d arl

Limite

Limite de + @ sin v
concentracion ¢ e:radient?

constante

Zona de alta conductividad

. vo=10.1 mfy V= 20 mly

= 1 mM

b/2

Limite sin flujo —>

Figura 3. 5. Modelo que representa un DAPRB, con sus propiedades de transporte y
condiciones de contorno. Los criterios de resistencia se aplican en ubicaciones 1y 2.
(Schwarz y Rittmann, 2010).

3.4 Microbiologia dentro de un bioreactor

La comunidad microbioldgica en los sistemas de tratamiento de reduccién de sulfato
incluye varias clasificaciones importantes de microorganismos con diferentes tipos de
actividad metabolica (Figura 3.6). Estos microorganismos incluyen bacterias reductoras de
sulfato (BRS), degradadores de celulosa y fermentadores (Hiibel et al., 2008, Logan 2005).
Los BRS dependen de la actividad metabdlica de estos otros grupos de microorganismos
(Neculita, 2007).
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Las BRS son bacterias anaerdbicas que utilizan sulfato como aceptor de electrones terminal
y una fuente simple de carbono orgdnico como donante de electrones. Los diferentes
géneros de BRS usan diferentes fuentes de carbono (por ejemplo, &cido acético, hidrogeno,
azUcares simples) y una variedad de géneros se encuentran en un BCR tipico (Prieto et al.,
2008). Los BRS se encuentran dentro de una serie de grupos taxondémicos que incluyen
Deltaproteobacteria (por ejemplo, Desulfovibrio, Desulfomicrobium y Desulfobacter) y

bacterias formadoras de esporas como Desulfomaculum (Doshi 2006).

Celulosa
celulolisis
Celobiosa
celebohidrolisis
Glucosa fermentacion
Lactato —> H, CO,
b1 %
co, Acetato metanogénesis ————>i CH,
| SO,*
reduccion de sulfato < ME?2*
H,S <>
MeS,,
CO,

Figura 3. 6. Proceso microbioldgico de un bioreactor anaerobico (Logan, 2005)

La temperatura afecta el crecimiento de BRS. Las deltaproteobacteria son bacterias
mesofilas gramnegativas (rango 6ptimo de temperatura de crecimiento 20-40 °C) con una
variedad de formas y rasgos fisioldgicos. La mayoria de las especies bacterianas prefieren
un rango de temperatura similar a la Deltaproteobacteria, aunque algunas pueden soportar
ambientes con temperaturas mas altas. Los SRB termdfilos prosperan a las altas
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temperaturas que se encuentran en ambientes tales como respiraderos geotérmicos, sin
embargo, estas bacterias generalmente no estan presentes en los sistemas de tratamiento
BCR.

Los degradadores de celulosa son necesarios para los biorreactores porque degradan el
sustrato, que tipicamente es un carbohidrato complejo, en compuestos de carbono simples.
Los BRS no puede degradar la celulosa y dependen de los degradadores de celulosa para
proporcionar la fuente de carbono (Neculita et al., 2007). La degradacion de la celulosa
puede ser aerdbica o anaerobica, y los anaerobios fermentativos probablemente predominan

en un sistema de tratamiento reductor de sulfato como se muestra en la Tabla 3.2:

Tabla 3. 2. Productos Metabdlicos liberados durante la digestion anaerobia de diferentes

polisacaridos por cepas puras de bacterias anaerobias (Chynoweth e Isaacson, 1987)

Organismo Fuente Sustrato Productos*
Bacteroides Rumen Celulosa F,AS
succinogenes
Bacteroides Rumen Celulosa F, L, Hz, CO2
Fibrisolvens Hemicelulosa F, B, L, Hz, CO2
Pectina F, A, B, L, M, Hy,
CO;
Bacteroides Rumen Hemicelulosa F,AP,S
Ruminicola Pectina F,AP,B,L,S
Ruminococcus Rumen Celulosa F, A, S, Hz, CO2
Flavefaciens
Neocallimastix Rumen Celulosa F.A L E CO;
frontalis
Rumen spirochetes Rumen Pectina F, AL S, M
Rumen treponemes Rumen Pectina F,A, S M
Lachnospira Rumen Pectina F, A, L M, E, Hy,
multiparus CO2
Acetivibrio Digestor Celulosa A E, Hz, CO2
Cellulolyticus
Clostridum Digestor Celulosa A E, Hz, CO2
thermocllum
Clostridium Sedimento de Pectina F,A L E
papyrosolvens estuario
Clostridium Sedimentos de lago Pectina A, B, M, E, Hz, CO2
butyricum

*F=formato, A=acetato, P= propionato, B=Dbutirato, S=Sucinato, L=lactato, M=metanol,
E=etanol
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Los fermentadores son importantes en los sistemas de tratamiento de reduccion de sulfato
porque degradan los aminoécidos, azUcares y &cidos grasos en compuestos organicos mas
simples (por ejemplo, &cido propionico y alcoholes) que también pueden usarse como
fuentes de carbono por BRS. Algunas veces Ilamadas "aciddgenos fermentativos”, estas
bacterias realizan fermentacion y acidogénesis. La fermentacion es un proceso metabdlico
anaerobico que no depende de aceptadores de electrones externos (a diferencia de la
respiracion) y en el cual la fuente de carbono se reduce y una porcidén se oxida para
producir la energia que la unidad debe tener para prosperar (Madigan et al., 2012). La
acidogénesis es una etapa de la digestion anaerobica en la que las moléculas como los

azucares y los aminoécidos se dividen en acidos grasos simple y alcoholes (Figura 3.7).

Sustrato Organico Particulado

Proteinas Carbohidratos Grasas
Hidrolisis
Aminoacidos, Azlicares Acidos Grasos
Acetogénesis
Lactato
Acetogénesis
Acido Acético Hidrogeno
Metanogénesis
Metano

Figura 3. 7. Proceso de la digestion anaerobia.

Fuente: Waste To Energy Research and Technology, www.wtert.eu

El ion de hidrégeno (H™) y el hidrégeno molecular son producidos por varias bacterias
fermentativas diferentes en un biorreactor. Los ejemplos de reacciones fermentativas
productoras de hidrogeno incluyen la degradacion de lactato para producir etanol, didxido
de carbono e i6n hidrégeno por Lactobacillis y la degradacion de glucosa a butirato, gas


http://www.wtert.eu/
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hidrogeno, dioxido de carbono e ion hidrogeno por Clostridium butyricum. Se ha
encontrado que la actividad bioldgica de los fermentadores disminuye significativamente a
medida que aumenta la actividad de BRS en las etapas iniciales del funcionamiento del

sistema de tratamiento pasivo a escala de laboratorio (Logan et al., 2005).

Algunos microorganismos, incluidos los metandgenos (un grupo de Archaea anaerobica) y
algunos géneros de BRS utilizan hidrégeno molecular como donador de electrones. Los
estudios han demostrado que los BRS superan a los metandgenos en cuanto al hidrégeno
disponible, y no se espera que la actividad metanogénica sea alta en un BCR maduro
(Logan et al., 2005).

Si el BCR se expone al oxigeno, las bacterias del género Thiobacillus (reclasificadas a
Acidithiobacillus, Kelley y Wood 2000) pueden volverse mas predominantes (Hiibel et al.,
2008). Los tiobacilos son bacterias comunes en las aguas de mina no tratadas, son
acidofilos y oxidan aerobicamente el hierro ferroso al hierro férrico. Ademas, se pueden
usar microorganismos para eliminar metales disueltos u otros contaminantes inorganicos
(como uranio, teluro, selenio y oxidos de cromo). Los microbios tienen la capacidad de
incorporar metales a su estructura. Los contaminantes se eliminan de aguas mineras y se
absorben en la biomasa dentro del biorreactor. La seleccion de los microorganismos debe
basarse en los requisitos nutricionales de los organismos disponibles en el biorreactor (por
ejemplo, fuentes de carbono, nitrégeno, azufre y fosforo). ElI género y la especie
particulares de los organismos son en gran parte irrelevantes, aunque los organismos
aislados del sitio (o uno similarmente contaminado) serian méas propensos a llevar a cabo la
reduccion deseada (ITRC, 2012).

3.5 Ecuaciones de la digestion anaerobia

La cadena alimentaria del BCR que conduce a la produccion de sulfuro se puede

representar por:

BRS
Degradacion celulosa = C.0. solubles + CO, + H,0 + SOy~ — C0O, + H,0 + H,S
(34)
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Esta biodegradacion anaerobica de los polisacaridos resulta en compuestos organicos

solubles pero es lenta.

Para determinar la tasa de produccion de sulfuros suponiendo que esta tasa esta limitada por
el suministro de materia organica, se necesitaria conocer la tasa de produccion de los
organicos solubles, la tasa de uso de estos organicos por los organismos reductores de
sulfatos y la estequiometria, porque el uso organico se convierte en generacion de sulfuro.
Ha habido algunos intentos de determinar estas tasas, por ejemplo, se asumio que la
degradacion de la materia vegetal en un BCR produjo lactato y se describié usando un
conjunto de ecuaciones (Hemsi et al., 2005). La eleccion del lactato es algo sorprendente ya
que pocos anaerobios celuloliticos producen lactato mientras que el etanol, Hy, succinato y
propionato son productos fermentativos mas comunes (Lynd et al., 2002). La reaccion

liquida productora de lactato fue informada como:

2(C4Hy1005) + 0.427H,0 + 0.524NH}
- 3.126C3H:05 + 3.652H* + 0.524CsH,0,N (3.5)

Donde el altimo término, CsH;O2N, es la nueva biomasa de degradador de celulosa. El
lactato es entonces utilizado por las bacterias reductoras de sulfato (BRS) para formar

acetato en la relacion estequiométrica, dado como:

2.128C3Hs05 + 0.0766NH; + SO2~
- 2HCO3 + 0.234H,0 + H,S + 2CH;05 + 0.524CsH,0,N (3.6)

Donde el ultimo término es la masa BRS recién formada. Las bacterias reductoras de
sulfato, que degradan completamente el lactato, son raras en comparacion con la oxidacion

anterior al acetato (Hemsi et al., 2005).
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3.6 Analisis de la bioenergética de la reduccion de sulfato

Las bacterias reductoras de sulfato requieren: una fuente de carbono, un donor de electrones
y un aceptor de electrones (el sulfato) mostrados en la ecuaciones anteriores. Para
determinar la reaccién biologica completa, es decir, reduccion del aceptador de electrones,
oxidacion de donor de electrones y sintesis de biomasa en dicha reaccidn total, es necesario
partir de tres semirreacciones, una para cada etapa. En este caso nos basamos en la Figura
3.6 donde se trabaja con acetato como sustrato (donor de electrones) y amonio como
fuente de nitrogeno (reaccion de sintesis celular), este ultimo elegido por ser la fuente mas
probable de utilizacion por los microorganismos (Rittmann y McCarty, 2001). Las
semirreacciones correspondientes y sus respectivos valores de energia libre de Gibbs se
muestran en la Tabla 3.3. La reaccion bioldgica completa se representa por la siguiente

ecuacion (Tchobanoglous et al., 2013):

R = foRq + f;Rcs — Ra (3.7)

Donde:

R: Reaccion total balanceada.

fe: Fraccion de donor de electrones usada para energia.

Ra: Semirreaccion para el aceptor de electrones.

fs: Fraccién de donor de electrones usada para sintesis celular.
Rcs: Semirreaccion de sintesis de biomasa.

Rq: Semirreaccion para el donor de electrones.
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Tabla 3. 3. Semireacciones para reduccion bioldgica de sulfato (Rittman, 2001)

Descripcion Semireaccion AG®, KJ/e
equivalente
Acetato como 1 1 27,40
—=C0,+—-HCO; +H* + e~
donor de 8 8
1 3
electrones = §CH3COO‘ + §H20 (3.8)
Sulfato como 21,27

aceptador de

electrones

Yooz 4 Bpe yon
8% T16 ¢

1 1 1
= T HS™ + 22 HyS + 2 H,0 (39)

Amonio como
fuente de
nitrogeno, CO»
como fuente de

carbono

1C0 + 1HCO3‘+ 1NH++H++ -
SRR Rt T R €

1 9
= 55 CsHy02N + 55 Hz0 (3.10)

El consumo energético para sintesis celular se define por la siguiente formula
(Tchobanoglous et al., 2013):

AGp AGy
AGy = K_m + AG, + T (3.11)

Donde:

AGs: Energia libre para convertir 1 electron equivalente (e- eq) de la fuente de carbono a
material celular.

AGy: Energia libre para convertir 1 e- equivalente de fuente de carbono a piruvato (forma
intermedia de carbono).

K: Fraccion de transferencia de energia capturada (eficiencia energética de las bacterias).
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m: +1 si AGp es positivo; -1 en caso contrario.
AGc: Energia libre para convertir 1 e- equivalente de piruvato intermediario a 1 e-
equivalente de células.

AGn: Energia libre por e- equivalente de células para reducir nitrgeno a amonio.

Asumiendo una eficiencia K de 0,6 (consistente con lo indicado por estos autores y por
Tchobanoglous et al., 2013), se pueden conocer los factores fe y fs como sigue:

KAGp (E> = AG, (3.12)

fs
fi+ f,=1(3.13)

Donde:

AGr: Energia liberada de las reacciones redox, kJ/mol e- transferido.

K: Fraccion de energia capturada.

fe: Moles de e- de sustrato oxidado por mol de e- de sustrato total utilizado.

fs: Moles de e- de sustrato usado para sintesis celular por mol de e- de sustrato total
utilizado.

AGs: Energia utilizada para crecimiento celular, kJ/mol e- transferidos para dicho

crecimiento.

Para poder calcular AG,, se utilizan las siguientes semireacciones presentadas en la tabla
3.4:



Tabla 3. 4. Calculo del AG, (Rittman, 2001)
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Semireacciones AG kJ/mol e”
1 3 1 1 -27.68
g CHsC00™ + 2 H,0 = €0, + 2 HCO3 + H* + e~ (3.14)
1CO + ! HCO3 + HY + e~ ! CH COCOO‘+2H 0 (3.15 +35.78
— — _) — — .
5“2 T 1) 3 e 10 “ 12 N ( )
8.10

1 3
5 CH3C00™ + 250,

1 1 1
—CH - +—HCO3 +—H,0 (3.1
= 15 CH3COC00™ + 5 HCO3 + 55 H,0 (3.16)

Para calcular la reaccion biologica completa se tiene lo siguiente:

AG —(8'10 +31.41 + O>—4491K]
S \0.6%1 ' 06/ T Te-

Remplazando en la ecuacién 3.12 resulta:

E =12.21

fs

Luego, resolviendo junto a la ecuacion 3.13, resulta fe= 0.9108 y fs= 0.0892 con lo que se

puede obtener la reaccién total balanceada aplicando la ecuacion 3.7, y con ello calcular los

rendimientos tedricos y consumos por parte de las bacterias reductoras de sulfato. La

reaccion resultante completa es la siguiente:

0.11385507~ + 0.1708H* + 0.125CH;C00~ + 0.00446NH; + 0.221H,0
= 0.1205HCO3 + 0.1072C0, + 0.0569H,S + 0.0569HS ™

+0.00446C5H,0,N (3.17)
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3.7 Composicion de la materia organica de la zona reactiva

Se han realizado investigaciones en reactores tipo Batch o discontinuos para encontrar
sustratos econdmicos que proporcionen materia orgénica a corto y largo plazo como se
puede observar en la Tabla 3.5. Los compuestos de origen celulsico como el aserrin, heno,
alfalfa y virutas de madera, constituyen una fuente de donadores de electrones a largo
plazo, porque su cinética de degradacion es lenta. Proporcionan carbohidratos complejos,
que deben ser degradados por el consorcio. En cambio, las heces, residuos agricolas y de
cerveceria, compost y desechos de animales, proporcionan donadores de electrones de
disponibilidad méas inmediata o de corto plazo; ademas, son la fuente de elementos

esenciales para el desarrollo de los microorganismos como el nitrogeno y fésforo.

Tabla 3. 5. Materiales reactivos usados en sistemas Batch para tratamiento del DAM

Mezcla pH Sulfato Referencia
Afluente | Efluente | Afluente | Efluente

Compost, hojas de robles, 2.4 6.0-7.5 | 1040 <200 Gibert et al,
estiércol de aves de corral, 2004
estiercol de ovejas.
Estiércol de vacay mezclade | 4.2 5.9-6.3 | 14752 No Amos y
pastos secos, pastos verdes reportado | Younger,
compostados. 2003
Mezclas/fuentes Unicas de 4.0 6.5-8.5 | 4244 1630 Zugury et
virutas de madera de maple, al, 2006

turba, aserrin de conifera,
compost de hojas, estiércol de
aves de corral.

Virutas de madera y aserrin. 1.6 5.0-6.0 | 2500 750-1250 | Tasse y
Germain
2002
Mezcla de compost de hojas, |5.5-6.0 |7.9 2000- <90 Cocos et al,
estiércol de aves de corral y 3200 2002
aserrin.
Mezcla de astillas de maderay | 4.5-6.2 | 6.9-7.5 | 3500 <90 Lindsay, et
aserrin. al, 2008
Mezcla de chips, heces de 3.0-6,0 |5.0-8.0 |1650- <90- Neculita et
vaca, compost de hongos, 3140 2000 al.,

aserrin. 2011
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La composicion de la mezcla reactiva es fundamental para la eficiencia del proceso de
reduccion de sulfato. Investigaciones realizadas sugieren que la mezcla més reactiva es
aquella que contiene varias fuentes de carbono (Waybrant et al., 1998; Zagury et al., 2006)
y 10% de hierro cerovalente, debido que disminuye el hierro en ese estado es un potencial
de oxidacién-reduccion (ORP), lo que conduce a la formacién de un entorno anaerébico
mejorado para las BRS (Lindsay et al., 2008; Kumar et al., 2015). Los sustratos con
celulosa han sido confirmados como mas eficientes que los lignocelul6sicos (Waybrant et
al., 1998; Tassé y Germain, 2002). Una mezcla optima debe contener igual proporcién de
residuos celuldsicos y residuos organicos (Neculita et al., 2008). Los residuos organicos
(compost y estiércol) aceleran la actividad de los reductores de sulfato durante el inicio de
los sistemas (McCauley et al., 2009).

3.8 Comportamiento de los metales

3.8.1 Precipitacidon de metales como sulfuro

El proceso consiste en hacer reaccionar un metal soluble con un reactivo, en este caso el
sulfuro producido en la zona reactiva, para formar un complejo sulfurado como se puede
mostrar en la siguiente reaccion (ITRC, 2012):

H,S + M?* — MS(s, + 2H* (3.18)

Donde M corresponde al metal divalente (cobre, zinc, hierro ferroso, etc.).

3.8.2 Neutralizacion con quimicos

La piedra caliza es de uso normal para el tratamiento de DAM y puede tener una ventaja
econdémica y préactica. El carbonato de calcio aumenta el pH del agua mediante el consumo
de iones de hidrogeno y la adicion de alcalinidad a través de iones de bicarbonato (Young
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et al, 2002). Como el pH del agua acida, los metales pueden precipitarse para formar
hidroxidos y oxihidrioxidos:
CaC0O5; + 2H* - Ca?t + H,0 + CO, (3.19)

CaCO; + H,CO5 » Ca®* + 2HCO; (3.20)

3.8.3 Manganeso

El manganeso puede ser un metal particularmente dificil de eliminar en un bioreactor
reductor de sulfato. Este metal es altamente soluble como Mn?* en agua excepto cuando el
Eh es alto y el pH estd por encima de 7. Un pH sobre 7.6 0 méas y en condiciones de alto
oxigeno disuelto (alto Eh), Mn precipitard como un éxido (en orden decreciente de Eh:
MnO,, Mn,03, 0 Mnz;04) 0 a baja Eh, como hidroxido de manganeso (Mn(OH),). Hui et
al. (2010) mostraron que una parte de la remocién de Mn en los lechos de piedra caliza es
bioldgica, mencionando que los hongos pueden ser los oxidantes biolégicos dominantes. El
pH al que se forman los solidos también se ve fuertemente afectado por la presencia de
carbonato. En concentraciones moderadas de carbonato y en entornos algo anaerdbicos se

forman carbonatos de manganeso como se presenta en la siguiente ecuacion (ITRC, 2012):

Mn?t 4+ C03~ —» MnCO5(s) (3.21)

El manganeso no forma sulfuros como otros metales divalentes como el cobre o el zinc. Por
lo tanto, para eliminar el manganeso por precipitacion, el agua de mina debe ser algo
alcalina. Puede que no se pueda amortiguar el DAM a un pH bastante alto por la disolucion
de la piedra caliza (ITCR, 2012)

3.8.4 Aluminio

El aluminio, si esta presente, es probable que forme oxidos si el DAM es neutralizado,

precipitando generalmente en la misma zona que el hierro. Al igual que con el hierro, el
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material resultante es a menudo problematico porque puede formar grandes volumenes de
lodo que obtruye los poros. Quimicamente, el aluminio tiende a ser pensado en el sistema
Al-O-H, determinado por el pH (ITRC, 2012):

AB* 5 AL(OH)?* - AL(OH)4(s) (3.22)

3.8.5 Hierro

El hierro esta a veces presente en el DAM, y casi siempre en la forma ferrosa. El potencial
redox determina qué reacciones ocurren con este metal. En presencia de oxigeno, puede

ocurrir el siguiente conjunto de reacciones dependiendo de la actividad y el tiempo:
4Fe?t + 0, — 4Fe®* + 205 (3.23)
205 + 2H,0 - 40H™ (3.24)

Esta reaccion redox es altamente dependiente del Eh, que esta relacionada con la fugacidad
del oxigeno en el agua. La mayoria de los DAM que contienen hierro y estan saturados con
oxigeno atmosférico favoreceran la formacion de Fe**, cuando el pH sea superior a 4-5. Si
el contenido de oxigeno es bajo, el hierro puede formar hidroxido de hierro (I1I) como se
presenta en la siguiente reaccion (ITCR, 2012):

Fe?* + 2H,0 - Fe(0OH),(s) + 2H™ (3.25)

Sobre pH 5, ya con valores redox asociados con oxigeno disuelto, pueden tener lugar una
serie de reacciones del ion férrico, que dan lugar a especies de hierro hidratadas de diversas

formas:
Fe3* + 3H,0 - Fe(OH);(s) + 3H" (3.26)

El hierro férrico forma el hidréxido de hierro (l1Il), el cominmente denominado

"yellowboy":

Fe(OH),(s) = FeO(s) + H,0 (3.27)
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El 6xido ferroso puede ser observado como un intermedio:
Fe(OH)3(s) » FeO(OH)(s) + H,0 (3.28)
El hidroxido de hierro (111) se convierte en oxihidréxido de hierro:
2Fe0(OH)(s) = Fe,05(s) + H,0 (3.29)
También puede formarse dxido de hierro (11).

Debido a la gama de combinaciones hierro/agua, los geoquimicos tienden a utilizar
términos amplios como el oxihidroxido de hierro. El oxihidroxido de hierro formado en
BCR puede ser amorfo o puede formar una serie de minerales. Estos minerales pueden
incluir otros aniones tales como carbonatos y sulfatos. La Goethita (FeO(OH)) se observa a
menudo en el BCR, pero también pueden ocurrir polimorfos de goethita, asi como otros
minerales como hematita (Fe2O3) (ITCR, 2012).

Ademas de la formacién de oxihidroxidos de hierro, la quimica del agua puede dar lugar a
otras reacciones del hierro. A pH casi neutro, y en presencia de carbonatos, se puede formar
la siderita (carbonato de hierro (I1)):

Fe?t + C0%~ - FeCO05(s) (3.30)

El intercambio iénico con carbonato de calcio, frecuentemente presente como grava de

piedra caliza en el sustrato BCR, también puede formar siderita:
Fe?* 4+ CaC03(s) » FeCO05(s) + Ca?* (3.31)

Si el carbonato de hierro fue expuesto posteriormente a Eh elevado, como por ejemplo
cambiando de condiciones anaerdbicas a aerobicas, la siderita es impulsada por

consideraciones de equilibrio para formar magnetita (FezO4) (ITCR, 2012).
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3.8.6 Tasa de remocion de metales

Para el dimensionamiento de los BRS se utiliza como criterio la tasa de remocion de
metales (mol/m?/dia), la cual se obtiene de forma experimental en ensayos de laboratorio y
esta relacionada con la tasa de reduccion de sulfato del BRS. En la Tabla 3.6 se muestran
algunas tasas de remocion de metales considerando aquellos que precipitan como sulfuros,
hidroxidos y carbonatos. La tasa de remocién anotada con * corresponde solo a aquellos
metales que precipitan como sulfuros. También aparece la relacion entre la tasa de
remocion de metales (aquellos que precipitan como sulfuro) y la tasa de remocién de
sulfatos, donde aquellas investigaciones que utilizan un sistema de intercambio difusivo
(SID) presentan una mayor tasa, al contrario del sistema BCR y SAPS. Las investigaciones
que trabajaron con un SID tienen una gran capacidad de trabajar a altas concentraciones de
cobre (aproximadamente de 630 mg/L) a diferencia los otros sistemas de tratamiento, esto
porque los SID presentan dos zonas una conductiva y otra reactiva (ver Tabla 3.7). Esto
permite que la Gltima zona mencionada se pueda proteger del transporte advectivo y
difusivo del DAM.

Tabla 3. 6. Tasa de remocion de sulfatos y de metales.

Tasa de Tasa de Tasa de Tasa remocion de
remocion de | remociénde | remocion de | metales*/Tasade | Tipo de
metales metales sulfatos remocion de sistema Fuente
(mol/m3/dia) | (mol/m®/dia)* | (mol/m?/dia) sulfatos
0.40 0.33 0.39 0.85 SID (Perez,
2015a)
0.36 0.28 0.31 0.93 SID (Gaete, 2017)
0.24 0.12 0.25 0.48 BCR (Kenneth,
2005)
0.46 0.3 0.44 0.68 BCR (Al-Abed,
2017)
0.24 0.13 0.30 0.43 BCR (Uster, 2014)
0.5 0.24 0.35 0.69 SAPS (Neculita,
2014)
0.8 0.29 0.38 0.76 BCR (McCauley,
2009)




Tabla 3. 7. Concentraciones de metales (mg/L) de los DAM de distintos autores.
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Resumen Gaete, Pérez, Neculita, McCauley, | Al-Abed, Uster,
de datos 2017 2016? 2012 2009 2017 2014
2
S04 2600 3890 2495 608 1986 1800
2+
Zn 67.05 85 ; 1.12 72.9 .
Ni ; - - 021 0.06 13
Cd ; : : 0.02 0.296 0.004
Cu 633.5 528 - 0.12 171 03
Mn 198.85 : 1.8 1.65 1.67 18
Fe 10.51 0.77 158 65.8 24.0 60
Al 116.55 95 67 46.5 17.0 21
K+ - 55 - - - -
CI- 61.77 61 - ; - -
Ca 127.7 - 195 - 81.7 -
Mg2+ - - 308 - 20-7 =
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CAPITULO 4
DISENO DE REACTORES Y METODOS DE ANALISIS

4.1 Introduccioén

En este capitulo se muestran los equipos que se utilizaron en este proyecto y posteriormente
la construccion y disefio de los reactores especificando la composicién de la zona
conductiva y reactiva. Ademas se muestra la composicion del drenaje acido sintético y los

analisis que se llevaron a cabo ya sean bioldgicos o quimicos.

4.2 Equipos

Los equipos que se utilizaron para esta investigacion fueron los siguientes:

- Electrodo del laboratorio modelo advanced PerpHect LagR pH/ISE Orion 370.
- Medidor de pH de terreno con electrodo HACH, modelo HQ40d

- Espectrofotometro HACH modelo DR 2800

- Espectrometro para absorcion atdmica modelo Perkin Elmer A400.
-Microscopio Japan Optical Co modelo XTL-2310

-Contador de colonia Suntex ColonyCounter 570.

-Termociclador Eppendorf AG 22331 Hamburg.

4.3 Disefo de reactor

Para este proyecto se utilizaron 6 reactores de banco con un volumen de 15.6 L de
capacidad cuyas dimensiones son de 80x6.5x30 y cuyo material fue de plexiglas con 1 cm
de grosor. Estos reactores se comenzaron a armar el mes de Enero del 2017 y se comenz6 a
operar el mes de febrero del mismo afio. En este experimento se vario el grosor de la capa

de la zona reactiva en los siguiente espesores en duplicado: 7.5 cm, 5 cmy 2.5 cm, como se
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puede apreciar en las figuras 4.1, 4.2 y 4.3, respectivamente. La alimentacion se realiz6 de
forma manual con un caudal de 0.14 L/d el cual se agregaba en la parte superior de la criba
(ver anexo Figura A.1). El drenaje sintético fluye de forma horizontal cruzando la zona de
distribucion que es de 4 cm de ancho, para luego cruzar el area del lecho que corresponde a
la zona de contacto entre las zonas conductivas y reactivas, la cual posee un volumen vacio
de 11.4 L. Finalmente, el drenaje termina en un frasco de laboratorio con tapa rosca de 500
mL. Los nombres de cada uno de los reactores se presenta a continuacion: R25 Ay R 2.5
B corresponden al duplicado de reactores de capa 2.5 cm, R 5 Ay R 5 B corresponde al
duplicado de los reactores de capa de 5 cm y, por ultimo, los reactores R 75 Ay R 7.5 B

corresponden a los reactores con capa de 7.5 cm de grosor.

:|/ 67 cm

35 em

80 cm

masas|
Criba B Zona Reactiva . Zona Vacia I:‘ Zona Conductiva

Figura 4. 1. Disefio de reactor de capa de 7.5 cm (Fuente: Elaboracién propia).
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:/ 67 cm

LAARLRS

g
d b i i s
80 cm
Criba @ Zona Reactiva . Zona Vacia l:‘ Zona Conductiva
Figura 4. 2. Disefo de reactor de capa de 5 cm (Fuente: Elaboracion propia).
J/ 67 cm
_ T % s ]
d | Wx% e
3 59 cm .

30cm

1.25cm

P R R R e e T e P PP R L e e e P PP LT -

80 cm

Criba Zona Reactiva . Zona Vacia |:| Zona Conductiva

Figura 4. 3. Disefio de reactor de capa de 2.5 cm (Fuente: Elaboracion propia).
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4.3.1 Zona conductiva

La zona conductiva estd compuesta por arena suministrada por cementos Biobio cuyo
tamano del grano esta entre 1.1 mm y 1.5 mm y cuya porosidad es de 0.4. La criba tiene un
diametro interior de 5.08 cm con una altura de 35 cm y cuya ranura de perforacion es de 1
mm. El volumen total de la zona conductiva considerando todo el reactor (zona de cribas,
distribucion y del lecho con porosidad) es de 6.1 L, mientras que el lecho conductivo es de
2.54 L.

4.3.2 Zona Reactiva

La materia orgénica esta constituida por los siguientes componentes como se muestra en la
Tabla 4.1:

Tabla 4. 1. Composicién de la porcion organica del sustrato (Chaparro, 2015).

% del peso total de los

Componente organico organicos

Fibra de celulosa no

deslignificada 50
Tierra vegetal 31.75
Estiércol fresco 18.25

La mezcla orgéanica sirvié de base para calcular el contenido de polvo de caliza, el cual se
agregaria a 15% del peso de los organicos. La tierra vegetal fue obtenida de los viveros de
la Universidad de Concepcion, mientras que el estiércol fresco se obtuvo de la lecheria de
San Carlos, de la Octava region. Se us6 como indculo lodos anaerobios provenientes de la
planta de tratamiento de Essbhio de Hualpén, en una cantidad de 1.5 L por cada kilogramo

de materia organica (Pérez, 2015).
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4.3.3 Composicioén del DAM

La alimentacion con drenaje &cido sintético fue preparada en base a los datos entregados
por el andlisis de una muestra de DAM proveniente de la planta HDS (plantas de lodos de
alta densidad) CODELCO en su division Andina. Se agrego6 concentracion de cloro la cual
proviene del cloruro de calcio agregado para tener un nivel de calcio representativo, y del
HCI usado para bajar el pH de la mezcla como se muestra en la Tabla 4.2:

Tabla 4. 2. Caracterizacion quimica del DAM preparado en el laboratorio (Fuente:

Elaboracion propia).

Metal C. prom. mg/L
Al 116.55
Cu 633.5
Fe 10
Mn 198.85
Zn 67.05
Ca 127.7
Cl 61.87

Sulfato 2600
pH 2.8

conductividad (mS/cm) 6.4
ORP (mV) 318.8

La carga de metales basandose en la Tabla 4.2 utilizando una caudal de Q=0.14 L/d es de:
16.32 mg/dia de aluminio, 88.69 mg/dia de cobre, 1.4 mg/dia de hierro, 27.84 mg/dia de
manganeso, 9.387 mg/dia de zinc y 17.88 mg/dia de calcio, mas un agregado de 8.66
mg/dia de cloro. La solucion de &cido clorhidrico fue de 0.12 molar, la cual se agregd a
aproximadamente 30 ml por cada 10 litros de DAM sintético. La alimentacion se preparaba
una vez por semana para llenar el bidon del afluente usando los reactivos del laboratorio de
hidraulica y medioambiente cumpliendo las concentraciones de la Tabla 4.3 (ver Tabla
4.2).
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Tabla 4. 3. Componentes del drenaje acido preparado en el laboratorio de hidraulica y

medio ambiente (Fuente: Elaboracion propia).

Compuesto Formula Cantidad por 10 L de DAM (g)
Sulfato de cobre Cu(SO4) * 5H20 24.9
Sulfato de hierro Fe(SO4) * 7TH20 0.49
Sulfato de manganeso | Mn(SO4) * 7 H20 10.1
Sulfato de zinc Zn(S0g4) * 7TH.0 2.95
Sulfato de sodio Na2(SO4) 8.1
Sulfato de aluminio | Al2(SO4)s *18H,0 14.46
Cloruro de calcio CaClx* 2H.0 4.68

4.3.4 Caudal de alimentacion

Para el calculo del caudal de alimentacion en los reactores se utiliza el tiempo de residencia
hidraulico (TRH) y el volumen del lecho vacio del bioreactor como se muestra en la

ecuacion 4.1:

Q=1 (1)
H
Donde:
Q: Caudal (L/d)
V: Volumen (L)
H: Tiempo (d)
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La Tabla 4.4 muestra los distintos caudales obtenidos a partir de la ecuacion 4.1. Se utilizé

los tiempos de residencia de las investigaciones aplicadas en el laboratorio de hidraulica y

medio ambiente de la Universidad de Concepcion. Se relacioné el volumen del lecho vacio

del reactor presentado en la Figura 4.1 cuyo volumen es de 11.5 L y el volumen de la zona
conductiva del lecho de 2.56 L.

Tabla 4. 4. Caudales segun el tiempo de residencia de distintas investigaciones.

Tipo de volumen Autores Tiempo de residencia Q (L/d)
(Dias)

VVolumen total del (Chaparro, 2015) 19 0.606
lecho vacio (L) (Gaete, 2017) 39 0.295
(Perez, 2015a) 41 0.281
(Perez, 2015b) 28.2 0.408
Volumen de la zona (Chaparro, 2015) 2 1.266
conductiva del lecho (Gaete, 2017) 4 0.633
con porosidad (L) (Perez, 2015a) SDS 1 3 0.844
(Perez, 2015a) SDS 2 5 0.506
(Perez, 2015a) SDS 3 2.5 1.012
(Perez, 2015b) 14 0.181

*SDS 1, SDS 2 y SDS 3, son reactores con distinta distribucion y volumen de la

zona conductiva del lecho.

Mientras que la Tabla 4.5 muestra el resumen de los datos obtenidos de las investigaciones
de (Chaparro, 2015), (Gaete, 2017), (Perez, 2015a) y (Perez, 2015b):
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Tabla 4. 5. Resumen de datos de las investigaciones presentados en el laboratorio de

hidraulica y medio ambiente.

Resumen de datos Unidades | Chaparro, | Gaete, Pérez, 20157 Pérez,
2015 2017 | SDS1 | SDS2 | SDS3 | 2015
b
Tasa de reduccion | (mol/m®/d) 0.23 0.31 0.30 0.30 0.33 | 0.18
de sulfato (1)
Tasa de reduccion | (mol/m®/d) - - 0.27 0.39 -
de sulfato (2)
Volumen total del (L) 57 29.24 | 152.6 | 152.6 | 152.6 | 59.4
lecho Vacio
TDH DAM (d) 19 39 40.70 | 40.70 | 40.70 | 28.2
(Basado en lecho
vacio) (1)
TDH DAM (d) - - 20.35 | 20.35 | 20.35 -
(Basado en el lecho
vacio) (2)
Caudal 1 (L/d) 3 0.752 | 3.75 | 3.75 | 375 | 2.15
Caudal 2 (L/d) - - 7.5 7.5 7.5 -
(Tasa de remocion - 2.04 0.94 0.9 0.9 0.82 | 0.83
de metales/tasa de
remocion de
sulfatos)
Tasa de remocion de | (mol/m3/d) 0.296 0.28 0.27 0.27 0.27 | 0.15
metales (1)
Tasa de remocion de | (mol/m®/d) - - 0.2 No 0.33
metales (2)
Razon - 0.096 0.096 | 0.067 | 0.125 | 0.06 0.3

vol.Conductivo/Vol.

Reactivo
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Sin embargo, al utilizarse el tiempo de residencia para la determinacion del caudal, no se
considera algunas variables importantes como el volumen de la zona reactiva, la tasa de
remocion de metales y sulfatos (ver Tabla 4.5), ni tampoco las carga de metales que se le
alimenta al reactor (ver Tabla 4.2). Por lo tanto, para la determinacion del volumen de
alimentacion del reactor se basard en las variables ya mencionadas. La ecuacion 4.2
representa el calculo de la eficiencia basado en las concentraciones de afluente y efluente,
la ecuacion 4.3 corresponde a la diferencia del afluente y el efluente basado en la tasa de
remocion de metales y el volumen reactivo y, por ultimo, la ecuacién 4.4 muestra el calculo

de tasa de remocion de metales basado en la relacion de la tasa de remocion de sulfatos.

Ny = 2 CAflu - Z CEflu
m Z CAﬂu

(4.2)

_ Rmetales*Vreactivo
2 CAflu _ 2 CEflu = Q#1000 (4-3)

Rietates = F * Rsyifatos (4.4)

Donde:

Q: Caudal (L/d)

Cafiu: Concentracion afluente (mol/L)

Cesnii: Concentracion de efluente (mol/L)

1N - Eficiencia

VReactivo: VOlumen de sustrato reactivo (L)
Rmetales: Tasa de remocion volumétrica de metales
Rsulfatos: Tasa de remocion volumétrica de sulfatos

F: Razon de Rmetales/Rsuifatos

Combinando las ecuaciones (4.2), (4.3) y (4.4) resulta como se muestra en la ecuacion 4.5:

_ Rsulfato * F * VReactivo
m = TS Cana * Q * 1000

(4.5)
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Despejando la ecuacion 4.5 respecto al caudal resulta:

Rsulfatos * F x VReactivo
2 CAﬂu *MNm * 1000

Q= (4.6)

Entonces las suposiciones que se realizan son los siguientes: La tasa de remocién de
sulfatos es de 0.3 mol/m3/d basandose en la Tabla 4.3, la relacion de la tasa de remocion de
sulfatos y metales es de 0.9 y el 100% de los metales que reaccionan como sulfuro (cobre y
zinc). La Figura 4.4 se muestra la representacion del comportamiento de la eficiencia
utilizando las siguientes tasas de remocién de sulfato 0.1, 0.2 y 0.3 mol/m%/d. El caudal

resultante utilizando las suposiciones anteriores resulta de 0.14 L/d.
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| ~®=0.3 molim*d. —8— 0.2 molim*d —*— 0.1 molim*/d |

Figura 4. 4. Representa el comportamiento de la eficiencia utilizando distintas tasas de
remocion (Fuente: Elaboracion propia).
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4.3.5 Criterio de uso del DAPRB

A partir de los datos mencionados como el caudal, concentracion de metales dentro del
DAM, se evalla el criterio para confirmar si se requiere un DAPRB utilizando la ecuacion
3.2 (Schwarz y Rittman, 2006a). Evaluando la ecuacion con los datos de disefio del reactor
donde uwmo es igual a 10 mol m=3, D es igual a 10 m? d*, v es igual a 0.00158 md y res
0.3 mol m= d? resulta que ga es de 0.015, lo que indica que un PRB uniforme no podra

desintoxicar y que se requiere un DAPRB.

Para realizar el célculo del criterio de estabilidad de un sistema dominado por la difusién se
usa la ecuacion 3.1 usando los siguientes valores: r igual a 0.3 mol m=d?, Dy es 10* m? d*!
y Umo 10 mol m3, para espesores de 2.5 cm, 5 cm y 7.5 cm resulta de 0.047, 0.189 y 0.426
respectivamente. Bajo esas condiciones ninguno de los reactores cumple con ese criterio.

Mientras que el espesor minimo de capa es de 0.115 m.

4.4 Ensayo experimental

La Figura 4.5 muestra las etapas del proceso experimental. La primera fase fue la
adaptacion que comenzo a operar el dia 02/02/2017 con la alimentacion de la solucion de
sulfato de sodio de 2600 mg/L de concentracion, cuyo objetivo es que las bacterias
presentes en la digestion anaerobia produzcan sulfuro usando el sulfato como aceptador de
electrones. Luego viene la segunda fase que es el proceso batch que comenzd a realizarse
en el mes de Marzo, donde se vacié el liquido del reactor lo maximo posible a través de una
bomba de trasvasije y se rellend con la misma solucién del proceso anterior. En esta fase se
analizaron la concentracion de sulfato, ORP, pH y sulfuros. La tercera etapa es el proceso
continuo que comienza a partir del 04/04/2017 con la alimentacién manual con un caudal
de 0,14 L/d, realizando mediciones cada 7 dias aproximadamente realizando los mismos
analisis del proceso anterior. La cuarta etapa es la alimentacion con drenaje acido sintético
a partir del mes de Junio hasta el mes de noviembre completando 166 dias en total. Dentro
de esta parte del proceso se realizaron los siguientes analisis: ORP, pH, conductividad,

oxigeno disuelto, concentracion de sulfatos, sulfuros y alcalinidad. También se realizaron
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monitoreos de la poblacion microbiana cada 31 dias aproximadamente y aislamiento e
identificacion de BRS y anaerdbicas. En las Gltimas 8 semanas de experimentos se
realizaron anélisis de pH y ORP a las capas reactivas de los siguientes reactores: R 2.5, R 5
Ay R 7.5 A, mientras que en la Gltima semana se analizé la concentracion de metales de

dichas capas.

Alimentacion con
DAM

Adaptacion Proceso Batch Proceso Contimuo

Figura 4. 5. Etapas del proceso experimental (Fuente: Elaboracion propia).

4.4.1 ORP

Se mide a partir de la etapa del proceso batch del mes de marzo hasta terminada la etapa de
alimentacion continua del DAM en el mes de noviembre. Se usa el electrodo del

laboratorio, modelo advanced PerpHect LagR pH/ISE Orion 370.

4.4.2 pH

Se mide a partir de la etapa del proceso batch hasta la etapa de la alimentacién continua del

DAM. También se mide el pH del afluente en etapa de alimentacion continua de sulfato y

de drenaje acido. Se usa el medidor de pH de terreno con electrodo HACH, modelo HQ40d.
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4.4 .3 Sulfato

Se midi6 sulfato mediante el método 4500-SO%; de HACH (método turbidimétrico),
recomendado por las normas APHA. Este método usa Sulfaver 4 con cloruro de bario como
indicador, y para medir las concentraciones se us6 un espectrofotometro HACH modelo
DR 2800. Esta medicion se utilizé para todas las etapas. La muestra se diluia de 1 a 100, es
decir, una parte de muestra y 99 partes de agua desionizada. La dilucion era de 10 mL (100
pL de muestra en 9.9 mL de agua), como exige el método, usando cubetas de cristal de

cuarzo para medir en el espectrofotometro.

4.4.4 Sulfuro

Para medir sulfuro en los reactores bioldgicos se usé el reactivo azul de metileno (4500-S*
D) de HACH, que es lo que recomienda la norma APHA. El método contiene un reactivo
que reacciona con el hidrégeno sulfurado, cambiando su color a azul si hay presencia de
sulfuro. Este se midid cada semana, hasta la etapa de alimentacion con DAM, en que se

midi6 cada dos semanas. Se media en una dilucién de 1 a 100.

4.4.5 Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica es Util para detectar metales en las diluciones. Se midi6 en el
efluente y en el afluente, dos veces a la semana hasta el ultimo mes del experimento, en el
cual se midio sélo una vez a la semana. Se usé para esto un electrodo conectado al medidor
de pH, modelo HQ40d de HACH.

4.4.6 Metales Disueltos

En la etapa de alimentacion con DAM se tomaron muestras de 50 mL de cada reactor para
medir metales disueltos, luego se filtraban con filtros desechables de celulosa y se

almacenaban en tubos de plastico con tapa rosca en el refrigerador hasta su posterior
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analisis. Esto se realizaba cada semana para los primeros dos puntos y a partir del mes de
Julio se realizaba cada 14 dias aproximadamente. Para medir las concentraciones se usé un

espectrometro de absorcion atdmica modelo Perkin Elmer A400.

4.4.7 Cuantificacion Celular

El analisis microbioldgico del efluente de los bioreactores comienza con la alimentacion del
drenaje acido sintético, tomando muestras cada 31 dias aproximadamente. Para aplicar este
método, primero se realiza la dilucion seriada y después se deposita la muestra diluida
sobre la placa con medio MV o medio 641. Luego, se deposita las placas en el recipiente
anaerobio abriendo el sobre absorbente de oxigeno y el indicador anaerobio. Después se
deja incubando a 30°C durante 21 dias. Terminado el tiempo de incubacion se procede al
conteo para determinar las unidades formadoras de colonias (UFC) (ver Figura 4.6), lo cual
representa el ndmero total de bacterias viables en el efluente utilizando la siguiente

ecuacion:

N =D %1000
= Ny

e 4.7)

Donde:

C: Representa la unidad formadora de colonias (UFC/ml)
N: Numero de colonias en la placa

D: Tasa de dilucion

VA: Alicuota agregada en la placa lo que corresponde de 50uL
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Figura 4. 6. Equipo de contador de colonias cuya marca es SUNTEX colony counter 570
(Fuente: Elaboracion propia).

4.4.8 ldentificacion molecular de bacterias en el efluente

La Figura 4.7 muestra el procedimiento de identificacion molecular de bacterias, donde el
primer paso muestra bacterias en un medio Desulfovidrio (DSMZ 63) para poder aislar
bacterias reductoras de sulfatos mostradas de color negro debido a la presencia de sulfato
de hierro. El paso B corresponde a la lisis celular donde se agrega un buffer (0.05 M
NaOH/0.25%SDS) con el objetivo de romper la pared celular y liberar el material genético.
El paso C muestra el equipo que se encarga de hacer la PCR, que sirvid para la
amplificacion de los genes 16S ARN ribosomal (Rowe et al., 2007) usando los cebadores
27F (Lane, 1991) y 1492R (Marchesi et al., 1998). El paso D representa la electroforesis
para comprobar si se tiene material genético, luego el paso E se manda a secuenciar
(Macrogen, Inc., Corea). Por ultimo, F es el cual analiza la secuencia a través del software
en linea BLAST (NCBI) y se compararon con los contenidos en la base de datos de
Genbank.
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C) Amplificacion por
PCR al 16S ARN

ribosomal

e | GATTTAAA CGCGTATTA
GACAGATACAGATTTTAA

Busc Local gmeniSewcnTood 8 GTAGACATAGGACATATG
ety 1 e CGCGTCAGATTATGCCTT
AAAGCGCCCCGTAGACS
GACAGATACAGATTTAGG
= [¥7.” GCTCAGATTCAGATATGC
“‘«'l, TGCCGATTTAGCATAGGG
| /) GACGATTCGATTCGGTTA

F) Utilizacion de 2 g :

) E) Secuenciacion D) Electroforesis

programas

Figura 4. 7. Procedimiento de identificacion de bacterias (Fuente: Elaboracion propia).

4.5 Anélisis de las capas reactivas

A partir del dia 116 de alimentacidn de drenaje acido sintético se realiza perforaciones en
las capas reactivas a los siguiente reactores: R.2.5 A, R5AyR 7.5 A. El total de puntos
de muestreos fueron 5 rotulados de la siguiente manera: PM 1, PM 2, PM 3, PM 4 y PM 5.
El primer punto corresponde a aquel que se encuentra mas cerca de la criba de alimentacion
de drenaje &cido mientras que el quinto es el méas alejado (ver Figura 4.8). Durante cada
semana se toman muestras para realizar analisis de pH y ORP, mientras que el dia 166 se

agrega otro andlisis que es la medicion de concentracion de sulfatos.
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Criba

Zona Reactiva . Zona Vacia I:l Zona Conductiva

Figura 4. 8. Puntos de muestreo de la zona reactiva del reactor R 7.5 A (Fuente:
Elaboracion propia).
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CAPITULO 5
RESULTADOS Y DISCUSIONES
5.1 Proceso batch

5.1.1 Anadlisis de consumo de sulfato

La Figura 5.1 muestra los graficos de consumo de solucién de sulfato de sodio con una

concentracion de 2600 mg/L.

[A] [B]
3000 T T T 3000
25007 2500 -
a 3 )
S 2000 0 2000 b
g g
o= 1500 1500 +
o
E —
E g
— 1000 F 'E‘ 1000 +
] ]
500 + 500 ¢
0 . . L i} L L L
a 3 10 15 20 1] 5 10 15 20

Tiempo (Dias) Tiempo (Dias)
|-=-R25A—=-R25B—=R5A—+R5B—+R75A—R75B)|

Figura 5. 1. Consumo de solucion sulfatada en el proceso batch. La letra A corresponde al
primer batch realizado en todos los reactores: R25A, R25B,R5A,R5B,R75AyYR
7.5 B con un volumen aproximado de 4.9 L. Mientras que la letra B es del segundo batch
realizado con la misma solucion y aplicando a los mismos reactores (Fuente: Elaboracion

propia).
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La Tabla 5.1 muestra la media de la concentracion de sulfato de la mezcla que proviene del

vaciado de todos los reactores realizado con la bomba de trasvasije.

Tabla 5. 1. Medicion concentracion de sulfato de la mezcla (Fuente: Elaboracion propia).

Reactores Media de la mezcla Media de las cribas batch 2
R 25 180 321.8
RS 276.5 424.8
R7.5 396.8 652

Mientras que los rangos de pH ocurridos en ambos batch estuvieron entre 6.5 y 7.5. El
potencial 6xido reduccion (ORP) para ambos casos se mantuvo con valores negativos

inferiores a -100 mV.

La Figura 5.1 muestra el consumo de sulfato dentro de los reactores biol6gicos, que
aproximadamente resulta de 16 dias. Estos estdn en un ambiente reductor y a pH superior a
6.2 lo cual es éptimo para el crecimiento de bacterias celuloliticas (Gonzélez y Segui,
2016). Pero esas muestras se tomaron directamente de la criba por lo que hubo que vaciar el
reactor para comprobar el consumo total de este compuesto, cuyos resultados se encuentran
en la Tabla 5.1.

Los promedios de concentracién de la mezcla son menores a los de la criba porque esta
considera el vaciado de los reactores que incluye la solucion ubicado en contacto directo
con la zona reactiva. También se puede observar que la media de la concentracién de la
mezcla y la criba del reactor con grosor de 2.5 cm es menor en comparacion a los otros
reactores, esto debido que tienen un area especifica de 0.4797 m? mientras que, los

reactores de grosor de 5y de 7.5 cm tienen 0.2496 m? y 0.1729 m?, respectivamente.



52

5.2 Andlisis de Efluente

En este subcapitulo se muestran los resultados del analisis de efluentes, de sulfatos, sulfuro,
pH, ORP durante todo el proceso continuo, es decir, con alimentacion de solucion sulfatada
y con drenaje &cido presentados en el punto 5.2.1. Mientras que en el punto 5.2.2 se
muestra el analisis de metales durante los 166 dias de alimentacion de drenaje &cido. Por
altimo, el punto 5.2.3 muestra la variacion de concentracion celular a partir de la

alimentacion con DAM.

5.2.1 Andlisis de sulfatos y otros del efluente

La Figura 5.2 muestra los analisis hechos durante los 226 dias de proceso continuos a los

reactores. Estos incluyen la concentracion de sulfato, sulfuro, ORP, pH, la tasa de remocion

de sulfatos (mol/m3/dia) y conductividad.
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Figura 5. 2. Variaciones de concentraciones de sulfatos y sulfuros, pH, ORP, tasa de
remocion de sulfatos y conductividad. La letra A corresponde a la variacion de sulfato en
mg/L, la letra B muestra la variacion de concentracion de sulfuros en mg/L, C es la
variacion del ORP en mV, D corresponde a la variacién de pH, mientras que la letra E es la
variacion de la tasa de remocion de sulfatos en mol/m3/dia y por Gltimo F corresponde al
andlisis de la conductividad en mS/cm. La linea continua vertical corresponde a la
separacion entre la alimentacion de solucién sulfatada y el DAM, ubicada en el dia 55

(Fuente: Elaboracién propia).

La Tabla 5.2 muestra el resumen estadistico de la tasa de remocion de sulfatos (mol/m®/dia)
con alimentacion de solucién sulfatada analizando un total de 11 muestras con un intervalo
de confianza del 95%, mientras que, la Tabla 5.3 muestra las remociones de sulfato a partir

de la alimentacion con DAM con un total de 12 muestras.
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Tabla 5. 2. Tasa de remocion de sulfatos con alimentacion sulfatada (Fuente: Elaboracion

propia).
item R25A | R25B | R5A R5B |[R75A |R75B
Media 0.6347 | 0.6212 | 0.6025 | 0.6164 | 0.5746 | 0.5328
Desviacién estandar 0.0469 | 0.0432 | 0.0534 | 0.0510 | 0.0592 | 0.0706

Varianza de la muestra 0.0022 | 0.0019 | 0.0029 | 0.0026 | 0.0035 | 0.0050

Minimo 0.5573 | 0.5573 | 0.5280 | 0.5196 | 0.4725 | 0.4590
Maximo 0.6934 | 0.6934 | 0.6934 | 0.6934 | 0.6934 | 0.6911
Mediana 0.6311 | 0.6209 | 0.5928 | 0.6210 | 0.5710 | 0.5067

Valor p (Test de normalidad | 0.4730 | 0.7165 | 0.5405 | 0.7922 | 0.8985 | 0.0778
Shapiro-Wilk)

Grado de significancia 0.5150 0.5401 0.1491
(\Valor P)

Tabla 5. 3. Tasa de remocion de sulfatos con alimentacion de DAM (Fuente: Elaboracion

propia)
item R25A | R25B | R5A R5B |R75A | R75B
Media 0.4385 | 0.4312 | 0.5148 | 0.4296 | 0.4294 | 0.4994
Desviacion estandar 0.0886 | 0.0894 | 0.0640 | 0.0855 | 0.0752 | 0.0623

Varianza de la muestra 0.0079 | 0.0080 | 0.0041 | 0.0073 | 0.0057 | 0.0039

Minimo 0.3370 | 0.2886 | 0.3808 | 0.2815 | 0.3048 | 0.4031
Maximo 0.6103 | 0.6037 | 0.5928 | 0.5404 | 0.5328 | 0.5746
Mediana 0.4271 | 0.4222 | 0.5210 | 0.4598 | 0.4331 | 0.5106

Valor p (Test de normalidad | 0.1541 | 0.9876 | 0.2808 | 0.4180 | 0.2811 | 0.1590
Shapiro-Wilk)

Grado de significancia 0.8425 0.012 0.022
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La Tabla 5.4 muestra las combinaciones del valor “p” del ANOVA para la tasa de remocion

de sulfatos con alimentacion sulfatada. Mientras que la Tabla 5.5 muestra las

66 9

combinaciones del valor “p” pero para la alimentaciéon con DAM. Por tltimo, la Tabla 5.6

se observa el efecto de inhibicion del DAM comparando las tasas de remocion de sulfato de

con alimentacion de solucién sulfatada y el drenaje sintético.

Tabla 5. 4. Combinaciones del valor p para la tasa de remocidon de sulfatos con

alimentacion sulfatada (Fuente: Elaboracion propia).

Reactores

R25A

R25B

RS5A

R5B

R75A

R75B

Tabla 5. 5. Combinaciones para la tasa de remocion de sulfatos con alimentacion con DAM

(Fuente: Elaboracidn propia).

Reactores | R2.5A R25B RS5A R5B R75A R75B
0.8425 0.0252 0.8049 0.7889 0.0658
0.0159 0.9650 0.9581 0.0424

R5A 0.0252 0.012
R5B 0.8049
R75A 0.7889

R7.5B

0.0658
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Tabla 5. 6. Efecto de inhibicion de alimentacion con DAM (Fuente: Elaboracion propia).

Reactores Inhibicion (%)
R25A 31.0
R25B 30.6

R5A 14.6
R5B 30.3
R75A 25.3
R75B 6.3

En la Figura 5.2, en su grafico B se puede observar que comienza a disminuir la
concentracion de sulfuro en el efluente una vez que se comienza la alimentacion con DAM.
Esto ocurre porque aquellos metales divalentes como el cobre, zinc y hierro ferroso
presentes en el drenaje sintético reaccionan con el sulfuro producido por las BRS, en la
zona reactiva precipitando como CuS, ZnS y FeS, verificAndose asi el mecanismo de
bioproteccion (Schwarz y Rittmann, 2006a; ITCR, 2012).

En la Tabla 5.2 se puede apreciar las medias de los reactores: R 25 A,R25B,R5A,R5
B, R 7.5 A y R7.5 B cuyos resultados fueron: 0.6347, 0.6212, 0.6025, 0.6164, 0.5746 y
0.5328, respectivamente. Estos valores son superiores al reportado por Al-Abed (2017) que
fue de 0.44 mol/m’/dia. Sin embargo, como se trata de una alimentaciéon de sulfato de
sodio, que presentan un ORP entre 5 y -5 mV (ver Figura 5.2¢) y un pH superior a 6.5 (ver
Figura 5.2d) que es el rango recomendado por Contreras y Molero (2011) para un
crecimiento Optimo de bacterias celuliticas, tengan la ventaja que la alimentacion no es
toxica para toda la comunidad microbiana. Por lo tanto, bajo las condiciones mencionadas
anteriormente, puede crecer una biopelicula dentro de la zona conductiva de los reactores.
Una vez que comenz¢ la alimentacion con drenaje acido, la tasa de remocion de sulfatos
disminuy6 debido a la toxicidad que presenta, donde los reactores que se vieron mas
afectados fueron los R 2.5 A y R 2.5 B presentando una disminucion del 31% y 30.6%,

respectivamente (ver Tabla 5.6). Esto ocurrio porque dichos reactores presentaban la mayor
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area especifica de reaccion (las tasas de remocion de sulfato mas altas) y al momento de
alimentar con drenaje sintético, la tasa comenz6 a disminuir a medida que transcurrian los
dias, llegando a presentar las mas bajas a partir del dia 135 de alimentacion con DAM o el
dia 195 del proceso continuo (ver Figura 5.2e¢). Demostrando asi, que el mecanismo de

bioproteccion comenzo a fallar en los reactores de capas mas delgadas.

Las tasas de remocion de sulfatos con alimentacion de solucién sulfatada no presentan
ninguna diferencia significativa al realizar el ANOVA a los duplicados, debido a que el
valor p>0.05 (ver tabla 5.2). La comparacion del R 2.5 Ay R 5 A, no presentan diferencias,
sin embargo, para el caso del reactor R 2.5 Ay R 7.5 A se da el caso contrario (p<0.05)
(ver Tabla 5.4). Esto puede deberse que los reactores de 2.5 cm de grosor vertical poseen
una mayor superficie (4797 cm?) de difusion de la solucion sulfatada a la zona reactiva en
comparacion a los reactores que presentan un grosor de capa de 7.5 cm cuya superficie es
1729 cm?.

Las tasas de remocion de sulfatos promedio con alimentacion con DAM para los reactores
R25A, R25B,R5A, R5B,R7.5AYyR 7.5 B fueron: 0.4385, 0.4312, 0.5148, 0.4296,
0.4294 y 0.4994, respectivamente (ver Tabla 5.3). Estos valores son superiores a los
reportados por Gusek (2002) y Neculita et al (2007) que reportaron que la eliminacion de
sulfato es aproximadamente de 0.3 mol/m®/dia para bioreactores con una mezcla de materia
orgénica y caliza molida. También son superiores al valor exhibidos por McCauley (2009)
de 0.38 mol/m*/dia. No obstante, también se ha reportado tasas de remocion de sulfato de
0.44 mol/m>/dia, que es un valor similar a los obtenidos en esta investigacion (Al-Abed,

2017).

El resumen estadistico de las tasas de remocion de sulfato de la alimentacion de DAM de
la Tabla 5.3, donde se analizaron 12 muestras, indican el comportamiento de una
distribucion normal debido que el valor p del test de normalidad de Shapiro-Wilk es mayor
a 0.05. Por lo tanto, se puede emplear el ANOVA con el objetivo de ver si se presenta
diferencias significativas entre los reactores en duplicado (uso de software SPSS). El caso
de los reactores R 2.5 Ay R 2.5 B no presenta una diferencia significativa debido a que el
p es mayor que 0.05. Sin embargo, los reactores con mayores grosores de capas verticales

presentaron un valor p<0.05 por lo que si tienen diferencias entre los duplicados. Si se
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observa el comportamiento del reactor R 5 B en la Figura 5.2e, se aprecia que, entre los
dias 10 y 123 de alimentacion con DAM que presenta tasas de remocion mas bajas que los
demés reactores. Pero después del dia 135 el reactor mejor6 acercandose al
comportamiento del reactor R 5 A, demostrando asi, que el sistema se puede autorregular.
Mientras que para el comportamiento del reactor R 7.5 B se observa que a partir del dia
135 de alimentacion con DAM la tasa de remocion de sulfato disminuye por lo que se
comporta de manera similar al reactor R 7.5 A. Sin embargo, debido a que se analizaron
las 12 muestras para el ANOVA, se presentaron diferencias significativas entre los
duplicados (ver Tabla 5.5). Una posible explicacion para el deterioro temporal de la calidad
efluente seria el flujo no balanceado a través de las diferentes capas de los reactores, con
tiempos de residencia insuficientes en algunas capas. A su vez, la recuperacion de la
calidad efluente podria deberse al rebalanceo de los flujos de las capas, debido a que
mayores caudales conllevan temporalmente mayor carga de metales y formacion de

precipitados, equilibrandose la mayor permeabilidad temporal con las demas.

5.2.2 Andlisis de metales del efluente

La Figura 5.3 muestra los analisis de metales medidos durante los 166 dias de proceso
continuo con alimentacion de drenaje &cido para todos los reactores, agregando el analisis
del afluente, presentado con una concentracion de mg/L. Mientras que la Tabla 5.7 muestra
la estadistica descriptiva de la tasa de remocion de metales (mol/m®/dia) usando una

cantidad de 12 muestras y con un intervalo de confianza del 95%.
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Figura 5. 3. Variaciones de concentraciones de metales. La letra A corresponde a la
variacion de concentracion de cobre, B muestra la variacion de manganeso, C corresponde
a la variacion de zinc, D muestra la variacion del aluminio, E muestra la variacion del

hierro y por Gltimo la letra F corresponde a la variacion del Calcio (Fuente: Elaboracion

propia).
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Tabla 5. 7. Estadistica descriptiva de la tasa de remocion de metales (mol/m?/dia) (Fuente:
Elaboracion propia).

item R25A|R25B| R5A | R5B |R75A | R758B

Media 0.3817 | 0.3836 | 0.3874 | 0.3811 | 0.3799 | 0.3842

Desviacion estandar 0.0330 | 0.0326 | 0.0356 | 0.0365 | 0.0388 | 0.0330

Varianza de la muestra 0.0011 | 0.0011 | 0.0013 | 0.0013 | 0.0015 | 0.0011

Minimo 0.3159 | 0.3389 | 0.3446 | 0.3336 | 0.3267 | 0.3310

Maximo 0.4334 | 0.4525 | 0.4717 | 0.4624 | 0.4632 | 0.4578

Valor p (Test de normalidad | 0.6077 | 0.2161 | 0.1421 | 0.5406 | 0.5634 | 0.4601
Shapiro-Wilk)

Grado de significancia
0.8935 0.6740 0.7781

El promedio de las tasas de remocion de metales, para los reactores: R25A, R25B,R5
A, R5B, R75ByR 75 A fueron: 0.3817, 0.3836, 0.3874, 0.3811, 0.3799 y 0.3842
mol/m3dia, respectivamente (ver Tabla 5.7). Estos son valores superiores a la tasa tipica
presentada en los reactores reductores de sulfato cuyo valor es 0.3 mol/m®/dia (ITRC, 2012;
Wildeman et al. 2006).

La media de la tasa de remocidn de metales no presenta ninguna diferencia significativa al
realizar el ANOVA en los duplicados debido a que el valor p>0.05 (para todos los casos)
(ver Tabla 5.7). La comparacién del reactor R25 AconR5A0R25AconR 7.5 A no
muestra una diferencia (p>0.05). Este comportamiento similar en todos los reactores se
puede apreciar en la Figura 5.3 en el analisis de efluente de cobre, zinc, manganeso y
aluminio. Sin embargo, a partir del dia 150 comenzo a salir concentracion de zinc en el
reactor R 2.5 B (ver figura 5.3c) y concentracion de cobre en el dia 166, por lo que presenta
una falla en el mecanismo de bioproteccion (ver Figura 5.3a). Pero en el analisis de
ANOVA se evaluaron las doce muestras por lo que no se pudo apreciar esta una diferencia

significativa entre todos los reactores.
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5.2.3 Cambio microbiologico

La Figura 5.4 muestra la variacion de la cuantificacion celular (UFC/mI) en el efluente de
los reactores: R25A, R25B,R5A, R5B,R7.5 A yR 7.5 B. Esto se realiza durante los
166 dias de alimentacion de drenaje acido.

Concentracion celular (UFC/mL)

0 35 60 91 127 161
Tiempo (Dias)

IR 25AC JR25BMMR5AC_IR5BMMR75A[ _IR7.58)|

Figura 5. 4. Variacion de la cuantificacion celular (UFC/ml) en el efluente con DAM

(Fuente: Elaboracion propia).

En la Tabla 5.8 muestra la comparacion de concentracién celular (UFC/mL) del efluente en

todos los reactores entre el tiempo cero y el dia 161.

Tabla 5. 8. Disminucion de la concentracion celular (UFC/mL) (Fuente: Elaboracion

propia).

Reactores Disminucion (%)
R25A 89.6
R25B 95.3

R5A 47.2
R5B 48.1
R75A 92.9
R75B 81.1
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La Figura 5.4 muestra una disminucion de concentracion celular (UFC/ml) de todos los
reactores, lo que ocurre porque la muestra se tomé del efluente que proviene de la zona
conductiva de los reactores, que estd expuesta a los efectos de la advecciéon por la
alimentacion del DAM (Schwarz y Rittmann, 2010).

La Tabla 5.8 se muestra la comparacion entre el tiempo cero y el dia 161, donde se aprecia
que el reactor R 2.5 B presenta el mayor porcentaje de disminucion de concentracion
celular del efluente. Esto ocurre porque en este reactor comenzo aparecer aproximadamente
10 mg/L de zinc en el dia 150 (ver Figura 5.2c) el cual es un metal toxico para los
microorganismos (Hoa, 2010). También se puede apreciar en la Figura 5.4 que el reactor R
2.5 B en el dia 161 de alimentacién presenta la menor concentracion celular en

comparacion a los demas reactores debido a la presencia de este metal.

5.3 Analisis de capas

En este subcapitulo se muestra los resultados de analisis de capas a partir de los puntos de
muestreo presentados en la Figura 4.8. A partir de aquella figura se analiza pH y ORP
durante los periodos de 116 dias hasta 166 dias de alimentacion de drenaje acido
presentados en el punto 5.3.1. Mientras que el analisis de metales y sulfatos se realiza en el
ultimo dia de alimentacién de DAM lo cual esta presentado en el punto 5.3.2. Por ultimo, la
medicién de cuantificacion celular (UFC/mI) solo se realizé en los primeros dos puntos de

muestreo lo cual se presenta en el punto 5.3.3.

5.3.1 Anélisis de pH y ORP

La Figura 5.5 muestra los analisis de pH y ORP en las capas entre los dias 116 y 166 dias
de alimentacion con DAM en los puntos de muestreos: PM 1, PM 2, PM 3, PM 4, PM5.

Solo se analizaron los siguientes reactores: R25A,R5AyR 75A.
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Figura 5. 5. Andlisis de capas de pH y ORP. Las letras A y B corresponde a la variacion de

ORP (mV) y pH para el reactor R 2.5 A, respectivamente. Las letras C y D corresponde a la

variacion de ORP y pH para el reactor R 5 Ay, por altimo las letras E y F corresponde a la
variacion de ORP y pH para el reactor R 7.5 A (Fuente: Elaboracién propia).

Como podemos observar en la Figura 5.5 en el grafico A, que corresponde al reactor R 2.5
A, se puede apreciar que en los primeros puntos de muestreo (PM 1y PM2) el ORP es alto
y se encuentra en un medio oxidado. Para los reactores biologicos reductores de sulfato se
requiere que el ambiente sea reductor, es decir, con valores de ORP negativos para que
predomine la reduccion del aceptador de electrones. La pareja redox SO42/S* ocurre en el
rango de -100 mV a -250 mV por lo que en estos puntos no se cumple este criterio haciendo
que se dificulte el ambiente para los microorganismos (Peres, 2015a). Mientras que los
graficos C y E, que corresponden a los reactores R 5 Ay R 7.5 A respectivamente, se
mantienen con ORP en rangos negativos, lo que significa que se mantiene un ambiente

reductor, siendo esta una condicidn optima para la comunidad microbiana anaerobia.
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En la Figura 5.5 se puede apreciar en el grafico B, que corresponde a la evaluacion del pH
del reactor R 2.5 A, que este presenta valores de pH inferiores a 5 para el primer punto de
muestreo (PM 1) y el segundo PM2 estd entre 5 y 6. Cuando el pH es inferior a 6, las
bacterias degradadoras de celulosa comienzan a inhibir su crecimiento debido a que son
sensibles a esta variable y crecen a 6.5 pH> (Contreras y Molero, 2011). Mientras que
segun Gonzalez y Segui (2016), las bacterias celuliticas, protozoarios, bacterias
metandgenas (productoras de metano) requieren un pH de 6.2 0 mayor; y las bacterias
amiloliticas son activas en condiciones mas &cidas, cerca de pH 5.8. Estas bacterias son
importantes dentro de la digestion anaerobia ya que sin estas no se podria degradar estos
polisacaridos complejos por lo que las bacterias reductoras de sulfatos se quedarian sin
donor de electrones para poder completar su metabolismo (ver Figura 3.6) (Logan, 2005).
Ahora, si observamos los graficos D y F, que corresponden al analisis de pH de las capas
para los reactores R 5 Ay R 7.5 A, respectivamente, en estos reactores el pH se encuentra
entre 6 y 6.8 por lo que las bacterias celuliticas pueden crecer y degradar los polisacaridos
para reducirlos a compuestos mas simples y completar el proceso de la digestion anaerobia

para que la BRS puedan completar su funcion.

5.3.2 Analisis de metales y sulfato

La Figura 5.6 muestra el analisis de capas de metales y sulfatos de los puntos de muestreo:
PM1,PM2,PM3,PM4yPM5,delosreactoresR25A,R5Ay R75A.
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Figura 5. 6. Andlisis de concentracion de metales y sulfato. La letra A corresponde a la
variacion de concentracion de cobre para todos los reactores, la letra B muestra la variacion
de concentracion de zinc de los distintos puntos de muestreo, la letra C corresponde a la
variacion de concentracion de hierro, en D se observa la variacion de concentracion de
calcio y por altimo la letra D corresponde a la variacion de concentracion de sulfatos

(Fuente: Elaboracion propia).

En la Figura 5.6, en su grafico A, se puede apreciar la variacion de cobre de los puntos de
muestreo: PM1, PM2, PM3, PM4 y PM5. EI primer punto muestra una alta concentracion
de cobre dentro de la capa del reactor R 2.5 A superando los 350 mg/L de este metal, lo que
significa que se tiene un alto grado de toxicidad sobre la comunidad microbiana. Segun
Hoa (2010), la concentracién de inhibicion para las BRS es de 7.5 mg/L de cobre
(considerando que esta investigacion tenia una mezcla con 7.5 mg/L zinc, 7.5 mg/L Ni y
7.5 mg/L Cr), mientras que, segun Jin (2007) la contraccion de inhibicion es de 30 mg/L de
cobre, por lo que el PM1 del R 2.5 A supera claramente estos niveles, al contrarios de los

reactores R 5 Ay R 7.5 A que no presentan concentracion de este metal divalente.
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Continuando el andlisis de la Figura 5.6, pero en su grafico B, se puede apreciar que los
puntos de muestro PM1 y PM2 del reactor R 2.5 A superan los 20 mg/L de zinc. Segun
Hoa (2010), la concentracion de inhibicion para las bacterias reductoras de sulfato es de 7.5
mg/L de zinc (considerando que esta investigacion tenia una mezcla con 7.5 mg/L Cu, 7.5
mg/L Ni y 7.5 mg/L Cr), mientras que, segun Poulson (1997), la concentracion de
inhibicion es de 13 mg/L de zinc para cultivos de bacterias Desulfovibrio desulfuricans.
Por lo tanto, los niveles de este metal son altos para los puntos mencionados por los que el
sistema de bioproteccidon esta fallando en este reactor. Por el contrario los reactoresR5 Ay

R 7.5 A, no presentan ninguna concentracion del metal.

Por otro lado, en el grafico D, que presenta las concentraciones de Ca en la capas, se
observa que el reactor R 2.5 A presenta la menor concentracion de este metal en el punto de
muestreo PM 1 en comparacion a los otros reactores con mayor grosor vertical. Segun
ITRC (2012) hay metales divalentes, por ejemplo el hierro ferroso que puede precipitar
como carbonato o como sulfuro dentro de los BCR. Pero como el mecanismo de
bioproteccidn esta fallando en este reactor, entonces los metales divalentes que precipitaban
como sulfuro ahora lo hacen como carbonato consumiendo mas caliza. Como consecuencia
se tiene una menor concentracion de este compuesto en comparacion a los reactores R 5 A

y R 7.5 A. Ademas, la acidez acelera la disolucion de la caliza y la desaparicion del Ca.

Por ltimo, en el grafico E se observa la acumulacién de sulfato en la capa reactiva del
reactor R 2.5 A, otro sintoma de inhibicion, el cual se observa en toda la capa a
consecuencia a la falla del sistema de bioproteccion.

5.3.3 Analisis bioldgico

En la Figura 5.7 se puede observar la concentracion celular de bacterias anaerobias
presentes en los puntos de muestreo PM 1y PM 2 de los reactores R25A,R5AyR 75
A.
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Figura 5. 7. Concentracion celular de los reactoresR2.5A,R5AyR 7.5 A. El color
negro muestra el punto de muestreo PM 1 y el plomo corresponde al punto de muestreo

PM 2 (Fuente: Elaboracion propia).

En la Figura 5.7 se puede apreciar que el reactor R 2.5 A presenta la menor concentracion
celular en sus puntos PM1 y PM2 (UFC/ml) en comparacion con los reactores R5 Ay R
7.5 A. Esto debido a que las bacterias de la digestion anaerobia estaban en un ambiente con
alto ORP y un pH inferior a 6.2. Segun Gonzalez y Segui (2016), las bacterias celuloliticas
requieren un pH mayor al presentado. También se debe a la alta concentracién de metales
toxicos como el cobre y el zinc los cuales tienen efectos negativos en el crecimiento de
bacterias reductoras de sulfato (Hao 1994; Poulson ,1997; Hoa, 2010).

5.3.4 Evaluacion del mecanismo de bioproteccion

Al analizar la estabilidad por difusion de los reactores R2.5A, R5A y R7.5A, utilizando las
tasas de remocion de sulfato presentadas en la Tabla 5.3, resulta que en todos los reactores
el mecanismo de bioproteccion debié haber fallado (go<1). Sin embargo, los reactores de
grosor 5y 7.5 cm no presentaron problemas (Figs. 5 y 6). Esto pudo deberse a la lentitud
del proceso de falla, en parte debido al elevado tiempo de residencia de los reactores, tal

como ocurrid con el reactor R2.5A, para el cual el breakthrough de los metales comenzé a
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ocurrir recién a partir del dia 150. Por lo tanto, podria requerirse un mayor tiempo de
operacion para observar la falla del mecanismo de bioproteccion en los reactores R5A y
R7.5A.

5.4 Deteccion de bacterias

La Tabla 5.9 muestra las bacterias encontradas en los reactores bioldgicos, las cuales son:
Desulfovodrio desulfuricans, Propionicimonas paludicola,  Paenibacillus typhae y
Bacteroides graminisolvens, donde se describen la temperatura de crecimiento, su fuente de

carbono y sus productos.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_559795180

Tabla 5.9. Microorganismos de los reactores (Fuente: Elaboracion propia).
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pH Fuente de carbéno y Producto Mas cercano Identidad | Longitud GenBank
electrones (%) producto
amplificado
6.8 Hz, CO2, acetato, H2S, HS Desulfovibrio 99 1361 MG210585
- lactato, carbohidratos (Kuever, desulfuricans
8.2 (Kuever, 2015) 2015) strain ATCC
27774 (H.
Oyaizuy C.R.
Woese, 1985)
4.5 Arabinosa, xilosa, Acetato, Propionicimona 98 1308
- fructosa, galactosa, propinato, paludicola MG867725
75 glucosa, Celobiosa lactato, strain Wd
(Akasaka succinato (Akasaka
.etal, 2013) CO2 .etal, 2013)
(Akasaka
.etal, 2013)
6— Almidon, D-galactosa | Paenibacillus 99 1378 MG868981
10 Celobiosa D-manitol | typhae strain xj7
maltosa, lactosa Gentiobiose | (Kong, et. al,
D-Ribosa 2013)
(Kong, et.
al, 2013)
6.1 Almidon, Acetato, Bacteroides 99 1375 MG859671
- pectina, propionato, | graminisolvens
8.2 | Xilano (componente succinato. strain JCM
mayoritario de (Nishiyama, 15093
la hemicelulosa) et al, 2009) (Sakamoto y

Celobiosa

(Nishiyama, et al, 2009)

Ohkuma, 2010)



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_145118
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_145118
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_145118
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_145118
https://es.wikipedia.org/wiki/Hemicelulosa
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La primera especie que se encontro fue una bacteria reductora de sulfato. Esta es una de las
responsables en la produccién de sulfuro (ver Figura 5.2). Esta bacteria fue encontrada del
efluente del reactor R 2.5 A el dia 14/07/2017 cuyo pH>6. Si este microrganismo estuviese
en las condiciones presentadas en la Figura 5.5b en el punto de muestreo PM1, estaria
inhibido debido a que el rango de pH es inferior a 5, y él estaba oxidado (ver Figura 5.5a).
También, si se aprecia la Figura 5.6b, en el mismo punto de muestreo, se presenta una alta
concentracion de zinc, lo cual es un factor negativo para el crecimiento de la bacteria
reductora de sulfato encontrada, porque segun Poulson (1997), la concentracion de

inhibicidn es de 13 mg/L de zinc para cultivos de bacterias Desulfovibrio desulfuricans.

Las bacterias Paenibacillus typhae y Bacteroides graminisolvens presentadas en la Tabla
5.9 se aislaron a partir del punto de muestreo PM2 del reactor R 2.5 A. Estas bacterias
utilizan la celobiosa. Este disacarido proviene de la hidrdlisis de la celulosa, la cual,
corresponde a un intermediario dentro de la etapa hidrolitica de la digestion anaerobia
(logan, 2005). Segun Nishiyama et al. (2009), los Bacteroides graminisolvens pueden
degradar polisacaridos mas complejos de origen vegetal, con los cuales realizan un gran
aporte en el proceso de hidrolisis. Esta etapa es fundamental para la obtencion de
compuestos carbonados méas simples para toda la comunidad microbiana, sobre todo para
las BRS.

La Propionicimonas paludicola usa como fuente de carbono la glucosa, fructosa e incluso
la celobiosa proveniente de la hidrolisis de la celulosa (ver Tabla 5.4). Dentro de sus
productos estan el lactato, el cual es una fuente de carbono para las BRS, el que pueden
usar para completar su metabolismo como se ha mostrado en otras investigaciones (Hemsi
et al., 2005).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_559795180
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5.5 Comportamiento de flujos
La Tabla 5.10 muestra los resultados del comportamiento de flujo medido por el trazador
(rodamina WT) para todos los reactores. El coeficiente de difusion y el niUmero de Peclet

fue calculado a partir de los ajustes de parametros de los datos experimentales.

Tabla 5.10. Comportamiento de flujos (Fuente: Elaboracién propia).

Tipo de Reactor N° de Peclet N° namero de Tiempo de Coeficiente
Levenspiel residencia de difusion
tedrico (min) (m?/h)
R25A 5.815 0.172 73.2 0.094
R25B 14.91 0.067 73.2 0.037
R5A 4.300 0.233 73.2 0.127
R5B 11.25 0.089 73.2 0.048
R75A 5.478 0.183 73.2 0.100

El nimero de Levenspiel o nimero de dispersion del reactor (RDN) (inverso del Peclet) da
una medida directa del grado de mezcla del reactor por simple comparacion con valores
intermedios de éste entre sus extremos de flujo piston y mezcla perfecta. Los reactores

R25A, R5AYyR75A, tienen un alto grado de dispersion debido a que el nimero de
Levenspiel es cercano o superior a 0.2, mientras que, los reactores R 2.5 By R 5 B tienen
una mediana dispersion debido a que se encuentra entre 0.05 y 0.1 (ver Tabla 5.5) (Hill,
1977). Mientras que el reactor R 7.5 B no se encuentra presente en este analisis debido a
que, el tiempo de residencia producido en el experimento fue de 90 min aproximadamente,
lo cual resultd muy superior al presentado en la Tabla 5.5. Estos valores fueron evaluados

una vez finalizado el proceso de alimentacion con DAM, y por lo tanto, no consideran el
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comportamiento de todo el periodo del proceso continuo. Es decir, por ejemplo en el caso
del reactor R 2.5 B el comportamiento de la tasa de remocion de sulfato durante el periodo
10-123 dias fue de las mas bajas en comparacion a los demas reactores, sin embargo, a
partir del dia 135 la tasa de remocion mejor6 igualando a la tasa del reactor R 5 A. Esto
pudo ocurrir porque pudo cambiar el comportamiento de flujo dentro del reactor
disminuyendo el grado de dispersion (entre otros factores). EI mismo caso pudo ocurrir en
el reactor R 5 A, que presentd un alto grado de dispersion, sin embargo, present6 una alta
tasa de remocion de sulfato como se puede apreciar en la Figura 5.2e. Al momento de
realizar el analisis con el trazador, la zona conductiva pudo estar interferida por algunos

metales que precipitaron.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES Y COMENTARIOS

6.1 Conclusiones

En un proceso batch, el reactor que presentd un mejor comportamiento en la reduccién de
sulfato es el reactor R 2.5 debido a que presenta una mayor area especifica de reaccion en

comparacion de los reactores de grosor de 5 cmy 7.5 cm.

Las tasas de remocion de sulfato con alimentacién sulfatada en todos los reactores son
mayores a las tasas con alimentacion con drenaje sintético debido a su baja toxicidad.
Mientras que, los reactores que presentaron un mayor impacto al cambio en la

alimentacion son aquellos que tienen un menor grosor de capas reactivas verticales.

En el andlisis del ANOVA para las medias de la tasa de remocion de sulfato con
alimentacion con DAM, los reactores R 25 A y R 2.5 B no presentaron diferencias
significativas con los reactores R5 B y R 7.5 A, por lo tanto, no se pudo apreciar la falla

del mecanismo de bioproteccion a través de esta variable.

Todos los reactores presentaron una disminucion de la concentracion celular (UFC/mL)
debido a los efectos de la adveccion de la alimentacion del DAM. Sin embargo el reactor R
2.5 B presentd una salida de cobre y zinc evidenciando la falla del mecanismo de
bioprotecciéon de dicho reactor, el cual ademas presenta la menor concentracion celular

respecto a los demas reactores.

En el andlisis de capas reactivas, el reactor R 2.5 A en su punto PM1 present6 elevadas
concentraciones de cobre y zinc, lo cual dificulta al crecimiento de la comunidad
microbiana al ser metales toxicos para el ambiente biologico. Se demostro el efecto de esta
toxicidad al presentar una baja concentracion celular (UFC/mL). Mientras que los puntos

de muestreo PM1 y PM2 presentaron ORP altos, pH inferiores a 5 y una alta concentracién
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de sulfato, por lo que estos parametros demuestran el mal funcionamiento del mecanismo

de bioporteccion al contrario a lo que pasa con los reactoresR5 Ay R 7.5 A.

Se logré aislar la Desulfovibrio desulfuricans la cual es la responsable en la generacion de
sulfuro para que reaccione con aquellos metales como el cobre y el zinc, demostrando asi el
funcionamiento del mecanismo de bioproteccion. Sin embargo, en los reactores de menor
grosor de la capa reactiva en los puntos de muestreo PM1, es muy dificil que sobreviva esta
bacteria bajo las condiciones de alta concentracion de metales, ORP y un pH inferior a 5.
Esto debido al corto trayecto que se tiene en la difusion del sulfuro para mantener este

mecanismo de bioproteccion.

Respecto del comportamiento del flujo en los reactores R 2.5 A, R5 Ay R 7.5 A mostr6 un
alto grado de dispersion ya que el namero de Levenspiel fue 0.2, mientras que los reactores
R 2.5 B y R 5 B tuvieron una mediana dispersion debi6 a que se encuentran entre 0.05 y
0.1. Sin embargo, estos valores fueron evaluados una vez finalizado el proceso de
alimentacion con DAM, por lo tanto, no considera el comportamiento de todo el periodo

del proceso continuo en el estudio de la variabilidad de la tasa de remocion de sulfato.

6.2 Recomendaciones

Las siguientes lineas deben ser investigadas para complementar el estudio realizado:

e Realizar el analisis de carbono organico total del sustrato reactivo antes de la
operacion del reactor y luego del término del proceso, debido a que se podria
estimar una tasa de degradacion de la celulosa y relacionarla con la vida atil de

estos reactores biologicos.
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Realizar un perfil de concentraciones de las zonas reactiva y conductiva a los
reactores para observar y analizar los gradientes quimicos que presentan los

diferentes grosores de capas verticales.

Disminuir el tiempo de residencia hidraulico en la alimentacion del DAM para
observar si se presentan mayores cambios en la tasa de remocion de metales como

también de sulfatos.
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CAPITULO A

ANEXOS

A.1 Materiales usados para el proyecto

En la Figura A.1 muestra la jeringa de alimentacion manual de la solucién de sulfato de
sodio como también de DAM cuyo volumen es de 60 ml. Mientras que la Figura A.2
muestra la bomba de trasvasije que se usé para el vacio de los reactores para el proceso
batch. La Figura A.3 muestra la caja anaerobia rotulada como la letra A, mientras que la
letra B corresponde a la jarra anaerobia utilizada para los cultivos de microorganismos. La
figura A.4 las perforaciones para los puntos de muestreo en los reactores R25 A,R5 Ay
R7.5A.

Figura A. 1. Jeringa de alimentacion.

Figura A. 2. Bomba de trasvasije.
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Figura A. 4. Perforaciones para los puntos de muestreo en los reactoresR2.5A,R5AyR

7.5 A (Fuente: Elaboracién propia).

A.2 Tablas de resultados

A.2.1 Proceso Batch

En la Tabla A.1 muestra los resultados de la concentracion promedio de sulfatos tomados

en la criba del afluente como el del efluente para el primer proceso batch, mientras que la
Tabla A.2 muestra la concentracion promedio de sulfato para el segundo proceso batch.



Tabla A. 1. Resultados de sulfatos (mg/L) batch 1 (Fuente: Elaboracion propia).

R25 R5 R7.5
A B A B A B Dias
2616 2214.5 2579.5 2405 2572.5 2399.5 0
1925 1857.5 2086.5 1973.5 2047 2042 4
1665.5 1597.5 1521 1853 1505 1624 6
861 771.5 1214.5 1545 683 913 8
1029 362 1072 1223 783.5 850 12
700 207.5 761 10715 677 677 14
450 30 395 566.5 492 505 16

Tabla A. 2. Resultados de sulfatos (mg/L) batch 2 (Fuente: Elaboracion propia).

R25 R5 R75
Dias
A B A B A B
2391.5 2220 2270 2370 2364 2330 0
1956.5 2305 2171 2389 2518.5 2370.5 3
1622.5 1800 1526 1694.5 1960 1756.5 6
1235.5 767 1106.5 1450 1391 1267.5 11
502 141.5 275 5745 640.5 663.5 16

A.2.2 Andlisis de efluente
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La Tabla A.3 muestra los resultados de la alimentacién continua de DAM y solucion

sulfatadas en un total de 226 dias. La Tabla A.4 muestra los resultados de la tasa de

remocion de sulfato (mol/m®/dia) para todos los reactores, mientras que la Tabla A.5

muestra los resultados de ORP (mV) para todo el proceso continuo (DAM vy solucion

sulfatada). Las Tablas A.6 y A.7 muestran los resultados de pH y conductividad,

respectivamente.
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Tabla A. 3. Resultados de alimentacion continia de DAM y solucion sulfatada (mg/L)

(Fuente: Elaboracion propia).

Sulfato
(Afluente) Reactor 2.5 Reactor 5 Reactor 7.5 Dias
A B A B A B

2200 0 0 0 50 35 8 5
2737 0 0 0 0 0 9 18
2451 0 0 0 0 0 0 21
2320 0 0 0 0 0 333 26
2491 0 67 174 41 237 466 28
2730 0 60 196 100 397 509 32
2490 55 75 150 110 290 490 35
2593 0 124 509 99 384 601 40
2627 45 148 490 111 641 815 44
2720 0 105 26 137 293 871 48
2355 56 130 10 304 490 479 54
2466 57 83 297 333 363 461 70
2469 500 327 253 644 396 324 77
2655 549 680 454 850 628 445 93
2663 803 950 360 562 962 436 105
2465 953 1326 629 1354 1260 523 121
2683 813 787 1014 1062 1062 546 136
2890 890 1190 550 1490 1420 622 149
2603 1119 998 613 1130 805 577 168
2193 806 724 690 1001 990 602 183
2820 1383 1187 777 940 1090 989 195
2720 1390 1256 655 890 1002 1050 210
2699 1295 1396 651 723 1011 1099 226
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Tabla A. 4. Resultados de tasa de remocion de sulfato (mol/m®/dias) (Fuente: Elaboracion

propia)
Remocion
. Reactor 2.5 Reactor 5 Reactor 7.5
A B A B A B
5 0.5574 0.5574 0.5574 0.5447 0.5485 0.5554
18 0.6934 0.6934 0.6934 0.6934 0.6934 0.6912
21 0.6210 0.6210 0.6210 0.6210 0.6210 0.6210
26 0.5878 0.5878 0.5878 0.5878 0.5878 0.5034
28 0.6311 0.6141 0.5870 0.6207 0.5711 0.5130
32 0.6917 0.6765 0.6420 0.6663 0.5911 0.5627
35 0.6169 0.6119 0.5928 0.6030 0.5574 0.5067
40 0.6569 0.6255 0.5280 0.6319 0.5597 0.5047
44 0.6542 0.6281 0.5414 0.6374 0.5032 0.4591
48 0.6891 0.6625 0.6825 0.6544 0.6149 0.4685
54 0.5825 0.5637 0.5941 0.5196 0.4725 0.4753
70 0.6103 0.6037 0.5495 0.5404 0.5328 0.5080
77 0.4989 0.5427 0.5614 0.4624 0.5252 0.5434
93 0.5336 0.5004 0.5576 0.4573 0.5135 0.5599
105 0.4712 0.4340 0.5835 0.5323 0.4310 0.5642
121 0.3831 0.2886 0.4652 0.2815 0.3053 0.4920
136 0.4738 0.4804 0.4228 0.4107 0.4107 0.5414
149 0.5067 0.4307 0.5928 0.3547 0.3724 0.5746
168 0.3760 0.4066 0.5042 0.3732 0.4555 0.5133
183 0.3514 0.3722 0.3808 0.3020 0.3048 0.4031
195 0.3641 0.4137 0.5176 0.4763 0.4383 0.4639
210 0.3370 0.3709 0.5232 0.4636 0.4353 0.4231
226 0.3557 0.3301 0.5189 0.5006 0.4277 0.4054




Tabla A. 5. Resultados de ORP (mV) (Fuente:

Elaboracion propia).

Solucion Reactor 2.5 Reactor 5 Reactor 7.5 5
A B A B A B Dl
1.3 -289.9 -222.2 -273.7 -290.1 -184.6 -260.2 9]
-25.1 -222.2 -270 -249.2 -202.2 -178 -343.6 18
-1.5 -194.1 -198.7 -299.7 -190.7 -382.2 -307.2 21
234 6.4 1.1 10.1 3.8 5.9 22.9 26
-26.3 | -270.1 -340.2 -210.1 -190.2 -270.2 -230.7 28
-31.2 -222.7 -110.4 -300.1 -226 -250.9 -200.1 32
-22.3 | -229.9 -310.7 -311.5 -330.3 -390 -180.1 35
-7 -190.2 -211.2 -360.4 -220.7 -340.7 -190.2 40
-20 -276.2 -300.2 -323.7 -303.6 -322.2 -330.2 44
-40.2 -273.4 -285.5 -299.3 -176.2 -298.3 -288.2 48
-40.9 | -270.6 -288.6 -305.5 -288.5 -299 -320.2 54
277.2 | -318.2 -357.2 -359.2 -324.2 -348.5 -355.1 70
289.1 | -332.2 -343.2 -340 -321.4 -320.1 -342.5 77
288.2 | -290.1 -305.1 -312.1 -151.2 -291.3 -303.9 93
284.1 | -252.2 -285.2 -306.3 -142.3 -279.4 -306.1 105
283 -217.1 -75.3 -268.1 -48.1 -62.2 -290.2 121
311 -227.9 -190.1 -285.1 -79 -118.2 -318.1 136
310 -220.1 -181.1 -251.2 -64.1 -54.2 -235.2 149
308 -168.2 -160.2 -162.1 -18.2 -90.1 -225.1 168
318 -190.2 -120 -182 -120.1 -146.1 -180.3 183
303 -3.4 -0.89 -99.98 -86.3 -59.4 -69.8 195
290 2.3 315 -120.1 -114.9 -106.9 -118.2 210
297 54.3 89 -15.5 -42.5 3.3 9.8 226




Tabla A. 6. Resultados de pH (Fuente: Elaboracion propia).
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Sl Reactor 2.5 Reactor 5 Reactor 7.5 S
A B A B A B

751 6.7 6.82 6.81 6.72 6.54 6.67 5
7.75 6.58 6.64 6.72 6.61 6.49 6.85 18
7,52 6.6 6.71 6.68 6.67 6.52 6.55 21
7.68 6.45 6.54 6.52 6.55 6.47 6.65 26
7.64 6.59 6.73 6.86 6.65 6.64 6.83 28
791 6.61 6.94 6.94 6.72 6.69 6.75 32
751 6.6 6.81 6.81 6.67 6.6 6.77 35
7.8 6.71 6.91 6.91 6.74 6.72 7.02 40
7.95 6.99 7.22 71.22 7.06 7.02 7.52 44
8.04 6.83 7.3 7.3 7.4 7.49 7.5 48
7.96 6.87 7.14 7.14 6.93 7.08 7.35 54
2.43 7.18 7.36 7.34 6.99 7.22 7.34 70
2.43 6.72 6.95 7.01 6.76 6.91 7.04 77
2.35 6.88 6.9 6.93 6.69 6.83 7.05 93
2.84 6.86 6.91 6.83 6.52 6.62 6.98 105
2.59 6.42 6.37 6.44 6.23 6.19 6.48 121
3.01 7 6.67 7 6.81 6.96 7.05 136
2.3 6.66 6.89 6.76 6.45 6.61 6.74 149
2.29 6.38 6.59 6.64 6.38 6.69 6.92 168
2,1 6.23 6.16 6.13 6.17 6.1 6.15 183
2.47 5.97 6.22 6.66 6.55 6.58 6.62 195
24 5.95 5.99 6.4 6.21 6.22 6.28 210
2.34 6 5.44 6.26 6.15 6.01 5.93 226




Tabla A. 7. Resultados de Conductividad (Fuente: Elaboracion propia).
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Sl Reactor 2.5 Reactor 5 Reactor 7.5 Dias
A B A B A B

5.43 5.86 5.37 6.02 5.27 5.14 5.23 26
5.31 5.48 5.66 6.19 5.33 5.68 5.57 28
5.5 5.55 5.32 5.26 5.3 5.26 5.21 32
5.18 5.15 5.36 5.78 5.17 5.07 5.18 35
5.41 5.19 5.02 5.19 6.03 5.13 ) 40
5.5 4.9 4.85 5.09 5.02 5.03 5.06 44
5.35 4.82 4.86 5.09 4.94 4.95 4.95 48
5.33 4.83 4.86 5.08 4.98 4.93 4.98 54
5.78 5.6 4.66 4.78 4.82 4.82 4.54 70
5.85 5.77 4.8 4.89 5 4.59 4.74 77
6.79 4.72 4.84 4.77 4.87 4.61 4.68 93
5.44 4.78 4.98 4.94 4.92 4.75 4.78 105
5.18 5.15 4.72 4.45 4.61 4.61 4.38 121
5.95 431 4.78 4.12 4.35 4.04 4.14 136
6.95 4.09 4.14 3.98 4.42 4.08 4.06 149
6,91 4 4.07 3.9 4.39 41 3.91 168
7.03 3.83 3.31 4.13 4.38 4.23 3.92 183
581 4.37 4.4 4.15 4.22 4.3 4.17 195
6.56 3.79 3.93 3.8 3.99 3.9 3.94 210
6.86 3.98 3.91 3.85 4.01 3.84 4.04 226
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A.2.3 Metales en el efluente

La tabla A.8 muestra los resultados del cobre (mg/L) en el afluente con un periodo total de
166 dias. Mientras que las tablas A.9, A.10, A.11, A.12 y A.13 muestran los resultados de

manganeso, hierro, aluminio, zinc y calcio, respectivamente.

Tabla A. 8. Resultados de cobre en el efluente (mg/L) (Fuente: Elaboracidn propia).

SNV R25 R5 R7.5 Dias
A B A B A B
594,225 0.316 0.4185 0.359 0.3175 0.4155 0.7885 10
593.175 0.0715 0.0645 0.0665 0.073 0.0985 0.2165 17
588.075 0.06 0.063 0.0755 0.059 0.0825 0.126 33
521.775 0.2425 0.294 0.2185 0.221 0.2715 0.2925 45
698.85 0.4275 0.3115 0.2955 0.298 0.2935 0.5085 61
650.25 0.0945 0.089 0.253 0.084 0.0875 0.1075 76
652 0.1205 0.118 0.126 0.093 0.098 0.122 89
645.975 0.0655 0.0605 0.0735 0.123 0.047 0.0735 108
638 0.181 0.157 0.1635 0.152 0.2055 0.1845 123
594.225 0.3095 0.8425 0.163 0.1645 0.178 0.18 135
768.375 0.036 1.5 0.0235 0.0205 0.0385 0.1135 150
660 0.546 38.75 0.058 0.0355 0.0455 0.04 166
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Tabla A. 9. Resultados de Manganeso en el efluente (mg/L) (Fuente: Elaboracion propia).

" R25 R5 R75 S
A B A B A B
114.30 4.05 5.45 5.30 4.35 8.00 9.50 10
139.05 6.55 9.85 8.65 5.40 9.45 13.60 17
164.10 8.15 11.85 12.65 27.90 15.95 29.85 33
129.30 0.16 0.21 0.26 0.55 0.42 0.24 45
147.70 6.69 13.30 6.42 8.74 8.27 5.08 61
166.02 58.43 59.06 66.50 82.09 75.73 54.69 76
153.30 57.57 56.58 59.12 70.96 70.13 42.37 89
160.28 95.68 88.23 94.33 100.40 91.23 89.35 108
134.85 88.40 92.03 88.40 92.03 167.33 95.20 123
132.90 126.85 104.53 93.23 103.43 115.73 108.13 135
153.38 134.18 117.03 105.88 107.03 106.98 118.33 150
151.05 121.15 120.55 111.05 104.05 109.55 112.23 166
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Tabla A. 10. Resultados de hierro en el efluente (mg/L) (Fuente: Elaboracion propia).

NV R25 R5 R75 .
A B A B A B
7.228 0.2195 0.2815 | 0.158 0.211 0.217 0.2565 10
7.8125 0.0955 0.052 0.05 0.0575 0.0655 0.1025 17
8.886 0.138 0.0805 |0.0885| 0.1435 0.0925 0.0915 33
8.8475 0.177 0.1455 [0.1055| 0.587 0.1515 0.108 45
7.95 0.1845 0.429 0.441 26.1 0.1815 0.0295 61
115 0.28 0.2695 |[0.1505| 17.08 0.3985 0.0305 76
10.0775 | 0.1205 0.104 0.123 | 11.615 0.4135 0.0865 89
2411 0.5525 0.744 0.067 | 10.685 1.7455 0.188 108
11.685 0.1305 0.028 0.038 | 2.7985 5.4 5.13 123
8.7115 31.795 1.065 0.191 | 15.025 18.25 16.175 135
11.865 58.175 22.1 2.395 22.1 18.25 16.175 150
8.327 13.75 5.1 4.39 19.35 35.175 23.325 166
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Tabla A. 11. Resultados de Aluminio en el efluente (mg/L) (Fuente: Elaboracién propia).

NV R25 R5 R75 e
A B A B A B

97.02 0 0 0 0 0 0 10
116.95 1.7675 2.0725 1.98 2.442 3.101 2.7735 17
107.6 0 0 0 0 0 0 33
88.955 0 0 0 0 0 0 45
49.08 0 0 0 0 0 0 61
40.335 0 0 0 0 0 0 76
43.73 0 0 0 0 0 0 89
65.955 0 0 0 0 0 0 108
83.55 0 0 0 0 0 0 123
64,235 0 0 0 0 0 0 135
129,775 1.658 1.526 0.117 0.392 1.356 2.833 150
100.88 2.603 2.148 3.66 2.463 2.372 3.2 166




Tabla A. 12. Resultados de Zinc en el efluente (mg/L) (Fuente: Elaboracion propia).

R25 R5 R7.5
DAM A B A B A B Dias
69.675 0.1585 0.202 0.1735 0.1215 0.1335 0.201 10
65.325 0 0 0 0 0 0.0315 17
64.65 0.011 0 0 0 0 0.01 33
51.525 0 0 0 0 0 0 45
66 0.004 0.002 0 0.017 0 0.0415 61
66.3 0.016 0.0115 0.075 0.024 0 0.0155 76
68.175 0.0115 0.001 0 0 0 0 89
67.8 0.0255 0.01 0 0.1105 0.0845 0.0155 108
81.75 0.0725 0.0145 0.007 0.0125 0.0365 0.0255 123
101.485 0.158 0.3785 0.032 0.1345 0.187 0.0175 135
94.575 0.086 10.495 0.127 0.0405 0.0505 0.0595 150
66.825 0.3415 13.89 0.004 0.0035 0.743 1.111 166




Tabla A. 13. Resultados de Calcio en el efluente (mg/L) (Fuente: Elaboracion propia).
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NV R25 R5 R75 e
A B A B A B
131.6 163.6 157.45 152.2 170.55 136.05 135.75 10
119.9 71.279 129.7 101.05 109 112.2 106.7 17
107.9 138.3 149.65 146.25 189.8 175.7 129.65 33
142.4 1.812 2.0125 2.2065 2.2465 2.517 2.298 45
125 25.04 45.03 29.05 33.74 29.18 30.56 61
70.239 155.377 | 168.146 | 167.728 | 162.722 160.497 153.101 76
45.75 0 147.57 136.11 147.57 136.44 123.02 89
112.125 250.3 246.3 219.125 221.6 197.925 192.55 108
142.35 222.125 0 220.9 245.025 441.625 186.925 123
66.675 241.725 | 255.35 207.95 245.05 218.575 209.95 135
153.45 278.575 | 309.25 | 233.875 268.4 244.3 246.4 150
173.25 279.125 299.1 252.025 | 274.575 261.075 271.7 166
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A.3 Anélisis de capas

A.3.1 Metales y sulfatos en las capas

La Tabla A.15 muestra la concentracidn de cobre (mg/L) en las capas a partir de los puntos
de muestreos PM1, PM2, PM3, PM4 y PM5. Mientras que las tablas A.14, A.15, A.16 y
A.17 muestran las concentraciones de zinc, hierro, calcio y sulfatos, respectivamente.

Tabla A. 14. Concentracion de cobre en las capas (Fuente: Elaboracion propia).

Cu(mg/lL) [R2Z5A  |R5A R75A
PM1 387.5 0.285 0.24
PM2 24.91 2.239 0.1
PM3 0.086 0.139 0.091
PM4 0.064 0.1 0.094
PM5 0.059 0.137 0.103

Tabla A. 15. Concentracion de Zinc en las capas (Fuente: Elaboracion propia).

Zn(mg/L)| R2Z5A | R5A | R75A
PM1 43.1 0.092 0.433
PM2 218 0.449 0.024
PM3 0.224 0.042 0
PM4 0.006 0.018 0.003
PM5 0.003 0.009 0.002

Tabla A. 16. Concentracion de hierro en las capas (Fuente: Elaboracion propia).

Fe(mg/L)| R2Z5A | R5A | R75A
PM1 0.644 50.1 0.287
PM2 0.469 34.85 0.241
PM3 0.757 22.1 0.195
PM4 0.282 27.4 0.36
PM5 0.459 0.083 0.468
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Tabla A. 17. Concentracion de calcio en las capas (Fuente: Elaboracion propia).
Ca(mg/L)| R25A R5A R75A

PM1 122.3 365.45 473.55
PM2 295.1 289.85 321.35
PM3 256.25 270.75 262.75
PM4 211.25 378.2 271.7

PM5 289.45 285.15 280.45

Tabla A. 18. Concentracion de sulfatos en las capas (Fuente: Elaboracion propia).

SO4*

(mg/ll) | R25A | R5A | R75A
PM1 2262 286 191
PM2 1901 278 29
PM3 1420 379 13
PM4 1350 507 0
PM5 890 121 39

A.3.2 Analisis de ORP y pH en las capas.

Las tablas A.20 y A.21 muestran los analisis de ORP (mV) y pH a partir de los puntos de
muestreos: PM1, PM2, PM3, PM4 y PM5. Estos analisis comenzaron el dia 29 de

septiembre del 2017 y termina el 4 de noviembre del mismo afio.



Tabla A. 19. Analisis de ORP (Fuente: Elaboracion propia).
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R25A R5A R75A
PM1 [PM2 [PM3 [PM4 [PM5 |[PM1 [PM2 [PM3[PM4 [PM5 |[PM1 [PM2 [PM3 [PM4 [PM5 Fecha
190| -5.4| -21.1] -40.1| -55.2| -110.5| -85| -140] -110.1| -1785| -90.1|-197.2] -99.9|-110.1|-178.5| 29-09-2017
236.3| 50.1 -8] -10| -60.2] -176.6| -146] -171| -156.9| -184.2 -60[-209.2 | -137.7 | -156.9 | -184.2 | 05-10-2017
254.4] 582 26| -178.6| -149.6| -10.1| -252| -7.4| -1222] -1484| -7.5[-183.4| -79.4|-122.2|-148.4| 13-10-2017
250.7| 31.4| 19.1| -702| -15.1| -342| -117] -157|-185.9] -228.2| -15.2[-251.3]-210.4|-217.9|-261.7 | 19-10-2017
256.9(125.4| 354| -145| -545| -167.2| -143.2| -170| -197.2| -242.1| -145.2[-208.2|-184.3|-182.4|-233.3| 26-10-2017
255.9[2015] 20.3| -27.6| -90.1| -170.2| -132.4|-14.6| -1845] -195.6| -171.4|-202.5[-179.1]-190.9-216.9| 04-11-2017
256.8[110.5| 28.9| -31.2| -110.2| -139.5| -147.3| -143| -199.6 | -208.4| -195.4|-212.5[-191.5(-188.9|-206.5| 10-11-2017
264.4[1546| 32.1| -245| -48.6|-193.4| -78| -152| -164.4| -221.8| -168.2|-184.3|-101.1]-157.8|-223.5| 18-11-2017
Tabla A. 20. Andlisis de pH (Fuente: Elaboracion propia).
R25A R5A R75A

PM1 [PM2 |PM3 |PM4 |PM5 |PM1 |PM2 |PM3 |PM4 |PM5 [PM1 [PM2 |PM3 |PM4 |PM5 Fecha

5.28| 5.62| 5.99| 6.1| 6.65| 6.09| 5.98| 5.88| 6.37| 6.37| 5.84| 6.17| 6.28| 6.26| 6.38| 29-09-2017

457| 556| 6.02| 6.38] 6.38| 5.89| 5.79 6| 6.05| 6.39| 539| 584| 6.41| 6.19| 6.1| 05-10-2017

4.38| 532| 567| 6.03| 599| 6.17| 6.01| 599| 6.2| 6.29| 6.07| 597| 6.36| 6.07| 6.29| 13-10-2017

471| 554| 61| 6.09| 6.38| 6.36| 6.36| 6.13| 6.29| 6.62| 5.99| 6.27| 6.43| 6.47| 6.49| 19-10-2017

47| 541| 611| 6.4| 641| 6.55| 6.63| 6.23| 6.44| 6.71| 6.25| 6.43| 6.44| 659| 6.6 26-10-2017

4.65| 539| 585| 6.02| 6.3| 654| 6.74| 6.35| 6.47| 6.63| 6.01| 6.11| 6.31| 6.26| 6.32| 04-11-2017

455| 54| 589| 597| 6.07| 63| 631| 6.21| 6.2| 6.65| 5.81| 6.01| 6.04| 6.1| 6.15| 10-11-2017

4.23| 4.98| 558| 5.85| 6.01| 582| 594| 5.89| 586 6.15| 5.79| 587| 6.05| 595| 6.05| 18-11-2017
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A.3.3 Codigo genetico

En la tabla A.22 muestra el codigo genético del 16S ribosomal de las muestras extraidas en

los reactores bioldgicos.
Tabla A. 21. C4digo genético del 16S ribosomal (Fuente: Elaboracion propia)

Especie 16S ribosomal
Desulfovidio GTCGAACGCGAAAGGGACTTCGGTCCTGAGTAAAGTGGCGCACGGGTGA
desulfuricans GTAACGCGTGGATAATCTGCCCTTATGATCGGGATAACAGTTGGAAACGG

CTGCTAATACCGGATACGCTCAAAATGAACTTTTTGAGGAAAGATGGCCT
CTGCTTGCATGCTATCGCGTAAGGATGAGTCCGCGTCCCATTAGCTTGTTG
GCGGGGTAACGGCCCACCAAGGCAACGATGGGTAGCCGATTTGAGAGGA
TGATCGGCCACACTGGAACTGAAACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAGCGACGCC
GCGTGAGGGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAACCTCTGTCAGAAGGGAAG
AAACTACATTGTGCTAATCAGCAGTGTACTGACGGTACCTTCAAAGGAAG
CACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGTAGGCTGTAGTGTAAGTC
AGGGGTGAAATCCCACGGCTCAACCGTGGAACTGCCTTTGATACTGCACA
ACTTGAATCCGGGAGAGGGTGGCGGAATTCCAGGTGTAGGAGTGAAATC
CGTAGATATCTGGAGGAACATCAGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACCGG
TATTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGGATGCTAGATGTCGGGGAGTATTCT
TCGGTGTCGTAGTTAACGCGTTAAGCATCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGC
AAGGCTGAAACTCAAAGAAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTAGGTTTGACATC
CACGGAACCCTCCCGAAAAGGAGGGGTGCCCTTCGGGGAGCCGTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCCTATGGATAGTTGCCAGCAAGTAATGTTGGG
CACTCTATTCAGACTGCCCGGGTTAACCGGGAGGAAGGTGGGGACGACG
TCAAGTCATCATGGCCCTTACGCCTAGGGCTACACACGTACTACAATGGC
GCGCACAAAGGGGAGCGAGACCGCGAGGTGGAGCCAATCCCAAAAAAC
GCGTCCCAGTCCGGATTGCAGTCTGCAACTCGACTGCATGAAGTTGGAAT
CGCTAGTAATTCGAGATCAGCATGCTCGGGTGAATGCGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCACGAAAGTCGGTTTTACCCGAAGCCGGTG
AGCCAACCAGCAATGGAGGCAGCCGT

Paenibacillus typhae | GCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCCTTAGCCTGGGATAA

CTACCGGAAACGGTAGCTAATACCGGATAATCCCTTTCCTCGCCTGAGGA
AAGGATGAAAGGCGGAGCAATCTGTCGATAAGGGATGGGCCTGCGGLGC
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCG
ACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGAC
GGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTT
GCCAGGGAAGAACGTCCGGTAGAGTAACTGCTACCGGAGTGACGGTACC
TGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT

AGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCG

GCTATTTAAGTCTGGTGTTTAAACCTTGGGCTCAACCTGAGGTCGCACTG

GAAACTGGGTGGCTTGAGTACAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACT
TTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG

GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTA
GGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACAGTAAGCACTCCGCCT
GGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCG
CACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
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CCAGGTCTTGACATCCCTCTGAATCCTCTAGAGATAGAGGCGGCCTTCGG
GACAGAGGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGACTTTAGTTGCCAGCA
GGTAAGGCTGGGCACTCTAGAGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAG
GTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACG
TACTACAATGGCCGGTACAACGGGAAGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAA
TCCCAGCAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCA
TGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG
TTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTACAACAC
CCGAAGTCGGTGGGGTAACCCGCAAGGGAGCCAGCCGCCGA

Propionicimonas
paludicola

CAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGCAACCTACCCTTGACTCTGGG
ATAACAGTTGGAAACAGCTGCTAATACCGGATACGACCCTGGCGGGCATC
TGCCGGGGTGGAAAGCTCCGACGGTCAGGGATGGGCTCGCGGCCTATCA
GCTTGTTGGCGGGGTAACGGCCCACCAAGGCATCGACGGGTAGCCGGCCT
GAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGCAG
CAACGCCGCGTGCGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCGCTTTCAGCA
GGGACGAAGGGTTTCTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTGATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTA
TTGGGCGTAAAGAGCTTGTAGGCGGTCCGTTGCGTCGGAAGTGAAAACTC
GGGGCTTAACCCCGAGCCTGCTTTCGATACGGGCGGACTTGAGGGATGTA
GGGGAGAACGGAATTCCTGGTGGAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGA
GGAACACCAGTGGCGAAGGCGGTTCTCTGGACATTTCCTGACGCTGAGAA
GCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGGTGGGCACTAGGTGTGGGACCCATTCCACGGGTTCCGTGCCGT
AGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATATACCGGAAA
CATCTGGAGACAGGTGCCCCGCAAGGTCGGTATACAGGTGGTGCATGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCATAGAAGACTG
CCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCC
CTTATGTCCAGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCTGGTACAAAGGGCTGC
AATATCGCAAGATGGAGCGAATCCCAGAAAGCCAGTCTCAGTTCGGATTG
GGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATC
AGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
AGTCATGAAAGTCGGTA

Bacteroides
graminisolvens

GGGGCAGCATTGGAGTAGCAATACTTCAGATGGCGACCGGCGCACGGGTGAGTA
ACACGTATCCAACCTGCCGCTTACTCGGGGATAGCCTTTCGAAAGAAAGATTAATA
CCCGATGGTATAAAGAGTTCGCATGTTCTCTTTATTAAAGAATTTCGGTAAGCGAT
GGGGATGCGTTCCATTAGATAGTTGGCGGGGTAACGGCCCACCAAGTCTACGATG
GATAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGGAACTGAGACACGGTCCAAAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGACGAGAGTCTGAACCA
GCCAAGTAGCGTGAAGGATGACTGCCCTATGGGTTGTAAACTTCTTTTATAAGGG
AATAAAGTGAGGGACGTGTCCCTTTTTGTATGTACCTTATGAATAAGGATCGGCTA
ACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATCCAAGCGTTATCCGGATTTAT
TGGGTTTAAAGGGAGCGTAGGTTGACATATAAGTCAGCTGTGAAAGTTTACGGCT
CAACCGTGAAATTGCAGTTGATACTGTATGTCTTGAGTGTACAAGAGGTGGGCGG
AATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCAATTGCGAA
GGCAGCTCACTGGGGTACAACTGACACTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACACAGTAAACGATGAATACTCGCTGTTTGCGAT
ATACAGTAAGCGGCCAAGCGAAAGCATTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCGG
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CAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGAGGAACATGT
GGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTGAATTGCAGAGGAAC
ATAGTTGAAAGATTATGGCCGCAAGGTCTCTGTGAAGGTGCTGCATGGTTGTCGT
CAGCTCGTGCCGTGAGGTGTCGGCTTAAGTGCCATAACGAGCGCAACCCTTATCAT
TAGTTACTAACAGGTCATGCTGAGGACTCTAGTGAGACTGCCGTCGTAAGATGTG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAGCACGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACA
CGTGTTACAATGGGGGGTACAGAGGGCAGCTACCGGGCGACCGGATGCCAATCC
CAAAAACCTCTCTCAGTTCGGATCGAAGTCTGCAACCCGACTTCGTGAAGCTGGAT
TCGCTAGTAATCGCGCATCAGCCACGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCAAGCCATGGGAGCCGGGGGTACCTGAAGTACGTAACCGCAA




