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Resumen

La mineria es una de las industrias mas importantes a nivel mundial, ya que aporta
la materia prima para la obtencion de materiales que se involucran en todas las
actividades humanas, sin embargo, para la obtencién de los valores minerales se
requiere de diversas etapas, con las cuales se persigue generar productos de alta
pureza y otras sustancias, los cuales pueden ser adversos para la naturaleza
(contaminantes), puesto que llevan sustancias empleadas en el proceso de
refinacion. La tendencia frente a la adversidad que enfrentamos por la
contaminacion generada por el hombre, es buscar remediar o disminuir el efecto
que tienen las actividades que desarrollamos dia a dia dentro de la mineria, por lo
que se plantean nuevas tecnologias que sean accesibles. El objetivo de este
documento es dar a conocer una propuesta como tratamiento de un desecho
arrojado por la mineria (terreros lixiviados) para su remediacién, mediante el uso
de bacterias sulfato reductoras, las cuales tienen como principal funcion reducir los
sulfatos a sulfuros, desencadenando una serie de reacciones las cuales propicien
elevar el pH del terrero, evitando asi, que los metales pesados (contaminantes)
afecten al medio ambiente. Dejando asi como premisa, que la actividad bacteriana
con las condiciones adecuadas podria realizar una precipitacion selectiva de
metales de interés econdmico. El desarrollo del procedimiento de la
biorremediacion involucra parametros esenciales (pH, temperatura, nutrientes,
etc.) para el crecimiento, reproduccion y desarrollo de los microorganismos. Los
requerimientos minimos se refieren a tener un pH de valor 4 en el terrero para
facilitar la actividad de las bacterias, mediante la incorporacion de fuentes de
carbono como basura organica, carbonatos u otros compuestos que ademas
permitan alcanzar el pH. La biotecnologia como alternativa a la remediacion de un
terrero lixiviado presenta un gran potencial, debido a los bajos costos de operacion
y a las ventajas de reinsertar materiales no contaminantes al medio ambiente.



Fundamento teoérico

Marco teérico

Existe la teoria de que la vida se origin6 en el mar hace miles de millones de afios.
Esto se pudo dar gracias a la interaccion de la luz ultravioleta, descargas
eléctricas y altas temperaturas junto con los compuestos inorganicos de la
atmosfera, resultando compuestos organicos que se formaron en el mar (Cardona,
2007). Dichos compuestos organicos formaron aminoacidos, polipéptidos vy
sustancias organicas complejas, que sirvieron como precursores para las primeras
formas de vida (microorganismos).

Los microorganismos por lo tanto estan presentes en todo lo que nos rodea ya que
pueden ser trasladados por diversos medios y ademas cuentan con facilidad para
adaptarse y depositarse en cualquier superficie. Predominan en ambientes ricos
en nutrientes como vitaminas, minerales, oligoelementos y en condiciones 6ptimas
para su preproduccién y desarrollo tales como humedad, temperatura, pH y
potencial.

Debido a su ubicuidad el estudio de los microorganismos se orienta a diferentes
campos a saber:

e Microbiologia del agua e Microbiologia industrial
e Microbiologia del aire e Microbiologia de los
e Microbiologia médica alimentos

e Microbiologia del suelo

El medio ambiente edéafico' es Unico, ya que contiene una gran variedad de
bacterias, actinomicetos, hongos, algas y protozoarios; es uno de los sitios mas
dinamicos en interacciones bioldgicas en la naturaleza, en la cual se realizan la
mayor parte de las reacciones bioquimicas involucradas en la descomposicién de
la materia organica, la intemperizacién de las rocas o la incorporacion de
nutrientes inorganicos a las plantas. (Vergara, 2014)

! La edafologia es una rama cientifica que se desprende de Geologia. Concretamente se encarga
de evaluar, estudiar y comparar los suelos y determinar si su composicion afecta a la naturaleza
y a los organismos que se desarrollan sobre y dentro de este.



Microbiologia del suelo

La microbiologia del suelo, como lo dice su nombre, corresponde a los
organismos presentes en el suelo; estos organismos juegan un papel muy
importante debido a que contribuyen a la fertilidad del suelo, por ejemplo algunos
fijan el nitrdgeno atmosférico en compuestos nitrogenados, utilizados por las
plantas para sintetizar proteinas. Ademas convierten sustancias organicas
complejas en compuestos mas sencillos, para que las plantas puedan
incorporarlas a sus procesos metabdlicos. (Zapata, 2010)

El suelo contiene 5 grupos principales de microorganismos: bacterias,
actinomicetos, hongos, algas y protozoarios. El suelo como ecosistema, incluye a
estos grupos microbianos asi como los constituyentes orgénicos e inorganicos de
un determinado lugar, se llama comunidad a todos los microorganismos habitantes
en una misma localidad. Un conjunto representativo de células o filamentos
presentes en la comunidad se llega a considerar diferente uno del otro debido a
qgue requieren de diferentes condiciones para subsistir (Zapata, 2010). Para este
trabajo nos enfocaremos solamente en las bacterias.

Bacterias

Las bacterias se pueden dividir taxonOmicamente o sistematicamente por el
sistema propuesto en el manual de Bergey, en el cual describe como identificar los
distintos microorganismos de acuerdo a diferentes tinciones. Otras maneras de
distinguir a las bacterias son por sus diferencias fisioldgicas, para poder
clasificarlos, se emplea una variedad de caracteristicas nutricionales y metabdlicas
que incluyen la naturaleza de la fuente de energia, los carbohidratos que se
utilizan para el crecimiento (azlcares en general), la capacidad de utilizar N2 como
fuente de nitrogeno, etc. (Valenzuela, 2010).

La capacidad de crecimiento en ausencia de Oz es otra caracteristica bioguimica
importante que ha llevado a distinguir tres categorias distintas en las bacterias:

e Aerobias (requieren O2)
e Anaerobias (crecen solamente en ausencia de O2)
e Anaerobias facultativas (se desarrollan en ausencia y en presencia de O2)

En el caso especifico de las bacterias su funcion principal es aportar una serie de
actividades fundamentales para la sustentabilidad de todos los ecosistemas; son
el principal agente del ciclo de los nutrientes, regulan la retencion del carbono y la
emision de gases de efecto invernadero, modifican la estructura material del suelo
y los regimenes del agua, mejorando la cantidad y eficacia de la adquisicién de
nutrientes de la vegetacion y la salud de las plantas. De ahi la importancia de las



bacterias pues no solo son decisivas para el funcionamiento de los ecosistemas
naturales, sino que constituyen un importante recurso para la gestion sostenible de
los sistemas agricolas. (Ibafiez, 2007)

De tal forma que es posible utilizar las caracteristicas de las bacterias en otras
actividades humanas, por ejemplo el uso de la biolixiviacion, que nos refiere a un
proceso en el cual las bacterias mediante reacciones bioquimicas permiten la
liberacion de elementos de interés, en vez de usar reactivos quimicos (Gallego,
2002).

Monitoreo de la reproduccién bacteriana

Como es el caso de cualquier organismo las bacterias tienen ciclos de crecimiento
y por ello es importante evaluar la cantidad y tipo de microorganismos en una
muestra (Gama, 2013). A continuacion se describiran algunos procedimientos con
los cuales se puede establecer el nUmero de microorganismos existentes en una
muestra ya sea por recuento total de microorganismos o recuento de
microorganismos viables como se muestra en la ilustracion 1.

Al tener una muestra de la que se desea conocer cuantos microorganismos
contiene y partiendo de un volumen o peso conocido, se estima un numero de
microorganismos presentes en la muestra, si dicho nimero es grande y se
requiere minimizar para facilitar el conteo, se utiliza una dilucion.

El monitoreo se puede llevar a cabo de manera directa (turbidimetria, microscopio
o contadores electrénicos), arrojando un niumero de microorganismos presentes
en la muestra sin tener conocimiento de cuantos siguen vivos y dependiendo que
tipo de microorganismos se desea contar (Hongos, bacterias, cocos, etc.) o de
manera indirecta a través de un recuento de viables (en placa UFC?) o en tubo
NMP3) (Gama, 2013)

2 UFC=Unidades formadoras de colonias
3 NMP= Numero més probable



llustracién 1. Diagrama de métodos de monitoreo para conteo de bacterias
(Gama, 2013)

Muestra

' Concentrada o diluida |
| |
| |

Recuento de

Recuento Total .
viables

Contadores Enla placa

Turbidimetria Microscopio En tubo (NMP)

electrdnicos (UFC)

Por practicidad en el laboratorio se suele implementar los métodos directos para
realizar el conteo de bacterias. EI método directo por contadores electronicos
consta de hacer pasar un volumen conocido de la muestra a través de un pequefio
orificio de 5 a 10um de diametro, mediante manipulacién con una micropipeta. La
resistencia eléctrica a través del orifico esta normalizada y se altera cada vez que
un microorganismo pasa a través de él, la modificacion de la resistencia se
amplifica y registra electrénicamente. (Cardona, 2007).

El método de recuento microbiano conocido como turbidimetria consiste en que en
una suspensién microbiana, la cantidad de microorganismos esta directamente
relacionada con la turbiedad o densidad Optica de la misma, e inversamente
relacionada con la cantidad de luz que pasa por la misma. De este modo se puede
precisar con bastante exactitud el nimero de microorganismos presentes en una
suspension mediante la determinacién de la turbiedad, para ello se utilizan
nefelometros o espectrofotdmetros.



llustracién 2.Espectrofotometro llustracion 3. Nefelometro

|

i

El dltimo método para conteo de microorganismos directo es a microscopio, en el
cual un volumen conocido de la muestra diluida se puede extender sobre la
herramienta que lleva por nombre hematocitometro o comercialmente denominada
camara de Neubauer la cual es una placa gruesa de cristal con forma de porta
objetos de (30 x 70) mm y un grosor de 4 mm. Dicha placa contiene grabada una
reticula en la parte central. Dicha herramienta facilita el recuento por unidad de
superficie y de volumen.

La reticula tiene en total una seccion de (3 x 3) mm por cada lado, la cual a su vez
esta subdividida por 9 cuadros de 1mm por lado. El cuadro central de (1 x 1) mm
es el destinado para el conteo celular y se encuentra dividido en 25 cuadros
medianos de (0.2 x 0.2) mm y cada uno de estos cuadros se subdivide en 16
cuadros pequefos como se muestra en la siguiente imagen:

llustracién 4. Detalle de la rejilla de una camara
de Neubauer.

|

R R

1.00 um.

-
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Para el recuento de células existe una convencién por la cual si las células tocan
el limite superior o el limite izquierdo del cuadro, deben contabilizarse, pero no se
contabilizan si tocan el limite inferior o el limite derecho. También se debe realizar
una dilucién a la muestra si cuenta con un nimero muy grande de bacterias (>80)
y se recomienda llevar cierto orden en el conteo de las bacterias ya que se
encuentran en movimiento. Realizando el conteo en 5 cuadros grandes vy
obteniendo un promedio del nimero de bacterias contabilizadas.

llustracion 6. Recuento de
5 cuadres grandes de
camara Neubauer

llustracion 5. Recuento con
alta concentracion celular

| -
Ledfosda L os

9 Tt

Finalmente, con los datos obtenidos se puede obtener una concentracion en

cel/mm con la siguiente formula:

cel
Concentracion <%> = # bacterias * dilucion * factor de profundidad

El factor de profundidad est4 dado por las dimensiones de la cAmara de Neubauer
en donde se contabiliza 160,000.
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Analisis de comportamiento bacteriano al microscopio (Curva de
crecimiento bacteriano)

La reproduccién de las bacterias puede ser por esporas reproductivas, por
crecimientos filamentosos, por gemacion o por fision binaria. Siendo este ultimo, el
mecanismo por el cual las bacterias sulfato reductoras (BSR) se reproducen, el
cual es un proceso de la division de una

célula en dos células, en donde llustracién 7. Fisién binaria
usualmente ambas células hijas —

tienen el mismo tamafio y forma. A, £ o) /0 (0)
Es,te es el proceso mas comun y (@ |— /{ = &'"'{ = W
mas importante en el ciclo de \ ‘// [ @) 0) <’\Q)
crecimiento de las poblaciones - - -
bacterianas. (Pacheco, 2008) Célula madre Dos células hijas

Se define crecimiento como un aumento en la cantidad de constituyentes y
estructuras celulares, cuando hay crecimiento en ausencia de division celular hay
aumento en el tamafio y peso de la célula. Mientras que cuando el crecimiento es
seguido de division celular hay un aumento en el nimero de células.

En este caso la palabra crecimiento se refiere al aumento en el nimero de células
y no al aumento en peso y volumen de una célula, lo cual es importante destacar.
En las bacterias, el crecimiento se da de manera exponencial (ilustracién 8) debido
a lo que ya se explicd en lo correspondiente a fisién binaria (de una célula se
obtienen dos).El comportamiento del crecimiento de una poblacién bacteriana se
puede representar de manera ideal bajo 4 fases de crecimiento las cuales se
muestran en la tabla 1.

llustracion 8. Fases de crecimiento de una
poblacion bacteriana

L |Latencia Exponencial Estacionaria Muerte
o
9
c
é
|
u
|
a
S
v
i
a
b
I
e
S
Tiempo
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Tabla 1. Fases de crecimiento de una poblacion bacteriana (Pacheco, 2008)

e Latencia

* La fase de latencia representa un periodo de transicion para los
microorganismos cuando son transferidos a una nueva condicion. En
esta fase se producen las enzimas necesarias para que ellos puedan
crecer en un nuevo medio ambiente.

* En esta fase no hay incremento en el numero de células, pero hay
gran actividad metabdlica, aumento en el tamafo individual de las
células, en el contenido proteico, ADN y peso seco de las células.

Exponencial

* Es el periodo de la curva de crecimiento en el cual el microorganismo
crece exponencialmente, es decir que cada vez que pasa un tiempo
de generacion la poblacion se duplica. Bajo condiciones apropiadas la
velocidad de crecimiento es maxima. Las condiciones ambientales
(temperatura, composiciéon del medio de cultivo, etc.) afectan a la
velocidad de crecimiento exponencial.

Estacionaria

* En cultivos en recipientes cerrados una poblacion no puede crecer
indefinidamente en forma exponencial. Las limitaciones del
crecimiento ocurren ya sea por agotamiento de algun nutriente
esencial, por acumulacion de productos téxicos, porque se alcance un
namero de células elevado para el espacio disponible o por una
combinacion de las causas anteriores. Este periodo durante el cual
cesa el crecimiento se conoce como fase estacionaria.

]  Muerte

* Si la incubacién continla después de que una poblacién microbiana
alcanza la fase estacionaria, las células pueden seguir vivas y
continuar metabolizando, pero va a comenzar una disminucion
progresiva en el numero de células viables y cuando esto ocurre se
dice que la poblacién ha entrado en fase de muerte




Como ya se menciond el conteo se hace a través de un homocitometro, el cual
alberga un volumen conocido de liquido. El recuento directo al microscopio resulta
ser tedioso, pero una forma rapida de estimar el nUmero de células microbianas
aunque presenta las siguientes limitaciones:

¢ No se pueden distinguir las células vivas de las células muertas.

e Las células muy pequefias son dificiles de contar.

e La precision es dificil de lograr

e El método no es adecuado para suspensiones celulares de baja densidad,
es decir las disoluciones deben contener aproximadamente 107 células/ml
0 mas.

Bacterias Sulfato Reductoras (BSR)

Las bacterias sulfato-reductoras (BSR) constituyen un grupo diverso de
procariotas, cuya principal accion radica en el ciclo del azufre al modificar sus
estados de oxidacion, ademas de cumplir con importantes tareas en diversos
ambitos como lo son la remediacion de drenaje acido de mina (DAM), la
remediacion de aguas residuales, la bioprecipitacion de metales pesados, la
eliminacion de gases producto del efecto invernadero o hasta la eliminacion de
plasticos en los océanos (Virginia, 2010).

Comportamiento de las bacterias sulfato reductoras

Las BSR son microorganismos anaerobios obligados, metabdlicamente versatiles
provenientes de varias familias y diferentes géneros. Utilizan sulfato u otros
compuestos de Oxidos de azufre como aceptor final de electrones (agente
oxidado) para la produccion de HzS. Pueden crecer de forma heterotrofica usando
moléculas organicas de bajo peso molecular y de manera autotréfica usando
hidrogeno y diéxido de carbono (Calderon, 2008).

Las BSR son notablemente adaptables y pueden ser encontradas en numerosos
ambientes terrestres y acuaticos en los que se ha agotado el oxigeno debido a la
descomposicion aerdbica de la materia organica. Se encuentran principalmente en
ambientes anoxicos ricos en sulfatos. Han sido descubiertas en suelos, lodos de
estuarios; en aguas dulces, de alcantarillado, marinas, salobres, termales y/o
areas geotermales, depdsitos de sulfuros, en pozos petroleros y de gas; y en el
intestino de mamiferos e insectos (Postgate, 1984) (Calderon, 2008).
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“‘Se ha comprobado que ademas estos microorganismos pueden cambiar su
metabolismo para mejorar su rendimiento en diferentes condiciones es decir, ante
la variacion de los parametros idoneos (pH, temperatura, nutrientes, etc.).”
(Demergasso, 2010).

En la busqueda de una clasificacion de los microorganismos sulfato-reductores se
han utiizado muchas de sus caracteristicas morfologicas, fisioldégicas y
bioquimicas. Entre estas propiedades se encuentran:

e Motilidad
o Observando la facultad de movimiento como respuesta a ciertos
estimulos por parte de las bacterias.

Condiciones Optimas de crecimiento
o Caracterizdndolas de a cuerdo a las temperaturas Optimas de
crecimiento (lo mismo con pH, con luz o sin luz, etc.)

Perfiles de utilizacion de fuentes de carbono
o Conforme a la fuente de carbono que arroje mejores resultados en
su utilizacion se clasifica a las bacterias.

Tipos de enzimas reductoras de sulfitos
o Conforme a como catalizan la reaccion de reduccion entre sustratos
azufrados (Reductasa, ciclasa, cetoglutarico deshidrogenasa,
quinureninasa, etc.)

Composicién de nucleétidos* del ADN
o A través de enzimas se hidroliza nucleétidos para extraerles el
potencial energético almacenado.
= ATP (un nucleétido de adenina con tres grupos de fosfato)
= UTP (Uracilo mas tres fosfatos)
= GTP (guaninay tres fosfatos)

(McMahon, 2007).

Una forma tradicional muy sencilla y adecuada de clasificarlas esta dada en base
a su capacidad para degradar la materia organica en forma parcial o total; de
acuerdo a esta propiedad pueden ser divididas en dos grupos principales:

4 Nucleédtidos son moléculas orgénicas formadas por la unién covalente de un monosacérido
(azucares simples), de 5 carbonos (pentosa), una base nitrogenada y un grupo fosfato.
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llustracién 9. Clasificacion de bacterias en funcién de su capacidad para degradar
materia organica (Calderon, 2008)

1) Compuestos oxidados parcialmente
del sustrato.

» Generan acetato como producto final

« utilizan lactato, piruvato, etanol y
ciertos acidos grasos como fuente de
carbono y energia para reducir el
sulfato a sulfuro.

Bajo condiciones ideales, tienen una
velocidad de crecimiento mucho mas
rapida que los compuestos oxidados
totalmente y pueden lograr tiempos de
duplicacién de 3 a 4 hrs si son

alimentadas con los sustratos que las
favorecen.

El grupo esta constituido por géneros
como:

* Desulfovibrio

» Desulfomonas

* Desulfotomaculum
Desulfobulbus
Thermodesulfobacterium

2) Sustancias totalmente oxidadas

 Estos géneros utilizan acidos grasos,
especialmente acetato.

 Tienen un crecimiento lento,
frecuentemente con tiempos de
duplicacion mayores a 20 horas.

« El grupo esta compuesto por :

» Desulfobacter

» Desulfococcus

* Desulfosarcina

* Desulfonema

* Desulfobacterium
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Las BSR son de inmensa importancia desde el punto de vista industrial y
ambiental (Tang, 2008); Que si bien, generan H2S el cual puede producir graves
problemas ambientales, éste se puede controlar al ser producido dentro de un
biorreactor, de tal manera que las bacterias jueguen un papel importante en el
tratamiento de drenaje acido de mina.

Caracteristicas y crecimiento de las BSR

Reduccién desasimilatoria de sulfato

Bajo las condiciones adecuadas el sulfato puede reducirse biolégicamente a
sulfuro con problemas asociados de olor y riesgo severo de corrosion (Tang,
2008). La reduccion de sulfato puede ocurrir de 2 maneras, por via asimilatoria o
desasimilatoria®. En el caso de la via desasimilatoria se generan compuestos de
azufre reducidos para la biosintesis de aminoécidos y proteinas.

Las bacterias sulfato-reductoras llevan a cabo la reduccion de sulfatos, usando el
sulfato (SO4)> como aceptor terminal de electrones durante la respiracion
anaerdbica. La sulfato reduccién puede seguir un proceso desasimilatorio o
asimilatorio. En la reduccion desasimilatoria, el sulfuro de hidrogeno (H2S)
formado por la reduccion del sulfato, es excretado o liberado al ambiente; mientras
gque en la reduccién asimilatoria de sulfato, el H2S formado se convierte
inmediatamente en azufre organico que pasa a formar parte de aminoacidos como
la cisteina o la metionina. (Virginia, 2010)

La fuente donadora de electrones para las bacterias sulfato reductoras puede ser
en general diversa, es decir, no es limitada, puede ser hidrogeno, &cidos
carboxilicos tales como acido férmico, acético, propionico, butirico, lactico o
pirivico, o bien por &cidos dicarboxilicos como maélico, fumarico, succinico, o
alcoholes tales como metanol, etanol, 1l-propanol, 2-propanol, 1-butanol, y/o
glicerol.

Los iones sulfato (principalmente), y otros compuestos de azufre también como:
sulfito o tiosulfato son compuestos susceptibles a ser reducidos por las BSR. A
continuaciéon se muestra una tabla de los compuestos azufrados con su estado de
oxidacion y las especies donadoras de electrones:

5 Reduccidn de sulfato por via asimilatoria: se reduce directamente el sulfato para utilizarlo en la
biosintesis de aminoacidos y proteinas

6 Reduccion de sulfatos por via desasimilatoria: en ésta, se utiliza el sulfato como aceptor final de
electrones para formar sulfuros.
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Tabla 2. Compuestos azufrados con sus respectivos estados de oxidacion y
compuestos donadores de electrones utilizados por las BSR (Virginia, 2010)

Estados de oxidacion de los compuestos azufrados

Compuesto Estado de oxidacion
S orgéanico (R-SH) -2
Sulfuro (H2S) -2
Azufre elemental 0
lon tiosulfato (S203)* +2
Di6xido de azufre (SO2) +4
lon sulfito (SO3)* +4
Trioxido de azufre (SO3) +6
lon sulfato (SO4)* +6
Donadores de electrones
H2 Acetato
Lactato Propionato
Piravato Butirato
Etanol y otros alcoholes Acidos grasos de cadena larga
Fumarato Benzoato
Malato Indol
Colina Hexadecano

Biopeliculas

_ _ llustracion 10. Biopelicula
Las bacterias existen en la naturaleza de dos formas o al microscopio
estados, ya sea en libre flotacion o dentro de un biofilm
(biopelicula), es decir en colonias de microorganismos
sésiles’ (Nazar, 2007)

Una biopelicula o biofilm es una estructura colectiva de
microorganismos adheridos a superficies vivas o0 inertes,
revestidos por una capa protectora segregada por los propios
microorganismos (GreenFacts, 2017), y en el caso de las
BSR es una de las estructuras mas comunes que genera.

ul
L
|

Puede estar formado por una o varias especies de hongos o
bacterias, con la condicion de que los nutrientes disponibles
sean suficientes para la poblacién. Se cataloga como una
especie de mecanismo de supervivencia que las bacterias
generan para poder resistir biosidas y antibiéticos de un modo
mas eficaz que a aquellos organismos que viven fuera de
biopeliculas.

" El término sésil se utiliza para referirse a un organismo que crece adherido, agarrado o
arraigado en un sustrato.



La generacion de biopeliculas se da mientras las bacterias se desarrollan y consta
de cuatro pasos (Aristabal, 2014):

e Fijacion y agregacion

e Produccion de matriz extracelular

e Comportamiento coordinado y comunicacion
e Heterogeneidad

Conforme a la especie bacteriana que genere el biofilm, es su comportamiento.
Sin embargo todas coinciden en producir resultados similares, es decir, al formar
una “colonia” o “grupo” crearan una mayor resistencia a condiciones que puedan
provocar su muerte.

“Se ha demostrado que la unidn de células como biopeliculas a la superficie de
sulfuros metalicos mejoran la biolixiviacion (Pogliani y Donati; 1999) (Gehrke et al,
1998) (Sand et al; 2001) (Rodriguez et al; 2003). “

“Estudios mundiales han demostrado que la mayoria de las comunicaciones
microbianas pasan una gran parte de su ciclo de vida dentro de una biopelicula.
Las biopeliculas son sistemas de microorganismos altamente organizados”.

Integrados en una matriz producida, gelatinosa y altamente hidratada, compuesta
de sustancias poliméricas extracelulares (EPS), iones, gases, coloidales y
compuestos particulados y canales de agua abiertos, en donde los EPS
representan del 50 -90 % de la biopelicula. (Lara, 2009)

llustraciéon 11. Formacion de biopeliculas

Adhesidn inicial de Proliferacidn celular y Formacidn de matriz
células ploneras agregacidn. Generacion de extracelular y generacian
microcolonias de anclaje. del biofilm
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Las biopeliculas se pueden analizar por microscopia de epifluoresencia (en
materiales opacos), o con microscopio de escaneo laser confocal (CLSM) y con
espectroscopia Raman para identificacién precisa de azufre o polisulfuros. El
analisis en Raman se lleva a cabo para determinar la presencia de azufre en las
estructuras.

Medio de cultivo para el caso de BSR

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros
componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de
microorganismos. La diversidad metabdlica de los microorganismos es enorme;
por ello, de igual forma existen una gran variedad de medios de cultivo (Diaz R. ,
1995). Existen medios de cultivo especificos para BSR que se han ido modificando
a través de la experimentacién, desarrollados por el Dr. Aymer J. Postgate
(Gutierrez, 2007), quien fue de los pioneros en la utilizacion de estas bacterias. El,
gracias a su experimentacion a través de los afios gener6 medios de cultivos
especificos para BSR, a estos medios de cultivo los denomino “Postgate A”,
“Postgate B” y “Postgate C”. En la siguiente tabla (Tabla 3) se puede apreciar el
contenido de estos medios de cultivo:

Tabla 3 Contenido de medio Postgate (Gutierrez, 2007)

Reactivos g/l A B C
KH2POg4 0.5 0.5 0.5
CaSO0q4 1.0
Na2S0a4 4.5 1
NH4CL 1.0 1.0 1.0
MgSO4*7H20 2.0 0.06 2.0
CaCl2*6H20 0.06 1.0
Lactato de sodio 3.5 6.0 3.5
Citrato trisodico 0.3
Extracto de 1.0 1.0 1.0
levadura
FeSO4*7H20 0.5 0.004 0.5
Ascorbato 0.1 0.1
Tioglicolato 0.1 0.1
Agar purificado 15.0
Agua comun 1000 ml 1000 ml
Agua destilada 1000 ml
pH 70a75 7.5 7.6
Notas Contiene Medio limpio

precipitado
Uso Enriquecimiento  Lote de cultivo de Enumeracion

y crecimiento de  mayor capacidad
cultivos puros
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Con forme al paso del tiempo se ha visto que dichos medios de cultivo son una
buena base para determinar que nutrientes aportarle a las bacterias. Las
modificaciones que se han generado a este medio han dado aun mejores
resultados y por ello la implementacién del Dr. Postgate, en variantes a los
nutrientes y fuente de carbén para las bacterias, con el fin de propiciar las mejores
condiciones para la reproduccién de estas.

Factores que afectan el proceso de sulfato-reduccion

Efecto del pH

Es importante que el medio en donde se encuentre la bacteria tenga un intervalo
de pH para que su reproduccién y crecimiento sea el 6ptimo, de tal manera que
cumpla de manera adecuada con su actividad. Las bacterias sulfato reductoras
tienden a tener una mejor reproduccion en un intervalo de pH neutro a basico (6.0
a 9.0) en donde se llega observar un mejor comportamiento en el rango de 7.0-7.5
dependiendo la especie.

El estudio de las bacterias sulfato reductoras se ha limitado a aquellas condiciones
Optimas para su reproduccién, es decir, en los rangos ya mencionados (6.0-9.0).
Esto debido a que la mayoria de las especies sulfato reductoras son inhibidas
fuera de ese rango. Sin embargo, se ha detectado actividad bacteriana sulfato
reductora en pH del rango 3.0 — 4.0, aunque cabe mencionar que su reproduccion
es mas lenta al igual que su produccion de acido sulfhidrico y di6éxido de carbono.
(Valenzuela, 2010)

Efecto de la temperatura

Como en todos los procesos metabdlicos de un organismo, la temperatura es un
factor importante para su buen funcionamiento, en el caso de las BSR no es la
excepcion. Existen estudios que indican que las bacterias sulfato reductoras se
pueden mantener en condiciones extremas dependiendo su especie, es decir, se
pueden mantener en casi cualquier condicion de temperatura segun lo siguiente
(Gutierrez, 2007):

e Condicion psicrofilica (0 - 25 °C)
e Condicién mesofilica (25 - 35 °C)
e Condicion termofilica (35 — 70 °C)

Lo cual es una ventaja para las BSR ya que las bacterias metanogénicas son mas
sensibles a los cambios de temperatura, sobre todo a los incrementos de la
misma.
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Varios autores coinciden (Hao et al., 1996), en que las condiciones Optimas de
temperatura para las BSR se encuentran en el rango de los 28 — 35 °C, sin
embargo esto difiere con respecto a cada especie (Valenzuela, 2010).

Ademas de ayudar a las especies bacterianas a su reproduccion, la temperatura
es un factor importante debido a que al utilizar un biorreactor para cultivo de las
BSR, el incremento o decremento de temperatura se vera reflejado en los costos,
en los distintos procesos metabdlicos y la actividad de los microorganismos.

Nutrientes

Para que una célula viva, crezca y se reproduzca, debe ser capaz de incorporar y
transformar (metabolizar) los compuestos quimicos que necesita para obtener
energia, asi como las moléculas que pasaran a formar parte de su material celular
(Gama, 2013).

En la naturaleza los constituyentes principales de la célula (C, H, O, N, Py S) se
encuentran como elementos simples o enlazados covalentemente a otros
elementos, formando compuestos de complejidad quimica viable. Practicamente
cualquier sustancia presente en la naturaleza puede servir como nutrimento a uno
u otro microorganismo pero ninguno puede utilizar todos los nutrimentos y algunas
sustancias son empleadas solo por un grupo reducido de ellos. Las diferencias
gue presentan los microorganismos en cuanto a su requerimiento nutricional, y la
capacidad para transformarlos, estan determinadas por su constitucion genética y
consecuentemente por las enzimas que poseen, y ademas por factores
ambientales. Algunos microorganismos producen una bateria reducida de
sistemas enzimaticos, en tanto que otros son capaces de sintetizar una variedad
amplia, De este modo, cuanto mayor sea la diversidad de enzimas que posee un
microorganismo, mayor es el espectro de materias primas que éste puede utilizar
(Gama, 2013).

Los requerimientos nutricionales de los seres vivos estan determinados por la
composicién quimica de la célula, por su constitucion genética y por factores del
medio ambiente. Considerando lo anterior, desde un punto de vista meramente
quimico, cualquier sustrato o medio de cultivo que contenga los elementos
constitutivos celulares, proporcionard los nutrimentos para el desarrollo de los
microorganismos; no obstante, estos varian ampliamente en sus caracteristicas
genéticas y consecuentemente en sus propiedades fisiolégicas y su capacidad
para utilizar y transformar a los diferentes compuestos quimicos (sulfatos a
sulfuros en el caso de las BSR) (Gama, 2013).

La eleccion de los nutrientes adecuados determina el desarrollo y actividad de los
microorganismos debido a que estan directamente relacionados. Dicho medio de
cultivo por tanto, debe contener fuentes de carbono, energia, nitrogeno y fosforo,
como principales factores para un éptimo desarrollo (Zapata, 2010).
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En busca de un proceso de remediacion rentable, se utilizan los compuestos que
den buenos resultados buscando alternativas mas baratas pero funcionales. Tal es
el caso de las diversas fuentes de carbono que se han analizado para el proceso
de Biorremediacion con bacterias encontrando cada vez una de menor costo como
lo han sido el aserrin, heno, alfalfa, virutas de madera, estiércol, lodo de aguas
residuales y abono (Tang, 2008).

La eleccién de los nutrientes, por ejemplo “Postgate A”, se debe realizar conforme
a tres puntos especificos:

e Costo del nutriente
e Disponibilidad local
e Eficiencia probada del nutriente

Algunos microorganismos derivan su energia de compuestos inorgénicos y utilizan
carbonatos como fuente de carbono, lo que indica que tienen requerimientos
nutricionales muy simples en tanto que otros requieren de compuestos organicos
con diferentes grados de complejidad. En general sus requerimientos nutricionales
reflejan el ambiente natural en que viven; por lo que este conocimiento y el uso de
medios de cultivo con composicion quimica definida son de primordial importancia
en el estudio de la nutricion microbiana (Gama, 2013).

Algunos nutrientes constituyen los bloques estructurales a partir de los cuales la
célula elabora macromoléculas estructurales o funcionales, mientras que otros
sirven como donadores de electrones (fuente de energia) y otros como aceptores
finales de electrones sin ser incorporados directamente al material celular. A veces
un mismo nutriente puede desempefiar todas las funciones, lo que dependeré del
tipo de microorganismo y de las condiciones ambientales (Gama, 2013).

La forma quimica bajo la cual los microorganismos adquieren el carbono,
nitrégeno, azufre, fosforo y oxigeno, asi como su energia es muy variable, lo que
determina los microorganismos presenten multiples tipos nutricionales. Es asi
como dentro del medio de cultivo tienen que ir compuestos con dichos elementos
que satisfagan los requerimientos nutricionales de los microorganismos (Gama,
2013).

Agentes inhibidores

Existen agentes inhibidores de la actividad bacteriana para los microorganismos
sulfato reductores, tales como los mismos metales encontrados en el material a
remediar o componentes del medio de cultivo. La inhibicion de la actividad
bacteriana dependera de las concentraciones presentes de los ya mencionados y
de la composicion. Ejemplo de ello, es que el rango metabdlico de una poblacién
de BSR es afectado en gran extension en presencia de Zn y en mediana extension
en presencia de Cu (dependiendo las concentraciones). Esto repercute

23



consecuentemente, en que en la generacion de sulfuro y en la precipitacion de
sulfuros metalicos puede ser mas alta en la presencia de cobre que en presencia
de Zinc (Vivek, 2003).

El inmovilizar a las bacterias en granulos, haria mas tolerantes (resistentes) a los
microorganismos de las concentraciones de metales pesados, protegiendo la
precipitacion de sulfuros metélicos sobre la superficie de los mismos granulos de
bacterias sulfato reductoras (Zhang, 2016).

En cuanto a la parte de inhibicion por agentes presentes en el medio de cultivo, se
llegaria a pensar que con el fin de proporcionar los nutrientes necesarios se
afiadan porciones mayores de los componentes del medio, sin embargo, puede
resultar contraproducente inhibiendo la actividad bacteriana. Tal es el caso del
acetato de sodio presente en el medio de cultivo Postgate C, el cual puede llegar a
ser inhibidor de actividad bacteriana en grandes concentraciones (Vivek, 2003).

Asi mismo, en general, los &cidos organicos que son utilizados como donadores
de electrones y fuentes de carbén para las BSR han mostrado que pueden inhibir
la actividad de los microorganismos. Acetato, citrato y lactato son inhibidores en
pH 3.8, mientras que son estimulantes de la actividad bacteriana en pH 6.2 (Jong,
2006).

Los cultivos de bacterias sulfato reductoras tienen su propio mecanismo de
defensa, protegiéndose asi de los efectos adversos de los metales pesados por la
produccion de sulfuro generado por su actividad metabdlica (Vivek, 2003).

Metabolismo microbiano de las bacterias sulfato reductoras (BSR)

Los microorganismos en general juegan un papel de suma importancia en el ciclo
global de varios elementos tales como azufre, nitrégeno, carbono, hierro, etc. En el
caso de las BSR, se observa una reduccion del estado de oxidacion del azufre con
la degradacién de la materia organica, en donde el sulfato actia como aceptor de
electrones en las rutas metabdlicas por este tipo de bacterias para transformar el
azufre en sulfuro o H2S. En dicho proceso se genera como subproducto COs.

El mecanismo de las bacterias sulfato reductoras para producir H2S y COz2, es
mediante una respiracion anaerobia. Dicho proceso es el utilizado para el
tratamiento de fuentes contaminadas como drenaje acido de mina, terreros
lixiviados o hasta aguas residuales (Valenzuela, 2010). En la respiracion
anaerobia se llevan a cabo 3 principales competencias en las cuales actuan las
bacterias sulfato reductoras. La primera es la competencia versus las bacterias
acidogénicas por los productos que se generan en la hidrélisis. En segunda
instancia, se encuentra la competencia contra las acetogénicas por los sustratos
intermedios como los acidos grasos volatiles (AGV) y por los alcoholes. Por ultimo
se encuentra la competencia de las BSR versus las metanogénicas por sustratos
menos complejos como son hidrégeno y acetato.
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En el proceso de la bioremediacion a través de sulfato reduccion ésta ultima
competencia (versus las bacterias metanogénicas) es de vital importancia, puesto
gue determina el rendimiento de los productos finales de la mineralizacion, ya sea
sulfuros por parte de las bacterias sulfato reductoras o bien metano, si las
bacterias metanogénicas vencen en la competencia por hidrégeno y acetato.
(Lens et al., 2000)

Dicha competencia estard bajo la influencia de varios factores que mas adelante
se describirAn en este texto de los cuales algunos por mencionar son: pH,
temperatura, demanda quimica de oxigeno (DQO), sustrato a emplearse, duracién
de monitoreo, inéculo o la inhibicidbn ocasionada por sulfuros si es que se tiene
presente en la muestra.

El proceso de digestion anaerobia es un proceso complejo llevado a cabo por las
diferentes poblaciones microbianas interactuando en sintrofia®,como se muestra
en la ilustracibn 12. Consta de 5 procesos generales como lo son hidrélisis,
acidogénesis, acetogénesis, metanogénesis y la sulfato reduccion.

8 Sintrofia se refiere a una forma de metabolismo microbiano en el que interactdan los
microorganismos colaborando para realizar una reaccion quimica, que de otra forma, seria
desfavorable energéticamente.
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llustracion 12. Degradacion anaerobia en presencia de sulfato

(Calderon, 2008)
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El proceso inicial parte de compuestos complejos organicos que al interactuar con
las bacterias hidroliticas se desintegran. En esta etapa los carbohidratos,
proteinas y lipidos son hidrolizados a azlGcares monoméricos, aminoécidos,
polioles y acidos grasos de cadena larga (AGCL).

Dichos carbohidratos monoméricos, aminoacidos, polioles y AGCL pueden tomar
dos caminos dentro del proceso de digestibn anaerobia, entrando en un sulfato
reduccion directa o pasando al segundo proceso dentro de la respiracion que es
conocido como acidogénesis. En la acidogénesis se lleva a cabo la fermentacion
de compuestos solubles como los productos generados por la hidroélisis (azucares,
aminoacidos y polioles), dando por resultado a &acidos grasos volatiles (AGV),
hidrogeno, dioxido de carbono y pequefias cantidades de etanol y acido lactico.

El producto de la reaccion de acidogénesis puede formar parte del proceso de
sulfato reduccién o seguir el camino dentro de la respiracion anaerobia, llegando a
si a formar parte de la acetogénesis. La acetogénesis consiste en la conversion de
los &cidos grasos volétiles a acetato e hidrégeno, los cuales de igual manera
pueden intervenir en la sulfato reduccion o dar paso a la metanogénesis.

La metanogénesis, representa, la formacion de metano por la descarboxilacion de
acetato, gracias a los microorganismos conocidos como bacterias metanogénicas
acetotréficas. Mientras que las bacterias, metanogénicas hidrogeno troficas se
encargan de formar metano a partir de la hidrogenacién de dioxido de carbono.

El quinto proceso dentro de la respiracion anaerobia es la sulfato reduccion. Dicho
proceso se lleva a cabo en presencia de sulfato. En esta etapa ocurren las
reacciones de oxidacion de &cidos grasos volatiles con mas de dos atomos de
carbono, asi como la oxidacion de acetato por bacterias sulfato reductoras
acetotréficas y de hidrogeno por bacterias sulfato reductoras hidrégenotroéficas.
Como producto de la sulfato reduccion se obtiene H2S y CO2.De tal manera que
todas las etapas dentro de la respiracién anaerobia de las bacterias interactian en
la reduccién del azufre para la formacion de sulfuros.

Para que el desempefio celular de este tipo de microorganismos ocurra de manera
eficiente, es necesaria tener una fuente de carbono. Debido a lo anterior, se han
realizado diversas investigaciones en busca de la mejor fuente de carbono,
monitoreando el crecimiento y reproduccion de las bacterias sin dejar de lado el
costo que tendria adquirir dicha fuente. En la Tabla 4 se muestran compuestos
utilizados como fuente de carbono.
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Tabla 4. Compuestos utilizados como fuente de carbono para bacterias
(Pacheco, 2008)

Tipo de compuesto Compuesto utilizado (ejemplos)
Inorganicos Hidrogeno (Hz2), monodxido de carbono
(CO)
Hidrocarburos Alcanos

Acidos monocarboxilicos (alifaticos) Formato, acetato, propionato, butirato,
acidos grasos de cadena larga, 2-
metilbutirato, 3-metilbutirato, piruvato,

lactato.
Acidos dicarboxilicos Fumarato, malato, oxalato
Alcoholes Metanol, etanol, n-propanol, n-butanol,
n-pentanol, isobutanol, isopropanol, 2-
butanol.
Aminoécidos Glicina, alanina, serina, cisteina,
tirosina.
Azucares Fructosa, glucosa, maltosa, lactosa.
Compuestos aromaticos Benzoato, fenal,

Suelos y su contaminacién por sustancias acidas
El suelo esta formado por 4 componentes principales (Garzon, 2015):

e Materia mineral
e Agua

e Aire

e Materia organica

Se sabe existe una gran variedad de suelos los cuales se pueden distinguir de
acuerdo a su composicion fisica del contenido de arcillas, arenas o limos como se
muestra en la ilustracion 13. Estas diferencias se pueden apreciar de mejor
manera en el diagrama ternario en donde se puede apreciar las diferencias
porcentuales de las arcillas, arenas y limo, y determinar la textura del suelo que se
esté evaluando.
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llustracion 13. Texturas de un suelo
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El suelo antes de ser intervenido por la alteracion del hombre se encuentra en un
equilibrio con sus componentes (materia organica, materia mineral, agua y aire). Al
introducir un agente externo al terreno se vera alterado dicho equilibrio, lo cual
presentara diversas consecuencias como alteracion del pH, muerte de especies,
alteracion en la salinidad, etc. En este sentido la afectacion tiene una relacion
directa con la cantidad y especie contaminante.

Lixiviacion

En general, se denomina lixiviacién, al lavado de una sustancia pulverizada para
extraer las partes solubles (Diaz R. , 2018). El proceso genera el desplazamiento
de sustancias solubles o dispérsables. Existen asi dos tipos de lixiviacion:
lixiviacion natural y lixiviacibn quimica. La lixiviacion natural se da en climas
hamedos, es decir, donde el material a lixiviar se encuentre en contacto con agua
de manera natural y de ahi su nombre. Mientras que la lixiviacion quimica parte de
extraer uno o varios solutos de un sélido mediante la utilizacion de un disolvente
liquido (reactivo), normalmente acido.

En mineria podemos tener tres casos de lixiviacion, dos naturales y una quimica.
En el caso de la lixiviacion natural en mineria las dos partes que se mencionan
son: la lixiviacion natural en un suelo (por lluvia o contacto con agua, ademas de
factores como tiempo y temperatura) y la lixiviacion en presa de jales (por lluvia o

29



contacto con agua del mismo proceso y de igual manera aunado a el factor tiempo
y el factor temperatura). Mientras que la lixiviacion quimica en mineria se refiere a
la metalurgia extractiva de metales para su beneficio. A continuacion se describen
dichos tipos de lixiviacion:

Lixiviacion natural

Al contar con diferentes zonas en la mina, existen lugares dentro de la misma que
no tienen un uso especifico y que estdn expuestas a condiciones de intemperismo.
Es asi, que al entrar en contacto con agua, ya sea por lluvia o riego, el liquido
arrastrara consigo las partes solubles de el suelo o bien las partes dispersarles
generando una lixiviacion natural. Este tipo de lixiviacion es una lixiviacion
moderada, es decir no se tiene un ataque considerable sobre el material a
diferencia de con sustancias quimicas.

Lixiviacién natural a un jal

La lixiviacion de un jal dependera de la naturaleza de las especies mineralégicas
qgue lo componen, asi como al intemperismo que puedan sufrir en presencia de
agua y aire. Conforme al manejo que se le dé a dicho jal y a la mineralogia que lo
conforma, podria causar problematicas ambientales, en donde el caso mas comun
y que se busca contrarrestar, es el drenaje 4cido de mina (DAM).

Lixiviacion quimica en un terrero

La lixiviacion quimica de un terrero es un proceso utilizado para extraer un metal
contenido en la roca usando un medio liquido. Normalmente la lixiviacion se utiliza
para minerales de cobre u oro segun sea el caso. En donde es necesaria una
preparacién del mineral (trituracion), para un mejor contacto entre el reactivo
quimico y el mineral, solubilizando los metales para su posterior captacion en el
fondo del terrero.

Las actividades industriales y la oxidacion natural de los sulfuros metalicos
producen aguas ricas en iones sulfatos con bajo pH y alto contenido de metales,
generalmente denominados en la industria minera como DAM. Esto es de gran
preocupacion ambiental ya que los metales pesados pueden ser altamente toxicos
si no se manejan adecuadamente (Sanchez L. R., 2013).

Las operaciones mineras exponen minerales de sulfuro a la accion combinada con
agua y oxigeno, que facilitan el desarrollo de drenaje acido de mina, uno de los
principales problemas ambientales generado por la mineria.
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Como muestra se tiene el caso en la mineria de cobre, cuando el material esta
presente en forma de 6xidos y las leyes que se tienen son bajas (alrededor de 0.2
%), es necesario utilizar el método lixiviacion, el procedimiento se encuentra
normado y puede uno consultarlo en la NOM-159-SEMARNAT-2011 donde se
establecen los requisitos de proteccion ambiental para la extraccion de cobre y a
continuacion se describen los componentes principales:

La norma en este caso menciona que un “sistema de lixiviacion es el Conjunto de
obras y servicios que integran el proceso de lixiviacion en pilas de minerales de
cobre. Un sistema esta constituido comanmente por: [i] una pila o varias pilas
construidas sobre una plataforma, con o sin recubrimiento, donde la base es
impermeable para impedir la infiltracion de la solucion lixiviante; [ii] una pileta para
la recolecciébn de la solucion prefada; [iiij una pileta de emergencia o de
sobreflujo; [iv] una pileta para la recoleccion de la solucién gastada; y [v] la planta
metallrgica para la extraccion del cobre de la solucién prefiada”.

llustracion 14. Sistema de Lixiviacion
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En este caso es necesario atacar al mineral con solucion acida para poder obtener
el material de importancia (Cu). En el caso de utilizar lixiviacion mediante acido
sulftrico (convencional) apoyado por el uso de bacterias sulfuro-oxidantes las
cuales propician una mayor recuperacion de Cu pero a su vez tiene como
consecuencia generar mayores condiciones acidas en el efluente (DAM).
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En la NOM-159-SEMARNAT-2011 también se determina que un residuo minero
producto de la lixiviacién puede ser peligroso por dos puntos:

e Movilidad de constituyentes téxicos
e Potencial para generar acido

Los cuales van de la mano ya que si un terreno es acido y entra en contacto con
agua propicia la movilidad de los constituyentes solubles los cuales pueden
contener metales y constituirse como lixiviados toxicos. Por su parte, la Secretaria
del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) pide entre sus criterios
de cierre se remedie el lugar afectado, en donde dicha remediacién en el caso de
la lixiviacion consiste en contrarrestar el pH acido que se tiene, para que los
metales pesados no puedan precipitar, dejando como resultado un suelo neutro-
basico en donde la NOM-159-SEMARNAT-2011 tan solo establece que para
alcanzar una estabilidad quimica, los efluentes de la pila debe tener un nivel de pH
entre 5y 10. En cuyo caso, para evitar problematicas, y aunque no es un criterio
de remediacion indicado en la norma se puede basar en la NOM-021-
SEMARNAT-2000 donde se establecen las especificaciones de salinidad, fertilidad
y clasificacién de suelos (tabla 5), siendo asi mas especificos.

Tabla 5. Clasificacion de un suelo en funcion de su pH

Clasificacion pH
Fuertemente acido <5.0
Moderadamente acido 5.1-6.5

Neutro 6.6-7.3
Medianamente alcalino 7.4-85
Fuertemente alcalino 8.5

Dentro de los tratamientos para contrarrestar dichos valores de pH, la opcion de
utilizaciébn de bacterias sulfato reductoras es atractiva, al ser la opcién de
remediacion mas barata hasta hoy en dia y con posibilidad de recuperacion de
valores lo cual haria redituable el llevarlo a cabo.
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Material lixiviado y Drenaje Acido de Mina

Impacto del material lixiviado al suelo

En mineria se denomina material lixiviado a la roca con material de interés
(sulfuros metalicos) que ha sido atacada con algun acido para extraer dicho metal
de la roca. En la actualidad un ejemplo es la lixiviacion que se utiliza
principalmente para menas de cobre que contienen bajos contenidos de metales.
Este caso lo usaremos para demostrar el efecto de la lixiviacion en los terreros.

El método es implementado en la industria del cobre cuando la mena proviene de
oxidos y contiene bajos contenidos de Cu. Lo mas utilizado para la lixiviacion de
cobre es una solucion de &cido sulfarico (Biswas, 1993) puesto que tiene como
principales ventajas su bajo costo, su accion rapida sobre los minerales de cobre
que contiene oxigeno y el hecho de que es regenerado cuando son lixiviados
minerales de sulfato o sulfuro.

Existen diferentes métodos de lixiviacion que dependeran principalmente de con
cuanto se cuente para los costos de capital, costos de operacion y ley del mineral.
Teniendo como métodos de lixiviacion los siguientes:

e Lixiviacion in situ

e Lixiviacion en terreros y pilas
e Lixiviacion en tanque

e Lixiviacion por agitacion

Los métodos mas utilizados son lixiviacion in situ y lixiviacidn en terreros y pilas ya
que son los que presentan bajos costos al tratar materiales de baja ley. Sin
embargo, la lixiviacion en tanque y por agitacion son métodos con alto nivel de
produccion por lo que generalmente se emplea a menas de alta ley.

llustracion 15. Sistema de lixiviacion en terreros
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Al reaccionar el acido con los minerales basicos presentes en el terrero, propicia
un decremento en el pH del material, dicho material contiene diferente mineralogia
en la cual se puede encontrar pirita como mineral asociado, que al oxidarse en
contacto con el agua y aire puede producir drenaje acido de mina que estimula la
disminucion del pH. Dejando asi, un terreno con condiciones &cidas que facilitan la
depositacion de contaminantes (metales pesados), por lo que es necesario una
neutralizacion.

Un ejemplo de lo que se comento en el parrafo anterior es el proceso de lixiviacion
de cobre que esta descrito en la NOM-159-SEMARNAT-2011, en donde nos indica
que la lixiviacion de cobre puede generar un residuo peligroso por dos factores:
movilidad de constituyentes téxicos y por su potencial generador de acidez.
Debido al método (aplicando &cido), el terreno ya cuenta con un valor de acidez y
esto a su vez, propicia la movilidad de constituyentes téxicos, por lo cual se dice
que la lixiviacién de cobre con &cido sulfurico puede generar residuos peligrosos y
se debe de evitar.

Drenaje Acido de Mina

El drenaje acido de mina son escurrimientos de soluciones acidas sulfatadas, con
un contenido significativo de metales disueltos, resultado de la oxidacion quimica y
biolégica de minerales sulfurados y la lixiviacibn de metales pesados asociados
(Sanchez N. A., 2016). La oxidacion de material de pirita durante y después del
minado produce acido sulfrico y iones metalicos, que reaccionan con la roca
encajonante, la superficie y agua subterranea generando agua con pH en rangos
de 2 a 8 y elevadas concentraciones de iones como se muestra en la ecuacion
uno (Ec. 1). Dichas aguas son denominadas drenaje acido de mina (DAM)
(Skousen, 2016)

4 FeSzis) + 15 02 + 14 H20 — 4 Fe(OH)3is) + 8 H2SO4 ... Ec. 1

Las principales caracteristicas del drenaje acido de mina son pH bajo (entre 1.5y
5), alta concentracion de metales pesados disueltos (tales como As, Fe, Zn, Pb,
Cd, Cu, Al) y su alta conductividad producida por la oxidacién, mediante
exposicién al oxigeno, al agua y a la accion de algunas bacterias, de minerales
ricos en sulfuros liberando sulfatos (Sanchez N. A., 2016).

Los drenajes acidos de mina (DAM) se generan a través de una combinacion de
procesos quimicos y biol6gicos por medio de los cuales, los sulfuros metalicos
provenientes de las actividades mineras, tales como la pirita o marcasita (FeS2),
la arsenopirita (FeAsS), la calcopirita (CuFeS2) y la esfalerita (ZnS) son oxidados y
generan lixiviados con altas concentraciones de metales pesados disueltos, ciertos
elementos téxicos, iones sulfatos y acidez (Virginia, 2010).
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En general para lograr contrarrestar los efectos causados por la lixiviacion es
necesario buscar incrementar el pH con materiales accesibles y de bajo costo que
a la par permita la incorporacion de sales para la recuperacion de los suelos e
inclusive la reincorporacion de organismos vivos como plantas, para conocer los
criterios minimos necesarios se puede tomar como referencia la NOM-021-
SEMARNAT-2011, que establece las especificaciones de salinidad, fertilidad y
clasificacion de suelos.

En mineria el método més utilizado para contrarrestar el pH generado en el terrero
lixiviado es agregando un material basico (generalmente caliza), que puede estar
presente dentro de la misma mina, dependiendo de la mineralogia que presente.
Aungue este método es de los mas utilizados, produce cantidades voluminosas de
hidroxidos que todavia contienen metales (Andrea, 2013).

Un caso estudiado es la implementacion de filitas en lugar de carbonatos, teniendo
el mismo efecto de neutralizar el pH acido con el que cuenta la solucién y a su vez
ayudando a la remocion de metales como Fe y Al. (Jallath, 2018).

En la actualidad se han desarrollado nuevos métodos, demostrando la efectividad
por ejemplo, de la sulfato reduccion para remediar DAM, reduciendo sulfatos
contenidos en la solucién a sulfuros (Ec. 2 y 3), dichos sulfuros producidos
precipitan con metales disueltos (Ec. 4), ademas las bacterias producen
bicarbonato (Ec. 2) el cual incrementa el pH de la solucién de drenaje acido
(Elliott, 1998).

2CH20+S042 5 S2+2C0O2+2H20. e, Ec. 2
SZ+2C02+2H20 5> HoS + 2HCO30 oo Ec. 3
Fe?* + H2S g+ 2 HCO3®) — FeS 5+ 2 H20 + 2 CO2(g)..vvvvvnnvnnnnnnnns Ec. 4

En donde CH:0 representa un carbohidrato.

Afectacion de la desmineralizacion de suelos o terreros.

La desmineralizacion de un suelo es el proceso de pérdida de una cantidad
anormal de sales minerales que contiene el suelo de manera natural o
antropogénica. La mineralizacion de un suelo y su equilibrio se mantienen gracias
a la interaccion de microorganismos presentes en el mismo, pues estan
conformados de tejidos duros los cuales tienen una composicion de calcio
insoluble, sales o carbonatos, silicatos y iones fosfatos. Por lo tanto la
desmineralizacion de un terreno se da principalmente por la pérdida de la fase
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mineral de los tejidos duros de los organismos presentes y sus medios para
subsistir (Spanish Oxford Living Dictionaries, 2018).

El principal factor en contra de un suelo causado por la desmineralizacion, es la
acidez, por lo tanto conviene procurar mantener el valor de pH inicial. EI encontrar
carbonatos presentes en el lugar, ayudara a mantener dicho valor de pH en el
terreno. Los minerales de carbonato de calcio que pueden encontrarse en la
naturaleza para ayudar a mantener sano el terreno son 3 diferentes polimorfismos
en el orden de la disminucion de la solubilidad; vaterita, aragonita y calcita. Esto
permite indicar las diferencias de interaccién y resistencia para la actividad de los
organismos como funcion del polimorfismo de los carbonatos (Ehrlich, 2008).

De tal manera que la desmineralizacion se puede presentar de manera natural y
de manera antropogénica en donde el fenomeno de desmineralizacion bioldgica,
incluyendo la descalcificacion biologica son extensamente variadas en la
naturaleza. Un ejemplo de ello es, el pastoreo en la superficie por los animales y el
crecimiento de los microbios chasmolitic y criptoendolitico, que pueden resultar en
una erosion significativa ya sea fisica o quimica de los minerales (Ehrlich, 2008).

Ademas liqguenes y hongos en suelos producen acidos organicos tales como
lactico, succinico, oxalico, citrico, acético y a-ceto acido, estos acidos disueltos u
otros exudados organicos que pueden afectar el pH en soluciones a la intemperie
y de este modo promover o inhibir agua fuerte®. Otro ejemplo de desmineralizacion
bioldgica es el de los tejidos duros de mamiferos. (Ehrlich, 2008).

Mientras que la desmineralizacidbn por causas antropogénicas se debe a la
acidificacion del terreno ya sea por la introduccidn de reactivos con caracteristicas
acidas como los aditivos en la agricultura o en el caso de la mineria por el proceso
de lixiviacion, en donde se vierte un acido sobre el material para captar los valores
minerales y dejando el suelo acido.

La alternativa mas utilizada para contrarrestar la desmineralizacion por causas
antropogénicas es mediante materiales basicos en la precipitacién suministrada al
suelo por otros medios, reduciendo la acidificacion del suelo por precipitacion
acida (Wiklander, 1975).

La consecuencia de la precipitacibn acida (causa antropogenica de
desmineralizacion), se traduce en la perdida de los suelos, es decir, qguedan
inservibles. La textura del suelo y el contenido de calcita son factores muy
importantes, ya que el material fino y la calcita aumentan la amortiguacion
(Wiklander, 1975).

9 Se denomina agua fuerte a la disolucidon de un &cido en una pequefa cantidad de agua que
propicia la desmineralizacion.
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Biorremediacion

La biorremediacién puede ser definida como el uso de microorganismos, tales
como las bacterias, que mediante sus funciones metabdlicas tengan la capacidad
de remediar un terreno, ya sea por humificaciéon!® de materia orgénica, residuos,
(agentes contaminantes) o por la estabilizacion de los metales presentes en el
suelo. La biorremediacion es un fendbmeno comdn en la naturaleza ya que el
ambiente siempre tiende al equilibrio mediante sinergia entre sus componentes.

El tratamiento biolégico se basa en mejorar la actividad de ciertos grupos
microbianos que generan alcalinidad (Tang, 2008), de tal forma que al producir
dicha alcalinidad los metales pesados presentes precipiten en sulfuros evitando la
contaminacion de los suelos o cuerpos de agua. Es necesario contar con oxigeno,
donadores de electrones y fuentes de carbono para poder llevar a cabo dicho
proceso y mejorar la actividad de los grupos microbianos de los cuales se apoye
para remediar un terreno. En el caso de la problemética del drenaje acido de mina,
se busca el aumento de las bajas concentraciones de carbono (nutriente de las
BSR); para mejorar los procesos metabdlicos de las bacterias y con ello poder
contrarrestar la acidez generada.

El comportamiento de los organismos utilizados para remediar requiere de
condiciones especificas para realizar sus procesos metabdlicos y su reproduccion,
gue son temperatura, pH, nutrientes, etc. Ademas las bacterias, asi como otros
organismos han evolucionado, al desarrollar sus capacidades de adaptacion a
nuevas condiciones de vida. Sin embargo, llega a ser complicado determinar todos
los factores que imperan para la reproduccion de los microorganismos y saber
cudl de ellos beneficia o perjudica al proceso es aun mas complejo.

La biorremediacion entra dentro de la tecnologia de sistemas pasivos para el
tratamiento generalmente de DAM. Los tratamientos pasivos se basan en
procesos naturales de neutralizacion de acido, oxido reduccién y precipitacion de
metales, a su vez pueden ser separados en bioldgicos y geoquimicos, en donde
los biolégicos principalmente confian en la actividad bacteriana con ayuda de
material organico para estimular la sulfato reduccion y absorber los contaminantes.
Mientras que en el caso de los tratamientos pasivos geoquimicos se encuentran
los casos de humedales o biorreactores, los cuales dan lugar a la generacion de
alcalinidad tal como pasa con la caliza en contacto con el DAM. (Skousen, 2016)

10 | a palabra humificacion forma parte del argot de la edafologia (ciencia que estudia los suelos).
Compuesta del latin “humus” (tierra), “facere” (hacer) y el sufijo “cion” (accién y efecto). Se refiere
al proceso de formacion de materia organica en el suelo.
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La mayoria de los tratamientos pasivos emplean multiples métodos, a menudo en
serie, para lograr su cometido de neutralizar acidos, reducir especies u oxidarlas y
precipitar metales. Antes de seleccionar alguna tecnologia como tratamiento
apropiado se debe caracterizar las condiciones y quimica del material a remediar,
que fungen como parametros criticos tal como lo es acidez o alcalinidad, metales
contenidos, concentraciones de oxigeno disuelto. Mientras el disefio del sistema
de tratamiento sea apropiado y mantenido, puede proveer eficiencia y efectividad
a largo plazo. Sin embargo si requiere de inspeccion peridédica y un
mantenimiento eventual de re incubacién. (Skousen, 2016)

En la actualidad, la tendencia es la remediacion de terrenos o de aguas residuales
por medio de bacterias, en cuanto a las alternativas “BIO”, se puede emplear de
utilizar hongos y/o plantas para remediar, sin embargo, no son tan eficientes
debido a sus propias caracteristicas como:

e Al remediar con plantas (fitorremediacion), se obtienen buenos resultados
de remediacién, sin embargo, debido a que los contaminantes se
incorporan a la planta, ésta, no es una solucién total, dado que la fauna
local puede llegar a consumir dicha flora que ha absorbido el contaminante
y sufrir dafios en su salud o incluso morir (Villar, 2017).

e Mientras que el uso de hongos para remediar un terreno puede
descontrolarse debido a que tienen la caracteristica de ser “oportunistas”,
puesto que aprovechan las minimas condiciones para reproducirse y eso
puede ser contraproducente al alterar el equilibrio que el terreno tenia antes
de ser afectado produciendo una mayor alteraciéon de los suelos, por
ejemplo con el incremento del pH desde valores acidos o hasta valores
alcalinos (Villar, 2017).

Es por ello que el uso de bacterias entre otros elementos para la remediacion de
un terreno o efluente ofrece mejores ventajas con respecto a los otros organismos
(Diaz R. A., 2010); las ventajas antes indicadas son:

e Menor costo a comparacion de las tecnologias convencionales.

e Los contaminantes son usualmente convertidos a productos inocuos

e Permite el uso continuo del sitio al regenerarlo y permitir que se integre
rapidamente a los ecosistemas.

e Toma menos tiempo a comparacion de la remediacion con hongos o
plantas.

e Relativamente facil de implementar.

e Ofrece flexibilidad de los sistemas y aplicaciones.

e Puede ser integrado con otras tecnologias

38



¢ Elimina costos de transporte y la responsabilidad asociada.

e Aplicable en zonas inaccesibles por otros métodos de tratamiento.
e Rentable.

e Cuenta con la aceptacion publica positiva.

La remediacion mediante bacterias se puede realizar de dos formas:

e Agregando al terreno a remediar, los nutrientes necesarios para propiciar la
reproduccion de los microorganismos y su actividad.

e Agregando microorganismos con nutrientes que se han estado cultivando
de manera independiente y esperando que los microorganismos se adapten
a las nuevas condiciones

Hasta el momento se habla de que existen 3 generaciones o etapas en la
biorremediacion, en las cuales han ido avanzando conforme a la tecnologia. El
proceso comenzo por los anos 70’s al utilizar bacterias para limpiar contaminantes
de origen humano (heces en aguas residuales), pasando a la segunda etapa en
los afios 80°s-90’s en los que se comenzo6 a modificar las bacterias genéticamente
para hacerlas mas resistentes y mejorar su capacidad de degradacién. En la
tercera etapa, en donde se busca utilizar nuevos microorganismos también
modificados genéticamente para generar biorremediaciones mas eficientes
aplicado aguas residuales, terrenos contaminados o0 incluso gases de efecto
invernadero (Gallego, 2002), los campos de accion en donde se aplicarian estas
nuevas bacterias son:

e Biorremediacion de hidrocarburos
o Utilizacién de bacterias capaces de utilizar los hidrocarburos para su
degradacion debido a que las bacterias se alimentarian de los
contaminantes del medio en que se encuentran generando productos
inocuos (Degado, 2013).

e Bioprecipitacion de metales pesados
o El uso de este nuevo tipo de microorganismos permite que para
metales que son muy solubles o que tienen una elevada movilidad
las bacterias a través de sus procesos concentrar e inmovilizar a las
sustancias toxicas permitiendo minimizar la generacion de desechos
industriales y rehabilitar areas afectadas por diversos contaminantes
(Vicente, 2006).
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e Biorremediacién de compuestos xenobiéticos!!

o Al aumentar con el tiempo la concentracion de los compuestos
xenobiodticos, se llega a la alternativa de utilizar microorganismos
para la degradacion de dichos compuestos. Las rutas metabdlicas de
estos microorganismos transforman los contaminantes por medio de
sistemas especificos disminuyendo los efectos toxicos vy
contaminantes en el ambiente (Garcia, 2016).

¢ Biorremediacion de productos mineros para disminuir la toxicidad
o Con ayuda de la biotecnologia se busca implementar la alternativa
de contrarrestar la toxicidad de los productos mineros, ya sea por la
introduccién de la biolixiviacion o el tratamiento del drenaje acido de
mina, la acidez en terreros lixiviados o los desechos generados en el
proceso de beneficio (Virginia, 2010)

La normatividad en torno a la contaminacion ha ido aumentando cada vez mas,
puesto que las consecuencias de esta actividad se han ido reflejando en nuestro
dia a dia, es por ello que se busca nuevas técnicas para la remediacién de dicha
contaminacion y la tendencia gira en torno a las técnicas biotecnoldgicas que han
generado buenos resultados y su campo de aplicaciéon es basto (Coto, 2013).

Ejemplos de Biorremediacion exitosa con bacterias en procesos
mineros

Existen un sin namero de investigaciones con buenos resultados aplicando
bacterias sulfato reductoras para remediar, contrarrestando el potencial de acidez
presente en un terreno, de tal manera que no se permita precipitar a los metales
pesados evitando la contaminacion del terreno.

A continuacion se presentan una serie de casos en los cuales se ha aplicado la
biorremediacion con bacterias de manera exitosa:

e Evaluacién del potencial de generacion de sulfuro por la accion de las
bacterias sulfato reductoras y sus posibles aplicaciones en el
tratamiento de los drenajes acidos de mina. — Virginia Andrade — 2010
— Universidad San Francisco de Quito, Ecuador.

11 El termino xenobidtico se aplica a los compuestos cuya estructura quimica en la naturaleza es
poco frecuente o inexistente debido a que son compuestos sintetizados por el ser humano en el
laboratorio.
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Este escrito presenta a la mineria como una de las actividades econdmicas
mas importantes, sin embargo, es de igual importancia el remediar lo
afectado por la industria (DAM). Implementan la biotecnologia como
alternativa a la remediacion del terreno afectado por la mineria en su pais
(Ecuador), al presentar altos rendimientos y bajos costos de operacion.

Se determind que las bacterias sulfato reductoras desempefian
adecuadamente sus actividades metabdlicas con pH mayores a 4 y hasta
ligeramente bésicos con concentraciones adecuadas de materia organica
(nutrientes), siendo asi que con dichas condiciones el sulfuro de hidrégeno
producido, reaccione con los metales disueltos para formar sulfuros
metalicos insolubles que precipitan.

Al comparar diferentes nutrientes (acetato, etanol, lactato y peptona) se
sigue obteniendo la produccion de sulfuro que se requiere para remediar
dando pauta a que cualquiera de las fuentes de carbono podria funcionar,
sin embargo debido a que el acetato mostré6 un ligero incremento de
actividad a comparacion de los demas y a que los costos de operacion son
menores, se eligid como la mejor opcion de nutriente.

Cabe mencionar que es importante determinar que tipo de BSR se estan
utilizando pues de ello depende su actividad al interactuar con diversos
sustratos. En este trabajo las BSR empleadas corresponden a un cultivo
mixto de bacterias sulfato reductoras aislados de los sedimentos de una
laguna artificial.

La produccion final de sulfuro para este trabajo fue de 455.3312 mg/s°L
usando al acetato como sustrato, siendo este el mejor resultado de
biorremediacion Dejando claro que la actividad de las bacterias sulfato
reductoras son capaces de mejorar los medios afectados por la mineria
(tierra y agua).

Aislamiento y cultivo de bacterias sulfato reductoras acidoéfilas para la
produccion de sulfuro biogénico para la precipitacion de metales
pesados - Alvaro Victor Gutiérrez Rojas — 2007 - Universidad mayor de
San Andrés, La Paz, Bolivia.

El proyecto desarrolla la experimentacion con bacterias sulfato reductoras
oxidando la materia organica para la produccion de sulfuro de hidrégeno y
bicarbonato de sodio. Dicha Biorremediacion consiste en la precipitacion
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insoluble del sulfuro con los metales pesados y la alcalinizacion del medio
por el bicarbonato.

Utilizaron lodos de la zona altiplanica de Bolivia en columnas Winogradsky
comparando dos cepas de bacterias que eran potencialmente Utiles para
remediar en condiciones 4cidas lo cual permitiria tratar de manera directa el
drenaje &cido de mina.

El hecho de determinar la produccion de sulfuro de hidrégeno representaria
que las bacterias sulfato reductoras estan trabajando adecuadamente para
el fin que es biorremediar; es por ello que en esta investigacion se
determino por dos vias (con acetato de plomo y por turbidimetria).

Los resultados fueron que la produccion de acido sulfhidrico para este
trabajo, fueron las esperadas, variando en ella los medios de cultivo y
arrojando los mejores resultados en la utilizacion de etanol como fuente de
carbono. Se pretende obtener concentraciones mas adecuadas y optimizar
el crecimiento bacteriano, estableciendo biorreactores en un solo paso que
permita la precipitacion eficiente de metales pesados, alcalinizar el pH del
efluente y disminuir la concentracion de sulfatos con la generacion de los
sulfuros.

Sulfate reducction at low pH to remédiate acid mine drainage — Irene
Sanchez Andrea — 2013 - Departamento de biologia molecular,
Universidad Auténoma de Madrid, Espafia.

La preocupacion por los desechos que se generan en la industria minera
estd aumentando considerablemente y es por ello que en esta investigacion
plantean el tratamiento de drenaje acido de mina con bacterias sulfato
reductoras para poder recuperar metales de los drenajes. En este trabajo
se menciona que el mismo proceso de sulfato reduccién produce
alcalinidad neutralizando el DAM simultaneamente.

El proyecto muestra especial cuidado en factores vitales para la
implementacion de la biotecnologia de las BSR, adecuando el valor del pH
del proceso, los sustratos empleados y hasta el disefio de los reactores,
con el fin de implementar adecuadamente el proceso y obtener los mejores
resultados.

Hay especial énfasis en que cuando hay riesgo de generacion de DAM, la
primera opcion seria evitar la formacion de los sulfatos, teniendo como
premisa que “es mejor prevenir que curar”. La formacion de DAM
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incrementa en presencia de microorganismos aciddfilos, lo cual se puede
evitar si no entra en el proceso el agua o el oxigeno lo cual en la industria
es complicado de cumplir.

43



Propuesta a desarrollar

Como parte de las actividades de formacion de un ingeniero en minas y metalurgia
se deben de realizar estancias profesionales, para poder ampliar los
conocimientos adquiridos en el ambito de la ingenieria (desarrollo tedrico—
practico). Al llevar a cabo una estancia profesional en el norte del pais, se
desarrollaron actividades en un proyecto de biorremediacién, en el cual se
pretendia reducir sulfatos a sulfuros en terreros lixiviados empleando bacterias
nativas de la zona.

Como parte de este proyecto de tesis y tomando como punto de partida una
estancia de investigacion en una mina ubicada en el norte del pais. Se realizaron
pruebas y se siguieron procedimientos para la obtencion de extractos bioldgicos
de zonas aledanas al sitio afectado. Los microorganismos aislados se aplicaron en
muestras de suelo lixiviado con acido sulfarico; mostrando que las bacterias
presentes en el inéculo lograban reducir los sulfatos a sulfuros e incrementando el
pH. Es entonces que el presente trabajo pretende plantear un procedimiento
general para el tratamiento de terreros lixiviados para su estabilidad quimica, y de
ser posible que mediante la interaccion con materia organica (suelo), se lleve a
cabo la biorremediacion del lugar por transformacion quimica empleando bacterias
sulfato reductoras.

El problema a resolver tiene como escenario un terrero que mediante
microorganismos llegue a su estabilizacion quimica en donde las condiciones son
las menos adecuadas para el desarrollo o actividad de las bacterias sulfato
reductoras, debido a que el material lixiviado presenta baja concentracion de
minerales. La premisa con la que se cuenta es que las bacterias logren estabilizar
los terreros que se encuentran bajo condiciones &cidas y desmineralizados debido
a la lixiviacion, siendo éstas, las condiciones extremas de afectacién, por lo que en
casos de lixiviacién natural o lixiviacién de jales, podrian ser de igual manera
remediados por las bacterias sulfato reductoras.

El procedimiento propuesto se compone de los siguientes puntos:

¢ Aislamiento de bacterias

e Material lixiviado

¢ Planteamiento de neutralizacion
e Funcionalidad

El seguimiento de los puntos anteriores permitira que se identifiquen las bacterias,
al conocer cudles son las condiciones propicias para la produccion y reproduccién
de los microorganismos, donde los nutrientes que se agreguen seran
fundamentales para cumplir con una produccion industrial de los microorganismos
para ser utilizados sobre los terrenos a recuperar.
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Extraccion de bacterias

Tal y como se indica en el marco teérico en la naturaleza existen diferentes
bacterias que pueden ser empleadas en procesos que clasicamente han sido
llevados por proceso mecénicos y/o quimicos. En términos generales para el caso
de las bacterias sulfato reductoras, estas se encuentran en la gran mayoria de los
suelos y mas aun en suelos asociados con minerales. Para aislar este tipo de
bacterias se debe de tomar muestras de suelo cercanas a la mina de preferencia
hamedas, con un pH ligeramente mas alto a la neutralidad, que las muestras de
suelo presenten minerales con un alto contenido de sulfuros y el contenido de
minerales bésicos sea bajo mientras que los suelos estén intemperizados. Todo
esto para potenciar la posibilidad de encontrar a las bacterias sulfato reductoras
en las muestras seleccionadas.

Aislamiento y produccion de bacterias sulfato reductoras

Para el aislamiento de las bacterias se pueden trabajar con las muestras por
separado 0 se puede trabajar con una muestra compuesta. El primer paso a
desarrollar para el aislamiento es homogeneizar la muestra, y para ello se pasa
por una malla -10 retirando ramas o rocas presentes en la muestra de suelo. Es
importante indicar que para asegurar el crecimiento bacteriano se debe de contar
con un area aséptica en un espacio cerrado que no presente corrientes de aire
para evitar la entrada de polvo y contar con lineas de electricidad y gas, en el caso
de que no sea posible contar con ello, se puede suplir esto con lamparas de
alcohol, ademas de contar con agua destilada. EI material empleado debe de estar
limpio y esterilizado por lo que es importante contar con una autoclave de vapor? .

Partiendo de conocer los nutrientes necesarios para el desarrollo de las bacterias
sulfato reductoras, es recomendable usar el medio Postgate C de cultivo
especifico, el cual propicia que las bacterias sulfato reductoras se reproduzcan
principalmente, sobre los demas microorganismos presentes en el indculo, de
manera que el medio es “selectivo”.

Con el fin de asegurar la permanencia y conteo de las bacterias en el medio, se
realiza mediante microscopio y una camara Neubahuer, un conteo diario de
bacterias presentes, analizando el comportamiento de los microorganismos
conforme al ciclo de vida reproductiva de las bacterias. Llegando al maximo de su
etapa reproductiva (antes del estancamiento!®) y por ello es importante monitorear
el crecimiento de bacterias en el in6culo'* ,para ser insertado dentro de un medio

12 Una autoclave es un instrumento utilizado para esterilizar mediante vapor, de paredes
resistentes y con cierre hermético, en cuyo interior contiene un liquido, generalmente agua que se
somete a presiones y temperaturas elevadas.

13 El estancamiento de una bacteria en su vida reproductiva se da por no tener las condiciones
adecuadas (nutrientes, temperatura, pH, etc.), es decir, el crecimiento bacteriano es nulo.

14 Un inoculo es una porcion de suspension de microorganismos que se transfiere a un ser vivo o a
un medio de cultivo (inoculacion).
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de cultivo nuevo, esto tiene como finalidad dar los nutrientes necesarios (C, N, S,
P, O) que podrian haberse terminado en el primer medio para que las bacterias se
puedan seguir reproduciendo y seguir siendo selectivos en los microorganismos
gue se quiere tener presente en el inéculo. De esa manera es como se aisla a las
bacterias de los demas componentes del suelo, ya que los nutrimentos y
condiciones de reaccion no son aptas para el crecimiento de hongos o levaduras,
ya que estas condiciones solo permiten producir las bacterias que seran usadas
en el tratamiento de suelos lixiviados.

Para la preparacion de un medio de cultivo apto solo para el crecimiento de
bacterias sulfato reductoras es recomendable preparar el Postgate C lo mas
reciente posible para evitar degradaciones de los nutrimentos.

Tabla 6. Componentes de un medio de cultivo Postgate para BSR

Sulfato de sodio Na>SO4
Cloruro de calcio hexahidratado CaCl2*6H20
Sulfato de Magnesio heptahidratado MgSO4*7H20
Lactato de sodio C3HsNaOs3
Citrato de sodio NazCsHsO7
Agua destilada H20
Fuente de carbono Alcoholes o
Azlcares
Sulfato de fierro heptahidratado FeSO4*7H20
Fosfato dipotasico KH2PO4

Es necesario recordar que dicho medio de cultivo se prepara bajo condiciones
asépticas para no contaminar la muestra y después de verter todos los
ingredientes se introduce en una autoclave para esterilizarlo dejando entreabierto
el frasco para evitar accidentes provocados por presion en el recipiente.
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llustraciéon 17.
llustracion 16. Componentes de un Preparaciéon de medio
medio de cultivo Postagte C de cultivo Postgate C

Produccion industrial de bacterias

Las cantidades de material a remediar (terreros) en la industria minera son
grandes, por lo cual serd necesaria la produccion a escala industrial de los
microorganismos que ayudan a la biorremediaciéon (BSR). Para desarrollar o
producir bacterias sulfato reductoras a gran escala se debe tomar en cuenta como
crucial el punto de vista econdmico, Para ello se debe encontrar los nutrientes
adecuados para los microorganismos, teniendo en cuenta lo que la bacteria
necesita se pueden implementar sustitutos de nutrientes, mientras cumplan con la
misma funcionalidad y buscando sean mas econdémicos que el principal.

A nivel mundial en la investigacion del desarrollo de BSR el campo se dirige a
encontrar un sustituto de fuente de carbono y de fuente de energia, en donde las
principales coincidencias han sido que los alcoholes son los mejores para
desempeniar dicho papel como fuente de energia y de carbono. La problemética
es el costo que tendria desarrollar un medio de cultivo con alcohol como fuente de
carbono y energia a diferencia de implementar desechos organicos, aserrin y/o
papel como se ha implementado en las investigaciones internacionales sobre el
tema de sulfato reduccion con bacterias (Virginia, 2010).

Para producir las bacterias a gran escala es necesaria la utilizacion de un
biorreactor el cual cumpla con mantener las condiciones adecuadas para la
bacteria controlando asi, la temperatura, agitacion (en caso de ser necesario),
entrada de nutrientes y salida de materia. Se debe estar monitoreando
constantemente para controlar la reproduccién de los microorganismos.
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En los afos recientes, se han construido birreactores para el tratamiento de DAM,
que utilizan a las BSR para reducir sulfatos a sulfuros. Los sulfuros generados
pueden subsecuentemente precipitar como sulfuros metélicos y estos a su vez
deben ser separados en laboratorio usando H2S(g) y clarificadores.

En este caso se puede utilizar un reactor denominado RALLFA (reactor anaerobio
de lechos de lodo de flujo ascendente), que es un reactor en el que se lleva a cabo
un proceso anaerobio mediante un lecho de lodos biolégicos y con una
alimentacion de agua residual en la parte inferior provocando un flujo ascendente.
Es utilizado por ser un disefio muy simple y barato (Zamora, 2013). El uso de un
biorreactor ayudaria en mantener condiciones sulfidogénicas para mantener
exceso de sulfato sobre acetato asegurando la dominacion de especies sulfato
reductoras sobre especies metanogenéticas (Vivek, 2003).

El agua a tratar en el caso de DAM, entra por la parte inferior y el flujo lleva a los
sustratos hacia arriba, a través de la cama de lodos, compuesta por
microorganismos que llevan a cabo las reacciones de interés (Zamora, 2013).
Donde las propiedades hidraulicas del biorreactor son claramente importantes
para el buen funcionamiento del tratamiento. (Tsukamoto, 2003)

llustracion 18. Reactor de lecho de
lodos de flujo ascendente, RALLFA, a
escala de laboratorio (Zamora,2013)
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Planteamiento de neutralizacion

Es necesario como humanidad el plantear remediar o disminuir los efectos que
causamos en la naturaleza. En la industria minera por ejemplo dados los
problemas de lixiviacion que se muestran en este trabajo, se debe neutralizar el
terrero afectado por los procesos que lleva el mineral. En donde dicha
neutralizacion se plantea sea mediante bacterias sulfato reductoras, las cuales
tienen la capacidad de como lo dice su nombre, reducir sulfatos, produciendo
sulfuros y bicarbonato el cual puede incrementar el pH.

La SEMARNAT como autoridad, plantea a la industria minera que mediante un
plan de cierre presente la forma de remediar el terreno afectado. En el caso de la
lixiviacion de manera general, requiere que el terrero no cuente con acidez para
asi evitar la promocion o movilidad de constituyentes toxicos. Para ello en este
documento se plantea la utilizacion de bacterias reductoras de sulfato para
contrarrestar dicha acidez, sin embargo, como ya se menciono en la parte de
marco tedrico, al vértelas en las condiciones que presenta el terrero lixiviado
generaria la muerte de muchas de las bacterias requiriendo una mayor cantidad
de microorganismos para estabilizar el terrero.

Por lo tanto, lo ideal seria mejorar las condiciones en el terrero para que las
bacterias puedan realizar su actividad de reducir sulfatos sin complicaciones y asi
llevar a cabo la estabilizacion quimica del terrero. En donde el factor principal a
considerar dentro de un terrero lixiviado es el pH con el que se encuentra (pH=3),
el cual tiene que ser llevado minimo a 4 para el buen funcionamiento de las BSR y
por ello, se puede utilizar reactivos, carbonatos o materia organica, de acuerdo a
lo que se plantea.

En el caso de agregar un material para ayudar a las bacterias a cumplir su
cometido, seria realizar lo que ya se ha implementado en la industria (emplear
carbonatos o cal para elevar el pH) pero en menor escala ya que son de alto
costo, reduciendo asi los costos en el material utilizado, ya que el introducir
reactivos al terrero con el fin de contrarrestar el pH seria una inversion mayor;
Mientras que la utilizacibn de carbonatos o cal, siendo la mas utilizada por
economia, podria presentar una menor inversién con los mismos resultados.

En este caso, se puede utilizar como propuesta inicial una mezcla en partes
iguales de carbonatos y las bacterias sulfato reductoras para remediar el terreno lo
que lo haria una opcién aun mas viable teniendo asi una opcion amigable con el
ambiente. La primera propuesta involucraria agregar una cantidad equivalente en
un intervalo del 5 al 10% del material a recuperar, con la expectativa de que el
MIiSMO Proceso genere sus Propios mecanismos para una regeneracion total del
terrero.
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Otra opcidn para el planteamiento de neutralizacién de un terrero ya lixiviado, es la
utilizacion de bacterias sulfato reductoras con ayuda de material organico, en el
caso especifico, con restos organicos. Dando asi la posibilidad a las bacterias de
encontrar en la basura organica fuente de carbono y fuente de energia, mientras
que a su vez aumentaria el valor de pH. Sin embargo esta situacién solo seria
posible (viable) si el proceso de lixiviacion se lleva a cabo por partes,
sobreponiendo materia organica sobre el material lixiviado o bien revolviendo
amabas partes (material lixiviado y materia organica). Esta opcién seria mas a
priori pensando en el futuro para evitar el DAM, sin embargo en este momento no
es tan viable debido a que implicaria una etapa dentro del proceso, lo que
impactaria directamente en un incremento de los costos.

El material organico juega un papel crucial en los sistemas pasivos bioldgicos ya
gue proporcionan lugares de adsorcion de metales, nutrientes y zonas de fijacion
para microorganismos que realizan funciones esenciales. El uso de una
comunidad de microorganismos es necesario para degradar componentes
recalcitrantes y producir componentes organicos simples para ser usados por las
BSR (Skousen, 2016). Estas bacterias en conjunto con otros microorganismos
(como las arqueas, entre otros) son componentes para el ciclo del carbono
(Girguis, 2005).

Uso de Bacterias Sulfato Reductoras para obtener la
neutralizacién de un terrero lixiviado

Partiendo de haber logrado un pH de cuatro y de tener el nUmero minimo de
nutrientes para regar las bacterias, un punto importante que se propone en este
documento es la utilizacibn de una fuente de energia y fuente de carbono
adecuada, para lo cual se analizaron documentos sobre el tema de BSR, teniendo
como principales puntos que la bacteria necesita un compuesto facil de asimilar
para la obtencién del carbono necesario en donde a su vez obtenga la energia
para desarrollarse de manera adecuada. Los compuestos que cumplen con ambos
elementos son precisamente alcoholes de bajo peso molecular tales metanol,
etanol o propanol. No se plantea un alcohol de una cadena mas larga puesto que
ya no seria tan facil de asimilar para las bacterias. Teniendo como mejor opcioén el
uso de etanol ya que éste compuesto se asimila mas rapido por la bacteria que el
metanol, aunque ambos alcoholes son efectivos como fuentes de carbon
(Tsukamoto, 2003).

Los nutrientes a utilizar varian segun cada autor (Zapata, 2010), sin embargo,
todos coinciden en la utilizacién de sales ricas en sodio, calcio, magnesio o hierro
(cationes) mientras que los aniones son fosfatos o carbonatos, con ayuda de
soportes de carbono de extractos de levadura o lactatos, o en algunos casos
citrato de sodio. Esto permite la creacion de biopeliculas, que son importantes
debido a que ayuda a la supervivencia y a un mejor crecimiento de las BSR,
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puesto que se forma una capa protectora que segregan los microorganismos
envolviendo atomos de carbono que utilizan como reserva de alimento.

Se debe utilizar el mayor nimero de bacterias vivas en un inéculo, con el fin de
propiciar a su vez, una mayor actividad microbiana, para lo que es necesario el
agregar mas sales y nutrientes ya sea en el mismo inéculo o regando una porcién
equitativa a las bacterias ya presentes en el terrero.

Una ventaja de utilizar la tecnologia de biorremediacion con bacterias en un
terrero lixiviado que ya ha cumplido su vida Util, es que ya se cuenta con la
infraestructura necesaria para el riego de las bacterias en el terrero, puesto que se
puede utilizar la misma tuberia que se utilizd en el proceso de lixiviacion,
evitandose asi un gasto.

La remediacion del lugar dependera de la mineralogia presente y la bacteria con la
gue se cuente, por lo que sera necesario realizar pruebas de laboratorio con las
cuales se cumpla la recuperacion de los terreros. Sin embargo, se puede realizar
pruebas de manera general afiadiendo biomasa (medio de cultivo mas bacterias
sulfato reductoras) en proporciones de 5%, 10% y 20% con respecto a la masa
gue se busca remediar y asi verificar en que caso se da mejores resultados.

Por otra parte si la remediaciéon del material no se logra en las pruebas de
laboratorio, solo queda reforzar a las bacterias o reforzar las condiciones
adecuadas para la estimulacion de la actividad microbiana, incrementando asi el
pH del material o bien agregando nuevos nutrientes que se adapten de mejor
manera al metabolismo microbiano.

Otra alternativa en caso de no cumplir con la remediacion es agregar un mayor
volumen de biomasa, incrementando asi, la posibilidad de la interaccion de las
bacterias con los sulfatos presentes en el terrero, de tal manera que se propicie la
actividad bacteriana a mayor escala.

Este proceso de biorremediacion se puede hacer de manera simultanea con la
explotacion de mina, es decir, se puede hacer de manera progresiva en el cual el
volumen total de biomasa a regar se puede dividir en el lapso de tiempo que se
desee, regulando los flujos en la tuberia. De tal manera que no es necesario
esperar el cierre de mina para ir implementando esta alternativa.
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Discusion de la propuesta de biorremediacion

La biorremediacion con bacterias sulfato reductoras de un terrero lixiviado, es una
alternativa que se debe considerar emplear ya que aunque la normatividad tan
solo pide la estabilizacion quimica, con las bacterias sulfato reductoras y material
organico se podria conseguir una transformacion quimica y darle asi un nuevo uso
a algo que ya estaba considerado como desecho ademas de las ventajas que
presenta en comparacion con otras tecnologias convencionales, tales como:

e Menor costo a comparacion de las tecnologias convencionales (uso de
reactivos quimicos)

e Los contaminantes son usualmente convertidos a productos inocuos

e Permite el uso continuo del sitio al regenerarlo

e Toma menos tiempo a comparacion de la remediacién con los métodos
quimicos o fisicos.

¢ Relativamente facil de implementar.

e Ofrece flexibilidad de los sistemas y aplicaciones.

e Puede ser integrado con otras tecnologias como en humedales o con ayuda
de materia organica o bien con el uso de reactivos.

¢ Elimina costos de transporte y la responsabilidad asociada mediante el uso
de infraestructura ya presente en el terrero (tuberias).

e Aplicable en zonas inaccesibles por otros métodos de tratamiento.

¢ Rentable. Puesto que se puede obtener solucidon con metales recuperables.

e Cuenta con la aceptacion publica positiva, debido a que el resultado de
utilizar esta tecnologia (biorremediacion), es la recuperacion de un terrero
que estaba contaminado y no tiene consecuencias dafinas para el
ambiente.

La investigacién y desarrollo de la biorremediacion va en aumento, por lo que se
espera se mejoren las condiciones aplicables a la tecnologia, o bien, se encuentre
la manera de reciclar los valores que se obtienen en la solucién final del proceso,
haciendo asi, alun mas rentable ésta alternativa.

En términos generales se tienen dos casos; el primero que se refiere al proceso de
remediacion de un problema existente para ser remediado con BSR, mientras que
el segundo caso en donde se tiene una propuesta innovadora debido a que; es
una tecnologia que puede implementarse de manera simultanea con la
explotacion de mina ya que cuando el material es confinado al mismo tiempo se
pueden incluir las BSR, evitando problemas de DAM, ademas de que se que
puede llevarse a cabo sin necesidad de llegar al cierre de mina y hacerlo de
manera progresiva. De tal manera que los insumos a utilizar se pueden aplicar en
el lapso de tiempo que convenga.
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Si bien, en este documento se plantea la biorremediacion a través de bacterias
sulfato reductoras de un terrero lixiviado que presenta condiciones extremas (pH
acido), al remediarse, se asume que las bacterias logran el mismo efecto o mayor
en condiciones similares 0 menores dentro de mina, por ejemplo, en el tratamiento
de drenaje acido de mina o en jales.

Conclusiones y recomendaciones

La biorremediacion empleando bacterias es una tecnologia que va en
ascenso debido a los bajos costos de operacion, a la facil implementacion,
a la compatibilidad con otras tecnologias y a la flexibilidad de los
microorganismos para adaptarse al medio ambiente. Siendo asi una
alternativa viable para la regeneracion de un material que ya ha sido
explotado y que ha perdido su interés econémico, sin embargo debido a las
politicas ambientales actuales no es posible dejar abandonado estos
materiales, teniendo asi que remediarlo para evitar drenajes acidos y
reincorporarlos al medio ambiente sin ser contaminantes. El uso de esta
tecnologia permite la bioprecipitacion de diferentes especies quimicas,
fenbmeno que se da gracias a la actividad de las bacterias sulfato
reductoras. Como tema aparte de la biorremediacion dependiendo de las
caracteristicas presentes en el material se puede obtener otro punto a favor
al captar valores minerales que los procesos de beneficio convencionales
no logran obtener y asi tener una recuperacion de materiales considerados
agotados. Al implementar esta tecnologia en un terrero lixiviado, justo antes
de ser desechado se puede emplear la misma infraestructura para el riego
de las bacterias y sus nutrimentos lo que permite reducir los costos de
operacion en donde dicho proceso puede llevarse de manera simultanea
con la explotacion de la mina, es decir, no es necesario esperar al cierre de
mina para empezar con las actividades de bioremediacion. Es una
alternativa en principio féacil de aplicar, los Unicos cuidados a atender es la
incorporacion de nutrientes que permitan el crecimiento de los
microorganismos. Se recomienda hacer pruebas con bacterias sulfato
reductoras acidofilas, las cuales estarian mejor adaptadas a condiciones
extremas presentes en el terrero lixiviado o bien buscar tropicalizar a la
bacteria para obtener mejores resultados.
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