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1. RESUMEN

La mineria en México es un pilar econdmico importante, desafortunadamente
también es un foco de contaminacion, ya que en el procesamiento de algunos
minerales se desprenden contaminantes que pueden llegar a ser toxicos,
causando graves problemas de salud a la poblacién y ambientales. Uno de los
principales problemas es la formacién de drenaje dcido de mina (DAM). Por tal
razén, en el presente trabajo, se estudiaron los pardmetros fisicoquimicos para
estabilizar arsénico y plomo por actividad reductora de sulfatos (ARS). Ademds
de determinar los pardmetros cinéticos microbianos de los consorcios JH y M2.
Se evalud el comportamiento de dos consorcios bacterianos (JH y M2) que
presentaron actividad reductora de sulfato, aislados previamente del Distrito
Minero de Villa de la Paz Matehuala, en el Estado de San Luis Potosi, México.
Para conocer la cinética bacteriana se empled como donador de electrones o
fuente de carbono un sustrato de lenta degradacién como es el lodo de purga
de un sistema de tratamiento de agua residual aerobio denominado BIOSL. Se
encontrd que ambos consorcios tienen la capacidad de utilizar dicho sustrato
para realizar sus funciones metabdlicas bdsicas como duplicaciéon celular y la
produccion de sulfuro de hidrégeno a partir de la reduccién de sulfato.

Se determind que existe una variacién metabdlica en los consorcios JH y M2. El
consorcio M2 presentd una mayor velocidad de produccion de sulfuro
(~110mmol H2S g SSV-1 h-1) comparada con la de JH (~12 mmol H2S g SSV-T h-

1). Sin embargo, JH presenté una mayor afinidad a sustrato con una K, de 53.07

mg DQO L' comparada con la K, de M2 (766.4 mg DQO L1).

Se comprobd que en ambos consorcios bacterianos existen bacterias
reductoras de sulfato incompletas, ya que no llevan al sustrato orgdnico hasta
mineralizacion.

El biosdlido debido a su composicion, representd una interferencia en la
cuantificaciéon de sulfuro disuelto, por la disolucion de los acidos fulvicos que lo
constituyen; asi también se aprecid que el BIOSL tiende a adsorber el sulfuro de

hidrégeno.




Se estudid la modificacion de la bioaccesibilidad del residuo minero-
metalirgico M3, simulando condiciones de un clima semidrido variando el
contenido volumétrico de agua. M3 fue caracterizado antes y después de
someterlo a actividad reductora de sulfato con la finalidad de generar sulfuros
metdlicos bajo condiciones reductoras. Estos sulfuros metdlicos son mds
estables y en el caso del sulfuro de arsénico éste se aprecia en coloracion
amarillo, el cual fue retirado y analizado por microscopia electronica de
barrido (MEB), y se observd principalmente la formacién de rejalgar.

El pH del sistema experimental se mantuvo neutro por lo que se corrobora que
en el sitio de estudio existe la presencia de drenagje neutro de mina (DNM)
debido ala gran cantfidad de carbonatos presentes en el suelo.

Se observd que el BIOSL adsorbe una determinada concentraciéon de los
metales en solucidén debido a los grupos funcionales que constituyen su
estructura quimica y que éste puede ser separado del sistema por flotacion.

En cuanto a la evaluacion de los porcentajes de estabilizacion del residuo M3
sometido a extraccion secuencial, se encontrd el arsénico estabilizado en JH
en un 40.1 % mientras que en M2 fue de 77.84 % en condiciones de inundacion,
disminuyendo la bioaccesibilidad hasta en un 17.7%.

La observacion al MEB del residuo M3 al termino de los experimento indicé la
formaciéon de rejalgar.

El sistema propuesto servird como base y antecedentes para el escalamiento
de experimentos con la finalidad de construir en un futuro una barrera reactiva
permeable (BRP), la cual permite controlar la contaminacion de las aguas

subterrdneas en el sitio de estudio.




2. INTRODUCCION

2.1. La mineria

La industria minera mundial es uno de los principales pilares en economias de
paises desarrollados y en vias de desarrollo. La mineria es un conjunto de
actividades del sector industrial que incluye operaciones de exploracion,
explotacién y beneficio de minerales. Es una actividad econdmica primaria,
porque los minerales se toman directamente de la naturaleza. Existe una
amplia variedad de minerales en la Tierra. La naturaleza los presenta en lugares
donde se acumulan, conocidos como yacimientos, los cuales se encuentran al
aire libre o en el subsuelo, a diferentes profundidades, o en el fondo del mar
(INE, 2006).

En México, la mineria es una de las actividades econdmicas de mayor tradicién
forma parte de su historia e identidad, contribuye en gran medida al desarrollo
econdmico del pais y suministra insumos a una serie de industrias (construccion,
metallrgica, siderUrgica, quimica y electrénica). De acuerdo con informacion
de la Direccion General de Minas, la industria minera nacional es
mayoritariomente metdlica, y se dedica principalmente a la produccién de
cobre, zinc, plata y plomo (INE, 2006).

A nivel mundial, México ocupa el segundo lugar en produccién de bismuto
(18.7 %), fluorita (17.2) y plata (14%), el cuarto lugar en produccion de arsénico
(3%) y el sexto en plomo (4%) (SE, 2006).

La produccidn minera en México, se concentra en doce entidades,
principalmente: Chihuahua, Michoacdn, Zacatecas, Durango, Sonoraq,
Coahuila, Guanajuato, San Luis Potosi, Hidalgo, Sinaloa, Colima y Jalisco.

De acuerdo a la OIT (Organizacion Internacional del Trabajo) se estima que
cerca de 11 millones de personas trabajan en la mineria formal, lo cual
constituye aproximadamente el 0.5% de la fuerza laboral mundial, mientras que
en la mineria informal trabajan entre 11.5 y 13 millones de personas (Razo,
2006).




Durante 2007, el producto interno bruto de la mineria no petrolera registrd un
crecimiento anual de 3.7%, al alcanzar un valor de 10,537.8 millones de pesos
(PND, 2007-2012). Este comportamiento se debid principalmente a los
incrementos en la produccion de carbdn mineral, hierro, oro, plata, cobre,
cadmio, manganeso, molibdeno, silice, barita, dolomita, wollastonita,
diatomita, entre ofros.

En 2007, el indice de volumen fisico de la produccion minerometalirgica crecio
1.8% con relacion al mismo lapso de 2006, debido principalmente al aumento
en el volumen de la produccién del molibdeno (156.9%), manganeso (25.2%),
oro (9.6%), hierro (10.8%), diatomita (32.5%), wollastonita (22.4%), barita (20.6%),
arena silica (9.1%) y carbdén no coquizable (6.5%) (PND, 2007-2012).

En el mismo periodo, los precios internacionales de los principales metales
también registraron incrementos: 100% el plomo, 18.4% el hierro, 15.9% la plata,
15.4% el oro y 5.9% el cobre. Este repunte favorecid el valor de la produccion
minerometallUrgica con un crecimiento de 13.1% al pasar de 78,561.2 a 88,820.1
millones de pesos.

Durante 2007, la balanza comercial de la industria minerometallrgica observd
un déficit de 1,263.9 millones de dodlares, monto inferior en 56.8% al registrado
en 2006. Este resultado se derivd del incremento de 28.3% en el valor de las
exportaciones (PND, 2007-2012).

2.2. Problemas ambientales generados por la mineria

La industria minera en México ha generado por décadas una gran cantidad
de desechos vy sitios contaminados a lo largo de todo el pais (INE, 2005),
relacionados al desarrollo y modernizacién en los procesos de extracciéon y
procesamiento de los recursos minerales.

Por otra parte, la mineria y los procesos metalurgicos de fundicion son fuentes
importantes de metales y metaloides (elementos potencialmente toxicos, EPT,
como: As, Pb, Cd, Hg, Se, Sb, Cu, In, entre otros) que contribuyen

significativamente en la contaminacion de aire, agua y suelo.




Una de las principales causas de contaminacion de suelos en dreas mineras es
la deficiencia e ineficiencia del manejo de grandes volumenes de residuos que
contienen elevadas concentraciones de EPT. La emision atmosférica de polvos
y productos de fundicidon representan la mayor fuente de contaminacién de
procesos metallrgicos de fundicion.

La dispersidon de estos contaminantes puede afectar severamente todos los
compartimientos del ambiente (aire, agua, suelo), pero la contaminacion de
suelo tiene una especial importancia por ser el principal receptor de EPT, y
actuar como un regulador natural del transporte de estos hacia la atmdsfera,
hidrésfera y biota (Razo, 2006).

Los problemas de contaminacion ambiental reportados en sitios mineros
historicos, demuestran que aun cuando existe atenuacidon natural en estos
sitios, las concentraciones de EPT pueden mantenerse como fuentes de
dispersidon por decenas o cientos de anos, generando a su vez problemas de
salud a la poblacion, destruccidon y alteracion de los hdbitats que se
encuentran en los alrededores de |os sitios mineros.

Sin embargo, algunos de estos impactos ambientales pueden ser prevenidos si
se aplica un adecuado sistema de manejo de residuos, asi como medidas
adecuadas de prevencion, remediacion, restauracion, control y gestion
ambiental durante el transcurso de las operaciones y al cierre de Ias mismas.

En la actualidad, las grandes companias mineras internacionales generalmente
trabajan bajo exigentes estdndares de calidad ambiental. Sin embargo, existen
algunos sitios, sobre todo en paises subdesarrollados, en donde se confinta
provocando severos impactos en el ambiente como consecuencia
principalmente de: a) la carencia de normas ambientales que consideren
adecuadamente las caracteristicas especificas de una operacién minera (tipo
y composicion de residuos, disposicion final de los residuos, duracion del
proyecto, etc.), b) el relagjomiento de las acciones de vigilancia en el
cumplimiento de normas y c) la existencia de operaciones de baja calidad
tecnoldgica, no controladas y/o desorganizadas (Razo, 2002).

Los sitios en donde se desarrolla una actividad minera de explotacion y

beneficio de mineralizaciones polimetdlicas, pueden presentar problemas de




contaminacién por arsénico y metales pesados debido a: 1) la dispersion de
particulas minerales desde los depdsitos de residuos (jales), promovida por la
accién del viento y/o agua (lluvig, rios y arroyos), 2) la movilidad de metales
disueltos durante el intemperismo o alteracion de minerales sobresaliendo en
este Ultimo, el conocido como drenaje dcido de mina (DAM) (Razo, 2002).

EI DAM no se genera a la misma velocidad en sitios con condiciones climdaticas
diferentes. En sitios aridos no se ve inmediatamente la coloracién ocreamarilla
tipica de un DAM pero una vez iniciado la generaciéon continuard
indeterminadamente. En esos tipos de climas existen tolvaneras y lluvias
estacionales que contribuyen con la dispersion de contaminantes debido a
que los suelos desérticos carecen de una cubierta vegetal, siendo ademas la
erosion edlica una ruta de dispersion importante. Ademds, en algunos sitios se
puede asociar una elevada vulnerabilidad en los acuiferos, por la escasa
recarga local y la infiliracién de escorrentias con concentraciones elevadas de
elementos toxicos. Lo anterior agrava los problemas de contaminacion debido
a la casi nula atenuaciéon natural que favoreceria la estabilidad.

Debido a los impactos ambientales que provocan los residuos generados en el
procesamiento de minerales, es necesaria la implementacion de tecnologias
adecuadas para la prevencidn, control y restauracion de los sitios impactados
por actividades mineras.

Por lo tanto, uno de los principales problemas es la contaminacion de suelos y
agua subterrdnea por EPT provenientes bdsicamente de los drenajes dcidos o
neutros de mina, los cuales son considerados potencialmente téxicos en un
ecosistema por las concenfraciones solubles elevadas de diversos iones
metdlicos (Pb), metaloides (As) y aniones [AsO43].

El problema principal de los EPT es su movilidad, ya que estos contaminantes
pueden ser transportados a diferentes cuerpos receptores donde podrdn llegar
a estar en contacto con seres vivos, impactando su salud negativamente, tal
es el caso del arsénico y el plomo.

El arsénico es exiremadamente tdxico por bioacumulacidén. Exposiciones
prolongadas durante mucho tiempo son extremamente nocivas para la salud

humana. Se han asociado con este elemento diversos tipos de cdncer,




patologias cardiovasculares, diabetes, anemia, y alteraciones en las funciones
reproductoras, inmunoldgicas, neuroldgicas y del desarrollo.

El arsénico se encuentra en las aguas naturales como especie disuelta, la cual
se presenta por lo comUn como oxianiones con arsénico en dos estados de
oxidacion, arsenito As(+3) y arsenato As(+5). El estado de oxidacion del
arsénico, y su movilidad, estdn controlados fundamentalmente por las
condiciones redox (potencial redox, Eh) y el pH.

El contenido de arsénico en las aguas naturales, superficiales y subterrdneas, no
contaminadas, no suele ser alto. Hay casos andmalos, sobre todo acuiferos,
que presentan valores excepcionales, como ocurre en el caso de Bangladesh,
Taiwdn y Japdn, entre otros.

El fendbmeno de la existencia de un alto contenido de arsénico de origen
natural en el agua estd controlado por tres factores: la fuente primaria de
arsénico (geodsfera y atmodsfera), los procesos de movilizacion/retencion de
arsénico en la interaccion entre la fase sélida y la fase liquida, y el transporte
de arsénico como especie acuosa en el seno del agua. Los procesos
geoquimicos que controlan la movilizacién de arsénico al agua son: disolucién,
reacciones de oxido-reduccién, reacciones de adsorcidn-desorcion, vy
reacciones de precipitacion-coprecipitacion y/o codisolucion (Razo, 2002).
Tanto los arsenitos como arsenatos pueden ser adsorbidos en la superficie de
una gran variedad de materiales presentes en el medio ambiente como son
6xidos de hierro, manganeso y aluminio, en funcién del pH; también puede ser
adsorbido por arcillas y materia orgdnica (Pelallo, 2006).

La desorcidon del arsénico adsorbido en la fase sélida estd condicionada por los
cambios en pH y la ocurrencia de reacciones redox (reduccién/oxidacion), la
presencia de iones competitivos, y los cambios en la estructura cristalina de la
fase sdlida. Las reacciones de coprecipitacién-codisolucion estdn controladas
por el pH, temperatura, Eh y concentracidon de especies acuosas de la
solucion.

Existen varios mecanismos de incorporacién de arsénico de origen natural al
agua: a) oxidacion de sulfuros; b) disolucion de oxidos y oxihidroxidos de Fe y

Mn en condiciones dcidas; c) desorcion en condiciones oxidantes a pH alto; d)




desorcion y disolucion de oxidos y oxihidroxidos relacionados con cambios a
condiciones reductoras; e) desorcidon por reduccion de superficie especifica en
la fase sdlida; f) desorcidon por reduccidn en la carga superficial de la fase
solida (Smedley y Kinniburgh, 2002).

El plomo y sus componentes pueden ser introducidos en el ambiente por la
industria minero-metalUrgica en cualquier punto de su extraccién, fundicién y/o
procesamiento. Este elemento tiene gran afinidad por el azufre lo que conlleva
a que su principal estado natural sea como galena (PbS). Principalmente lo
encontramos como Pb?*, aunque también puede presentarse en su estado de
oxidacién +4, constituyendo varios minerales que son insolubles en aguas
naturales (Pérez, 2007). Cuando ocurren procesos de infemperismo, los sulfuros
de plomo se oxidan lentamente y tienen la propiedad de formar carbonatos o
sulfatos, o en su defecto fijarse sobre superficies arcillosas, éxidos de Fe y Mn y/o
materia orgdnica. El plomo presenta la propiedad de remplazar al K, Ba, Sry
Ca, tanto en sitios de adsorcion como en redes cristalinas, esto es debido a que
se comporta como un metal alcalinotérreo. El plomo es reconocido como el
elemento que presenta menor movilidad entre los metales (Razo, 2002).

La legislacion relacionada con el arsénico y plomo, NOM-127-SSA1-1994, "Salud
ambiental, agua para uso y consumo humano-limites permisibles de calidad y
tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacién”, establece
que los limites mdaximos permisibles para arsénico son de 25 ug L' y para el

plomo de 10 ug L' en su modificacion hasta el ano 2005.

2.3. Efectos del arsénico en la salud humana

El riesgo de la ingestion de arsénico estd directamente asociado con la
biodisponibilidad, es decir a la cantidad de arsénico que se absorbe en el
tracto gastrointestinal comparada con la cantidad total ingerida. En sitios con
contaminacién antropogénica o natural, por arsénico, este elemento se
encontrard en formas geoquimicas diferentes las cuales regirdn su solubilidad y
estabilidad, lo que definird que sea o no biodisponible y de esta manera podria

ser un riesgo minimo para la salud.




El arsenito (As*3) es mds toxico que el arsenato (As*S). El mecanismo primario de
toxicidad del arsenito consiste en atacar los grupos sulfhidricos de las proteinas
mientras que el arsenato afecta la fosforilacidn oxidativa por inhibicidn
competitiva del fosfato. La ingestion de grandes dosis de arsénico generan
problemas gastrointestinales, al sistema nervioso y cardiovascular, ademds de
un incremento en padecer cdncer de piel, pulmdn, vejiga y rindn, asi como
enfermedades de la piel tales como hiperqueratosis y cambios de
pigmentacion (WHO, 2001).

Ademds, se ha reportado que la exposicion cronica al arsénico en
combinacion con problemas de desnutricion podrian ser la causa de ciertos
efectos neuroldgicos identificados en ninos, tales como deficiencias en la
habilidad verbal y en la memoria a largo plazo (Razo, 2002).

La diversidad bioldgica que se presente en lugares con altas concentraciones
de arsénico se ve disminuida aun en bajas concentraciones de arsénico, ya
que la resistencia varia de organismo a organismo. Los efectos mds tipicos que
se presentan son inhibicion del crecimiento, disminucion en la fotosintesis y

reproduccion e incluso la muerte.

2.4. Sitio de estudio

El sitio de estudio en el presente frabagjo se localiza en el Estado de San Luis
Postosi, la cual es una entidad productora de minerales metdlicos y no
metdlicos, como fluorita, arsénico, estano, zinc, plata, cobre, plomo, bentonita,
oro, arcillas, silice, caliza y sal (Garcia, 2008). En dicho Estado existen distintos
Distritos Mineros, pero el presente trabajo se enfoca en el Distrito Minero de
Santa Maria de la Paz, que estd localizado en los Municipios de Villa de la Paz y
Matehuala, incrustado en el margen oeste de la Sierra Madre Oriental, en las
laderas de una pequena serrania conocida como El Fraile, a 8 Km de la ciudad
de Matehuala, S. L. P. (Razo, 2002; Garcia, 2008). En dicho lugar existe la
explotacién y beneficio de minas polimetdlicas de sulfuros de Pb-Zn-Ag (Cu,
Au) que se caracterizan por tener altas concentraciones de minerales de

arsénico (arsenopirifa, FeAsS). De acuerdo con Razo (2002) existen dos




principales rutas de dispersion de contaminantes en la regién: el transporte
fluvial de residuos mineros (terreros y jales) y las tolvaneras que generan un
transporte edlico de particulas minerales provenientes de los jales.

La contaminacion por EPT en dreas mineras y metaldrgicas ha sido
ampliamente documentada y se ha demostrado que las concentraciones de
arsénico, plomo, zinc, cobre y ofros elementos son altas en matrices de agua
suelo y sedimento. Por mencionar algunos valores, la concentracion de Pb en
suelo se cuantifico hasta en 3450 mg kg'y As total en agua hasta en 60.6 mglL-
' (Razo 2002; Razo, 2006; Pelallo, 2006). Tambien se demostrdé que existe una
alta exposicion de los habitantes de Villa de la Paz a plomo y arsénico
principalmente, por lo que se sugirié la implementacion de medidas de control

y remediacién de las distintas matrices ambientales.

2.5. Tecnologias para la depuracion de aguas subterrdneas contaminadas

Las tecnologias desarrolladas en los Ultimos 15 anos para el tratamiento de las
aguas subterrdneas contaminadas se han basado en el bombeo, tfratamiento
exterior y su posterior recarga. Esta tecnologia ha presentado varias
limitaciones, ya que la disminucion del contaminante con el tiempo no se da
hasta concentraciones minimas del mismo, por lo que se presentan niveles mds
altos que los requeridos para el saneamiento del agua o suelo y concluyen en
una reiterada contaminacion y tiempos mds largos de tratamiento. Lo anterior
eleva los costos estimados para su operaciéon y mantenimiento, sumado a los
costos de bombeo durante periodos largos de fratamiento, de tal forma que
este tipo de tecnologias no son econdmicamente costeables y un sistema de
descontaminaciéon incompleta (Volke, 2002).

La biorremediacion consiste en el uso de microorganismos para degradar las
sustancias toxicas, convirtiéndolas posiblemente en didxido de carbono, agua
y sales inocuas. Normalmente los microorganismos utilizan al contaminante
como fuente de carbono o mediante degradacién sintréfica (cometabolismo)

de los toxicos, es decir que tienen una fuente de carbono y energia distinta a la
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del téxico; esta técnica se puede realizar in situ modificando las condiciones
fisicoquimicas de la zona contaminada (Volke, 2002; Sudrez, 2006).

La fitorrestauracion se lleva a cabo mediante la utilizacién de cultivos de
plantas las cuales ayudan a eliminar los toxicos presentes en agua y suelo. Estas
pueden fijar los toxicos o metabolizarlos. Se puede llevar a cabo la
fitoextraccion, la cual implica la captacién principalmente de iones metdlicos y
su acumulacion en tallos y hojas. También se ha aplicado para compuestos
orgdnicos (hidrocarburos), mientras que la fitodegradaciéon se basa en la
degradacién de compuestos orgdnicos (disolventes clorados, explosivos,
herbicidas, etc.), donde éstos son absorbidos y metabolizados.

Por su parte la extraccion es Util como tecnologia ex situ o in sifu y sélo consiste
en transportar el contaminante de un medio contaminado a otro en donde
podrd ser tratado o destruido con mayor facilidad. Otra tecnologia utilizada es
la de enjuague o lavado, que se basa en una técnica de tratamiento por
extraccion in situ. Esta consiste en disolver los contaminantes absorbidos en
particulas de suelo utilizando soluciones de lavado (dcidos, bases, detergentes,
disolventes orgdnicos o mezclas de los mencionados) con ayuda de pozos de
inyeccién y extraccion. Esta técnica de lavado combina el efecto del lavado
con procesos como la fotdlisis (eliminacién de dioxinas), precipitacion (en el
caso de metales), adsorcion (residuos de altos pesos moleculares y poco
polares) o infercambio idnico, donde ademds de separar los contaminantes es
necesario inmovilizarlos. Requiere valores de pH adecuados, unos de sus
principios metodoldgicos lo constituyen las electrocinéticas, basadas en la
separacion en cargas idnicas de los contaminantes, mediante el efecto de la
corriente eléctrica a través de una solucion de purga anadida al suelo (Del
Lobo, 2004).

Algunas de las tecnologias anteriormente mencionadas son comunmente
empleadas para confrolar DAM pero normalmente son ufilizadas como
tfratamientos ex situ; por lo cual, en el presente tfrabagjo se propone la
generacion de pardmetros biocinéticos para la utilizacidon de una tecnologia in
situ como son las barreras reactivas permeables (BRP), ya que, en la actualidad

su demanda de implementacidn ha aumentado ampliomente por
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considerarse una tecnologia econdmica, duradera y de bajo impacto
ambiental (EPA, 1998).

2.6. Justificacion y objetivos

2.6.1. Justificacion

En el distrito minero de Santa Maria de la Paz se ha demostrado que existe una
gran necesidad de implementar medidas de control y restauracion adecuadas
para evitar la dispersion de contaminantes. Dentro de los principales
contaminantes podemos encontrar aquellos derivados de los drenajes acidos
o neutros de minas (DAM & DNM) constituidos principalmente por metales
pesados. En estos drenajes, la presencia de arsénico y plomo implican un
mayor riesgo por su alto grado de toxicidad, donde las aguas subterrdneas son
los ecosistemas mds impactados por los drenajes de mina, las cuales reciben
grandes cantidades de dichos metales que pueden ser transportados a través
de grandes distancias desde la fuente hasta entrar en contacto con los seres
vivos, causando algunas enfermedades asociadas a su ingesta, tales como
cdancer de pulmén, higado vy préstata (Lillo, 2007). Por lo que, se promueve la
implementacion de una barrera reactiva permeable como una medida de
control de la contaminacion. En el presente trabajo se evalud la estabilizacion
o remocidn de estos elementos.

Debido a la ubicacion y condiciones econdmicas del sitio es importante
desarrollar sistemas de fratamiento de aguas subterrdneas de alta remociéon de
iones metdlicos, de bagjo impacto ambiental y econdmicamente factibles
como son las barreras reactivas permeabiles.

Para ello, es necesario estudiar las cinéticas microbianas de bacterias
reductoras de sulfatos endémicas del sitio de estudio en un sistema de
microcosmos que simulen las condiciones ambientales del Distrito Minero de
Santa Maria de la Paz. Ya que estds tienen como caracteristica metabdlica, la

reduccion de sulfato para generar sulfuro, que reacciona con los iones
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metdlicos disueltos y forma sulfuros metdlicos que precipitan dentro de la
barrera.

Se empled como donador de electrones el biosdlido, por ser un sustrato de
lenta degradacion, econdmico y fdcil obtencion.

Con la finalidad de obtener informacion bdsica e indispensable para el disefo
de una barrera reactiva permeable y, de este modo, promover y opfimizar la
estabilizacidon de iones metdlicos, principalmente arsénico y plomo, «
compuestos mds estables, menos bioaccesibles y menos moviles, disminuyendo

asi su toxicidad a cualquier forma de vida que este en contacto con ellos.
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2.6.2 Objetivo general

Determinar los pardmetros fisicoquimicos para estabilizar arsénico y plomo por
actividad reductora de sulfatos en un sistema sdélido-liquido, inundado,
saturado y semisaturado, que simule la operacidn en clima semidrido de una
BRP, a fin de obtener los pardmetros cinéticos microbianos necesarios para el

diseno a escala piloto.

2.6.3. Objetivos especificos

@fa Determinar la carga y el tipo de sustrato orgdnico a emplear para el
arranque y funcionamiento de la barrera reactiva permeable a una

carga de sulfato soluble determinada.

@fa Determinar los pardmetros fisicoquimicos correspondientes a las
cinéticas microbianas con actividad reductora de sulfatos de dos
consorcios microbianos (constantes de afinidad a sustrato, velocidades

maximas especificas, potenciales redox y pH).

¢ Evaluar el efecto del contenido volumétrico de agua sobre los
pardmetros cinéticos, simulando condiciones extremas de inundacion
y sequia, asi como dos porcentajes de humedad del medio de

reaccion (30 y 70%).

¢ Confirmar la transformaciéon de las fases metdlicas oxidadas, presentes

en la muestra de estudio a sulfuros metdlicos.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Arsénico en el medio ambiente

El arsénico (As) es un elemento muy comun en la atmésfera, en rocas y suelos,
en la hidrosfera y la biosfera. En el medio ambiente se moviliza a tfravés de una
combinaciébn de procesos que incluyen tanto procesos naturales
(meteorizacién, actividad bioldgica, emisiones volcdnicas), asi como procesos
antropogénicos (actividad minera, uso de combustibles fosiles, uso de
pesticidas, herbicidas, desecantes, conservadores de la madera, y uso como
aditivos de piensos).

El arsénico es un elemento extremadamente téxico para el organismo humano
en concenfraciones altas, donde la exposicion causa efectos agudos vy
también la exposicion durante un largo periodo a bajas concentraciones
relativas de arsénico (por ejemplo, por ingestion de agua) tiene efectos
negativos cronicos para la salud.

Las concentraciones de arsénico en el agua estdn directamente relacionadas

con los procesos geoquimicos naturales.

3.1.1 Especies acuosas de arsénico

El arsénico se encuentra en las aguas naturales como especie disuelta, como
oxianiones y dos estados de oxidacion, arsénico trivalente [As(+3)] y arsénico
pentavelente [As(+5)], con menos frecuencia como As(0), As(-1) y As(-2).

El As(+5) se encuentra como HszAsO4 y sus correspondientes productos de
disociacion (H2AsOs, HAsO42 y AsO43-), mientras que el As(+3) aparece como
H3AsOs y sus correspondientes productos de disociacion (HsAsOs*, H2AsOg,
HAsO3% y AsOs%). Aungue tanto As(+5) como As(+3) son moviles en el medio, es
precisamente el As(+3) el estado mds Idbil y biotdxico. Los estados de
oxidacion, condiciones redox y pH definen la movilidad del arsénico.

Bajo condiciones oxidantes, el estado As(+5) predomina sobre As(+3),

fundamentalmente como H2AsOs a valores de pH bajos (inferiores a 6.9),
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mientras que a pH mads alto, la especie dominante es HAsO42 en condiciones
de extrema acidez, la especie dominante serd HsAsOs, mientras que en
condiciones de exitrema basicidad, la especie dominante serd AsO43 (ver
Figura 1). En condiciones reductoras a pH inferior a 9.2, predominard la especie
neutra (HsAsOu) (Lillo, 2007). En presencia de concentraciones altas de azufre,
predominan las especies acuosas de azufre y arsénico. En condiciones

reductoras y dcidas, precipitardn sulfuros de arsénico (oropimente, Aszsa, y

rejalgar, AsS).
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Figura 1. Diagrama Eh-pH de especies acuosas de arsénico en el sistema As—O>-H20 a
25°C y 1 bar de presiéon total (EPA, 2007).

Las formas orgdnicas de arsénico suelen aparecer en concentraciones
menores que las especies inorgdnicas, aungque pueden incrementar su
proporcidbn como resultado de reacciones de metilacidon catalizadas por
actividad microbiana (e.g. bacterias, algas). Las formas orgdnicas dominantes
(DMAA, (CH3)2AsO(CH)) vy

monometilarsénico (MMAA, CH3AsO(OH)2), donde el arsénico estd presente en

son el dcido dimetilarsinico el dcido

ambos casos como As(+5)(Lillo, 2007).
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3.1.2. Abundancia y distribucién del arsénico en aguaq, suelo y atmésfera

Los valores de fondo de contenido de arsénico en rios son relativamente bajos,

en general, inferiores a 0.8 ug L. En dreas de clima drido, el aumento de la
concentracién de arsénico en las aguas superficiales se ve favorecido por
procesos de evaporaciéon, que ademds provocan un aumento en la salinidad y
pH de las aguas. En general, los valores de fondo de concentracion de
arsénico en aguas subterrdneas son, para la mayoria de los casos, inferiores a
10 ug L' (Razo, 2002).

El arsénico en la gedsfera aparece como un constituyente principal en mds de
200 minerales (As nativo, sulfuros, dxidos, arsenatos y arsenitos), aunque apenas
una docena es relativamente frecuente (Tabla 1).

Las mayores concentraciones de arsénico aparecen en sulfuros como pirita,
calcopirita, galena y marcasita (Tabla 2), donde el arsénico se encuentra
sustituyendo al azufre en la estructura. En estos minerales, el contenido de
arsénico puede superar el 10% en peso del mineral. Otros minerales donde
puede encontrarse arsénico en concentraciones apreciables son los dxidos y
oxihidroxidos, sobre todo los de hierro (Tabla 2) y, en menor proporcion los de
manganeso y aluminio, fases minerales donde puede formar parte de la
estructura o estar adsorbido en su superficie.

Las concentraciones de arsénico en la atmdsfera son normalmente bajas,
aunque pueden incrementarse de forma natural por actividad volcdnica,
volatilizacién de baja temperatura o aerosoles marinos, a partir de materiales
naturales o por causas antropogénicas. La Organizacion Mundial de la salud

ha senalado que las concentfraciones de arsénico atmosférico pueden llegar

hasta 0.18 ug m_3 en dreas urbanas y superar 1 ug m_3 en los nUcleos industriales
(WHQO, 200T).
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Tabla 1. Minerales de arsénico mds frecuentes

Mineral

Composiciéon

Ocurrencia

Arsénico nativo As Venas hidrotermales

Nicolita NiAs Filones y noritas

Rejalgar ASS Filones, muchas veces asociado con
oropimente, arcillas y carbonatos

Oropimente As2S3 Venas hidrotermales, también como
producto de sublimacién de emanaciones
volcdnicas

Cobaltita CoOAsS Depdsitos de alta temperatura, rocas
metamadrficas

Arsenopirita FeAsS Es el mineral de As mds abundante. Muy

frecuente en filones

Tenantita (Cu,Fe)12As4313 Venas hidrotermales

Enargita CusAsS4 Venas hidrotermales

Arsenolita As203 Mineral secundario formado por oxidacion
de arsenopirita, arsénico nativo y oftros
minerales de arsénico

Claudetita As203 Mineral secundario formado por oxidacion
de rejalgar, arsenopirita, y otros minerales
de arsénico

Escorodita FeAsO42H20 Mineral secundario

Anabergita (Ni,C0)3(AsO4)2-8H20 Mineral secundario

Hoernesita Mgs(AsOa)2 -8H20 Mineral secundario, en escorias

Hematolita (Mn,Mg)sAl{AsO4) (OH)s | Mineral en fisuras de rocas metamorficas

Conicalcita CaCu(AsO4)(OH) Mineral secundario

Farmacosiderita | Fe3(AsO4)2(OH)3-5H20 Producto de oxidacidn de arsenopirita y

ofros minerales de arsénico

Fuente: Modificado de Lillo (2007).
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Tabla 2. Concentracidon de arsénico

en algunos de los minerales mas

comunes

Mineral Concentracion de As | Mineral Concentracion de As
(PPmM) (PPm)

Sulfuros: Silicatos:

Pirita 100-77,000 Cuarzo 0.4-1.3

Pirrotina 5-100 Feldespato <0.1-2.1

Galena 5-10,000 Biofita 1.4

Esfalerita 5-17,000 Anfibol 1.1-2.3

Calcopirita 10-5,000 Olivino 0.08-0.17

Oxidos: Piroxeno 0.05-0.8

Hematitas Hasta 160 Carbonatos:

Oxidos de Fe Hasta 2,000 Calcita 1-8

Oxinidroxido  de | Hasta 76,000 Dolomita <3

Fe(lll)

Magnetita 2.7-41 Siderita <3

Silicatos: Sulfatos:

Cuarzo 0.4-1.3 Yeso/Anhidrita | <1-6

Feldespato <0.1-2.1 Barita <1-12

Biotita 1.4 Jarosita 34-1,000

Anfibol 1.1-2,3 Fosfatos:

Olivino 0.08-0.17 Apatito <1-1,000

Piroxeno 0.05-0.8

Fuente: Modificado de Lillo (2007).

3.1.3. Interaccién agua-fase sélida: movilizacion y retencién de arsénico

3.1.3.1. Adsorcidon/desorcion de arsénico en la fase solida

Debido al comportamiento del arsenato y arsenito la fuerza de la adsorcién de

estas especies arsenicales por las superficies de la fase sélida, dependerd en

parte de las diferencias de carga entre las especies acuosas y la fase sdlida

(6xidos de hierro, manganeso, materia orgdnica y arcillas), ya que determinan

el cardcter de las interacciones electrostdticas entre las especies y la fase

solida. En general, aunque depende de las fases minerales presentes, la
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mdxima adsorcidon de As(+3) se produce a pH > 8, mientras que la mdaxima

adsorcién de As(+5) se daapH<7.

3.1.3.2. Mecanismos de incorporacion de arsénico a las aguas
Se consideran varios mecanismos geoquimicos de liberacion y movilizacion de
arsénico a las aguas (FRTR, 2002; Lillo, 2007):

Oxidacion de sulfuros: es un mecanismo importante sélo localmente y en dreas
mineras con abundancia de sulfuros, aunque también puede involucrar pirita
autigénica. La oxidacién de sulfuros tiene lugar cuando el medio se halla en
condiciones oxidantes. El Fe disuelto fiende a precipitar en sulfatos de Fe
(jarosita) y Oxidos, y oxihidroxidos de Fe, con readsorcion y coprecipitacion de

arsénico.

Disolucién de oxidos y oxihidroxidos de Fe y Mn en condiciones dcidas: 10s
Oxidos y oxihidroxidos de Fe y Mn se disuelven en condiciones fuertemente
dcidas. El arsénico presente en ellos, tanto adsorbido como coprecipitado, serd
movilizado durante la disolucion. A diferencia de la desorcion, la disolucion es
eficaz en la movilizacidon de arsénico no Idbil, incorporado en la red estructural
del mineral. Esto explica, al menos en parte, las concentraciones altas de

arsénico en el drenaje dcido de minas.

Desorcion en condiciones oxidantes a pH alto: en condiciones oxidantes, se
produce la desorcidon de arsénico si se alcanzan valores de pH alto (>8.5).
Normalmente el incremento de pH se produce como consecuencia de los
procesos de meteorizacion e intercambio idnico, combinado con los efectos
de un incremento en salinidad en climas dridos y semidridos. El proceso de
desorcion en condiciones alcalinas es considerado como uno de los
mecanismos mads efectivos en cuanto a movilizacién de arsénico en
condiciones oxidantes, ddndose ademds una correlacién positiva entre la

concentracion de arsénico en la fase acuosa y los valores de pH.
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Desorcion y disolucion de 6xidos y oxihidroxidos relacionados con cambios a
condiciones reductoras

En condiciones reductoras, parece que una de las primeras reacciones que
tiene lugar es el paso de arsenato (As(+5)) adsorbido en condiciones oxidantes
a arsenito (As(+3)), que estd adsorbido mds debilimente en la superficie de los
oOxidos y oxihidroxidos de Fe y Mn. Ademds, estos minerales se disuelven en

condiciones reductoras.

Desorciéon por reduccion en la carga de superficie de la fase sélida: pueden
ocurrir una serie de fendmenos que causen una reduccion de la carga neta de
superficie en los Oxidos, provocando la desorcidn de arsénico. Estos fendmenos
incluyen cambios estructurales en los dxidos de Fe que tienen lugar al pasar de
condiciones oxidantes a condiciones reductoras que pueden asociar cambios

netos en la carga de superficie, en intensidad y densidad.

3.2. Drenaje dcido de mina

Los drenajes dcidos de antiguas explotaciones de carbdn y mineria metdlica
son una de las principales fuentes de contaminacién de las aguas subterrdneas
en el mundo.

El drenaje dcido de mina (DAM) es generado por la oxidaciéon de minerales
sulfurados vy lixiviacion de metales asociados, provenientes de las rocas
sulfurosas cuando son expuestas al aire y al agua. El desarrollo del DAM es un
proceso dependiente del tiempo y que involucra procesos de oxidacion tanto
guimica como bioldgica y fendmenos fisico-quimicos asociados, incluyendo la
precipitacion y el encapsulamiento. El desarrollo cldsico del DAM es a pH bajo
y rico en metales; sin embargo, la quimica del agua cambia volviéndose
gradualmente mds acida, con concentraciones crecientes de metales, y con
el paso del tiempo puede volverse de ligeramente alcalino hasta casi neutro, y
finalmente dcido.

Estas aguas siempre estdn asociadas a una coloracién ocreamarillenta de los

lechos de rios y lagos afectados. Contienen una gran canfidad de solidos en
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suspension, sdlidos disueltos totales, nuclidos radiactivos, nutrientes, acidez y un
alto contenido de sulfato y metales disueltos (Fe, Al, Mn, Zn, Cu, Pb, etfc.).

Es importante considerar que no todos los minerales sulfurosos son reactivos, ni
la acidez se produce en igual proporcidon y de igual manera no todos son
potencialmente generadores de DAM.

El principal responsable de la generacién de DAM es la oxidacion de la pirita,
que se favorece en dreas mineras debido a la facilidad con la que el aire entra
en contacto con los sulfuros (a través de las labores mineras de acceso y por
los poros existentes en las pilas de estériles y residuos), asi como, el incremento
de la superficie de contacto de las particulas. Asi, se considera que los factores
gue mds afectan a la generacion dcida son el volumen, la concentracion, el
tamano de grano vy la distribuciéon espacial de la pirita (Cortina et al., 1996).

En las primeras etapas de generacién de DAM la neutralizacién es inmediata,
ya que mientras se produce la oxidacion de los minerales sulfurosos existe
suficiente alcalinidad disponible (CaCOs) para neutralizar la acidez y precipitar
el hierro en forma de hidréxido, por este proceso es comUn ver un incremento
en calcio o magnesio u ofros metales, dependiendo de las rocas que fueron
consumidas para neutralizar el dcido.

Las consideraciones acerca de la cinética del hierro, las reacciones redox y de
precipitacion son muy importantes en el problema de calidad de agua como
es el DAM, donde la pirita (FeS2), calcopirita (CuFeSs), enargita (CusAsSs),
galena (PbS), esfalerita (ZnS) y arsenopirita (FeAsS) entre ofros, se oxidan
rdpidamente generando acidez y Fe¥* soluble a valores de pH de 2 ¢ 3 (Jenkins
etal., 1999; MMP, 2008).

La representacion estequiométrica cldsica del DAM se puede expresar en las

siguientes reacciones (Jenkins et al. 1999).

4FeS,, +140,+4H,0 <> 4Fe’ +8H" +850, (1)
4Fe* +4H" + 0, <> 4Fe* +2H,0 (2)
4Fe™ +12H,0 <> 4Fe(OH ), 5, +12H" 3)
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El resultado neto de estas reacciones es que se oxidan 4 moles de pirita para
producir 4 moles de Fe(OH)sis), lo que provoca la coloracion pardo amarillenta
del agua. Se producen 12 moles de H* que reaccionan con los minerales
calcdreos en el suelo lo que incrementa la dureza del agua y un elevado
contenido de solidos totales. Otra reaccion importante del DAM es la oxidacion
de FeSzs) con ion férrico (Fed*).

La estequiometria de esta reaccion es la siguiente (Jenkins, et al., 1999).

FeS,,, +14Fe™ +8H,0 <> 15Fe* +250,” +16H*  (4)

La oxidacion guimica de la pirita (ecuacién 4) es una reaccion relativamente
rdpida a valores de pH menores que 4.5, pero mucho mds lenta a niveles de pH
mayores a este valor. La velocidad del suministro de oxigeno es el elemento
qgue controla principalmente la velocidad de la oxidacidn quimica. A niveles
de pH inferiores a 4.5, la oxidacién por el hierro férrico se convierte en el
proceso de oxidacion dominante (MMP, 2008).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, el sulfato es uno de los
aniones menos toxicos, con una dosis letal para el hombre de 45 g. Si se
consume agua que contiene sulfato en concentraciones superiores a 600 mg/L
suelen presentarse efectos laxantes (WHO, 1996), el problema radica en que las
concentraciones de sulfatos enconfrados en DAM son cercanas a 3000 mglL!
(Benner, et al., 1996).

En la Figura 2, se observa como ocurre la oxidacion de la pirita al reaccionar
con el oxigeno para producir Fez y éste, a su vez, se oxida con oxigeno para
dar Fes*. El ion férrico puede precipitar como Fe(OH)s(s), o estar disponible a pH
<4 para oxidar mds FeSos) a Fe2* como se indica en la reaccidn 4. Al parecer, la
etapa limitante es la difusion del oxigeno que lleva acabo la reaccién de
oxidacion del ion ferroso soluble. Sin embargo, se ha demostrado que varios
microorganismos como Thiobacillus thiooxidans, Thiobacillus ferrooxidans y
Ferrobacillus ferrooxidans, son capaces de catalizar la oxidacion del idn ferroso
(Jenkins et al.,1999; Logan et al. ,2005 ). La accién de estos microorganismos

incrementa las velocidades de reaccién de 10 a un millén de veces mds que
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aqguéllas generadas por oxidacion quimica. Aungue este incremento depende
de ofros pardmetros fisicoquimicos como son: pH, concentracion de oxigeno,
fuentes de carbono y nutrientes disponibles, asi como del drea superficial del

sulfuro expuesto (Benner, et al., 2002).

FeS,s)—»Fe2*+S,>

FOr0
(o))

Figura 2. Esquema de mecanismos de oxidacién de la pirita en presencia de oxigeno
(Jenkins et al., 1999).

El Thiobacillus ferrooxidans cataliza una media reaccidon redox del Fe?*

(ecuacion. 5).

Fe** +0.250

hagy T2 5H,0 <> Fe(OH ), +2H" %)

Ademds, las reacciones de oxidacion de sulfuros se pueden deber a distintos
agentes oxidantes tales como: O2, Fed¥ o catalizadas por diferentes
microorganismos. Las reacciones pueden ocurrir de forma completa (ecuacion
6) o incompleta (ecuacion 7), la presencia de distintos agentes oxidantes
promueve la liberacion de iones metdlicos hacia la fase acuosa y da la

formacién de sulfato (Costello, 2003).

MeS +8Fe™ +4H,0 — Me™* +SO* , +8Fe™ +8H" (6)

MeS,,, +0.50,,,, +2H" — Me*" +S° + H,0 (7)

(ac)
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Donde Me representa cualquier ion metdlico, o arsénico, por ejemplo: As3*
Pb2t, Cd?*,Cu?* Nizt,Zn?* entre otros.

La geoquimica del drenaje dcido de mina es un fendmeno complejo que
involucra diversos procesos quimicos, fisicos y bioldgicos los cuales juegan un
papel importante en la produccion, liberacion, movilidad y atenuacion de los
contaminantes. Los procesos que contribuyen en su conjunto en la geoquimica

de las aguas dcidas son los siguientes [Lopez Pamo et al., 2002]:

Oxidacion de la pirita

Oxidacion de ofros sulfuros

Oxidacidn e hidrdlisis del hierro disuelto y otros metales
Capacidad neutralizadora de las aguas bicarbonatadas
Disponibilidad de oxigeno

Disponibilidad de agua liquida o en forma vapor

O Mmoo ® >

. Localizacién y forma de zonas permeables en relacién con las vias de
flujo

H. Variaciones climaticas (diarias, estacionales o episodios de formentas)

Calentamiento por conduccion y radiacién del calor generado en
diversas reacciones exotérmicas (oxidacion de la pirita, disolucion de
sales solubles y la dilucién de un dcido concentrado)

Temperatura

Accidén de catdlisis de las bacterias

Adsorcion microbiana de metales

J.
K.
L.
M. Precipitacion y disolucién de metales durante el tfransporte
N. Fotorreduccion del hierro

O.

Formacién de complejos orgdnicos

En algun momento en el futuro (décadas o posiblemente siglos) después del
inicio de la generacion de estos dcidos, la velocidad disminuird con la
oxidacion completa de los sulfuros mds reactivos y el pH se incrementard hasta
gue la roca se torne sélo ligeramente reactiva y el pH del agua de drenaje no

sea afectado. Pero para qué esperar a que el ecosistema trate de amortiguar
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todo el dano, es mejor promover medidas de mitigaciéon para controlarlo en un
menor tiempo, haciendo uso del conocimiento generado de cémo se produce
y qué consecuencias provoca el DAM, resaltando sobre todo que el sitio de
estudio que concierne a este trabajo no tiene la tendencia a formar DAM pero

si es probable que se genere el drenaje neutro de mina (DNM).

3.3. Definicion de una barrera reactiva permeable

Las barreras reactivas permeables (BRP) son el desarrollo de una nueva clase
de tecnologias para la remediacion de aguas subterrdneas (FRTR, 2002).
Consisten en emplazamientos interpuestos en el subsuelo con un conjunto de
elementos que permiten eliminar la contaminacién fransportada por las aguas
subterrdneas (Figura 3). Se implementan dentro de una zanja rellena con
material permeable (zona de reaccion) que reacciona con los productos
guimicos contaminantes (inorgdnicos o/y orgdnicos) mediante procesos fisicos,
quimicos o biolégicos; tales como: precipitacion, sorcién, oxido-reduccion,
fijacion o degradacién. Donde dichas reacciones dependen de pardmetros
como el pH, potencial oxido-reduccién y concentracion para llevarse acabo
adecuadamente (FRTR, 2002).

Las aguas que abandonan la barrera ( Figura 3), después de reaccionar con el
material de relleno, salen con concentraciones tales que pueden ser reducidas
posteriormente por atenuacién natural, antes de impactar otro cuerpo
receptor (EPA, 2001).

Para la implementacidén de una BRP es necesario caracterizar el sitio en el cual
se desea implementar, evaluando su geologia, hidrogeologia, precipitacion,
caudales pluviales y el drea disponible para colocar la barrera.

Las BRP se estructuran a partir del conocimiento de la zona afectada por la
contaminacion y de los compuestos presentes en ésta, ello permite definir las
dimensiones de la barrera, tipo de barrera (compuerta o flujo continuo), tanto
axial como longitudinalmente. El espesor se establece a partir del tiempo de
residencia definido por la permeabilidad del material de relleno empleado y

de las cinéticas de estabilizacion (EPA, 2001).
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Los materiales de relleno que se han utilizado mds comUnmente son el hierro
metdlico o granular, piedra caliza, tierra de diatomeas, carbdn activo, materia
orgdnica, perdxido, zeolita, bentonita, organobentonitas, cal, aserrin,
sedimento de acuiferos, microorganismos del suelo, relaciones mixtas de
metales (Fe-Pb), (Fe-Ni) y (Fe-Cu) y en menor escala Zn, Cu, Al, Mg, Sn metdlicos
entre ofros (EPA, 2001; Cardona, 2006).

Barrera Reactiva Permeable
Fuente de
contaminacion

Figura 3. Esquema de una barrera reactiva permeable propuesta para tratar agua
contaminada con iones metdlicos.

Las BRP normalmente se instalan de manera subterrdnea por lo que se puede
cubrir con tierra y vegetaciéon a fin de evitar el impacto que puede ocasionar,
finalizado el tratamiento puede optarse por excavar de nuevo la zanja vy
rellenarla con fierras limpias o mantener el reactivo agotado en el subsuelo.

Los sistemas con multiples barreras se pueden usar para obtener un tiempo de
residencia 6ptimo para la remocién adecuada de los contaminantes, también
son Utiles para plumas de contaminacién relativamente anchas y de alta

velocidad subterrdnea (Cardona, 2006).
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Las ventajas que muestran para su implementacién son grandes, debido a sus
tiempos de operacién que van en orden de anos o décadas, bajos costos de
mantenimiento, operacién y monitoreo, mecdnicamente simples, productos
finales no toxicos, nulo consumo de energia, nulos costos de bombeo, no se
requieren estructuras adicionales en la superficie, uso productivo del sitio
restaurado, seguras por no tener partes moviles, no causan ruido, no generan
un riesgo porque no hay contacto directo entre las personas y los
contaminantes que se tratan, ni con los productos generados.

Entre las desventajas encontradas, una de las mds importantes es que el
sistema de fratamiento depende directamente del material reactivo, el cual
deberd ser suficiente para reaccionar con los contaminantes y mantener un
buen tratamiento por décadas. Este material reactivo serd consumido por otfras
especies en disolucion diferentes al contaminante de interés disminuyendo
consigo la vida Util de la barrera (Cortina et al., 1996). Ofro problema es la
posible formacién de precipitados secundarios dentro de la zona de reaccién,
lo que disminuird el drea de superficie de reaccidén. También se pueden
desarrollar canales de flujos preferenciales debido a las conductividades
hidraulicas presentes en el sitio o modificadas temporalmente por el
funcionamiento de la BRP. En las barreras de reduccién de sulfato, los metales
disueltos son eliminados por la precipitacién de una fase mineral de sulfuro, que
también controla la estabilidad de dichos metales por su solubilidad. La
solubilidad de la mayoria de las fases sulfuro es baja, y en condiciones
anaerobias da como resultado una disolucidon con una baja concentracién de
metales disueltos. Por tanto, la oxidacion de los sulfuros podria provocar
desembocar en una rdpida liberacidén de metales a concentraciones muy
elevadas (Cortina et al., 1996), aunado a esto, el tratamiento al ser

considerado pasivo resulta dificil de darle seguimiento.

3.4. Potencial oxido-reducciéon (REDOX)

Los principales componentes de los acuiferos son silicatos, aluminosilicatos,

cuarzos, feldespatos y arcillas, los cuales contribuyen a que exista un pH neutro,
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ademds de poseer cargas negativas (anidnicas) en las superficies, dando
como resultado la atraccidén de contaminantes anidnicos y oxianiones.

Los aniones y oxianiones mds comunes de encontrar como contaminantes de
aguas subterrdneas son: sulfato, arsénico, selenio, cromo, molibdeno vy
antimonio, al igual que algunos nutrientes como fosfato y nitrato.

En el laboratorio se ha demostrado, mediante la aplicacion de experimentos
en lote, el potencial para remediar la contaminacion de aguas subterrdneas
utilizando los principios metodoldgicos de las BRP para tratar Cr(+6), NOs -, Se
(+4), As(+5), As(+3), Tc(+7), Mo(+6), Pb, PO+ y SO4Z, y a escala piloto se ha
probado el potencial de fratamiento para Cr (+6), Tc (+7), Mo (+6), SO 24, NO3
y PO 34 (EPA, 1998; Blowes, ef al., 2000; FRTR, 2002; Labastida, 2008a). Mientras
que para trabajos de campo se demostrd el tratamiento para Cr (+6), Tc (+7),
SO %4, NO 3y PO34 (Blowes, ef al., 2000)

Cuando el pH del DAM se incrementa se puede facilitar la precipitacion de
metales a hidroxidos u oxihidroxidos, como el hierro que forma oxihidroxidos
(FeEOOH) o hidréxidos (Fe(OH)s). En algunos casos el cambio de pH puede
provocar que el idn metdlico se vuelva insoluble bajo esas condiciones
(Costello, 2003).

Por lo tanto, las especies quimicas que se encuentren en fase sdlida o liquida
dependerdn directamente del potencial redox y el pH del medio. Por dicha
razén, es Util emplear los diagramas de Pourbaix, para estimar que fase del idn
metdlico podemos encontrar bajo determinadas condiciones de pH vy
potencial redox (Diagramas de Pourbaix).

En la Figura 4, se presenta el diagrama de Pourbaix para el hierro y el plomo,
donde se aprecia que cuando el potencial redox se hace mds positivo se
favorece la liberacion de metales hacia la fase acuosa, y a valores negativos
se ve un claro predominio de las fases sélidas.

De acuerdo al diagrama de Pourbaix (Figura 1), cuando se tiene un sistema As-
S-H20 vy el Eh disminuye (0.2V), se promueve la formacién de sulfuros insolubles
conocidos como oropimente (As2Ss3) y rejalgar (As2S2). Si se combina una
disminucion de Eh con un incremento de pH dicha especie (oropimente) se

mantiene hasta un pH cercano a 8. Pero si el valor de Eh disminuye mads y se
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tiene un pH entre 8 y 9 se observa una fransicion de fase hacia rejalgar (As2S2).
Sin embargo, se puede observar que se encuentran fases solubles de arsénico,

aun a potenciales reducidos (Eh de -0.3V) pero a pH superiores de 9 (ver Figura

1).

Platnerita +10

Anglesita ¥

05

Eh, volts

Hidrocerusita

pH

Figura 4: Diagrama Eh-pH para especies de Pb a la izquierda (EPA, 2007) y Fe a la
derecha (Stumm y Morgan, 1996).

En la Figura 5, se muestra el diagrama de Pourbaix para azufre. En éste, se
observa que a potenciales positivos y pH cercano a 4.5 se favorece la
oxidacioén de azufre a sulfato. Para pH de 4.5 a 7 también se forman sulfatos, sin
embargo, antes de esta oxidacién completa de azufre ocurre la formacién de
una fase de azufre elemental a Eh negativos. Finalmente se observa que a pH
superiores a 7 y potenciales menores a -0.4V, ocurre la transformacion de HS- a
sulfato sin formacién previa de azufre elemental.

El sulfuro de hidrébgeno es capaz de reaccionar con iones metdlicos en
solucién, para formar sulfuros metdlicos de baja solubilidad. Por tal razdén es
conveniente frabajar bajo dichas condiciones de pH y Eh para promover la

formacion de esas fases.
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Eh(\alts)

Figura 5. Diagrama de Pourbaix para H2-O-S, con la formacién de H2S a pH <7 y -0.4V
(Stumm y Morgan, 1996).

3.5. Reduccion biolégica

La reduccién de sulfato a sulfuro de hidrogeno es realizada por bacterias
sulfatorreductoras (BSR) bajo condiciones favorables, las cuales utilizan el
sulfato como aceptor de electrones durante el metabolismo de la materia
orgdnica (ecuacién 8). Los géneros de bacterias mds conocidas que realizan
este  proceso son: Desulfovibrio,  Desulfomicrobium,  Desulfobulbus,
Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfococcus, Desulfosarcina,

Desulfomonile, Desulfonema, Desulfobotulus y Desulfoarculus.

2CH,0+80,” —2HCO; + H,S (8)
Donde CH,Orepresenta el sustrato o materia orgdnica, el HCO, produce un
aumento de alcalinidad y el H,S reacciona con los metales disueltos para

formar sulfuros metdlicos insolubles que precipitan, tal como se observa en la
ecuacion 9.

M* +H,S > MSH)+2H" 9)
Donde M2+ puede ser cadmio, cobre, hierro, zinc, niquel, mercurio entre otros
metales que pueden precipitar como sulfuros metdlicos. Mientras que el
arsénico, antimonio y molibdeno forman sulfuros complejos. Metales como el

manganeso y niquel solo pueden ser removidos con la coprecipitacion de otros
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sulfuros. Al incrementar el pH se promueve la precipitacion de hidréxidos
metdlicos e insolubles (Doshi, 2006).

Para llegar a la reduccion bioldgica del sulfato a sulfuro de hidrégeno, existen
distintos aceptores de electrones que deben consumirse previamente (oxigeno,
nitratos, éxidos de manganeso y hierro) en la oxidacidn de materia orgdnica.
Estos procesos son fomentados por actividad bioldgica (Figura 6).

En ambientes naturales los compuestos inorgdnicos de azufre mdas comunes son
sulfuro, polisulfuros, tiosulfato, politionatos, azufre elemental, bisulfito y sulfato.
Los compuestos inorgdnicos mds comunes que se encuenfran en ambientes
naturales se emplean como donadores 0 aceptores de electrones, pueden ser

usados por muchos organismos con fines asimilativos o no asimilativos.

Reduccion de oxigeno (respiracion)
CH,0+0, —»CO,+H,0
Desnitrificacion
5CH,0+4NO,” +4H" —5C0, +2N, +7H,0

O, +4H" +4¢” - 2H,0

ANO; +12H* +10e” — N, +6H,0

Reduccion del manganeso

CH,0+2MnO, +4H* — CO, +2Mn* +3H,0

MO, ,, + HCO, +3H" +2¢ —>MnCO,,, +2H,0
0.

SJIoA U (/= Hd) XOQ3y [eous)lod

Reduccién del hierro
CH,0+4Fe(OH),+8H" — CO, +4Fe™ +1 14,0

(soAneusa)e seuol0s|e ap J0)daoy) oo1qosseuy

0
FeOOH +2H,

oy FHCO, +2H" +e&” — FeCO,

3(s)

Sulfato reduccion
2CH,0+ S 42’ +H"—> 2C0O,+HS™ +2H,0
Metanogénesis
2CH,0 — CH,COOH — CH, +CO,

SO, +9H" +8¢” — HS™ +4H,
CO,+8H" +e- ->CH,+2H,

(uoioeuidsay) sauoul09|e ap elOUBIBSURI) B| dlueINp Bjfiaus ap ojuswaldag

2C0, +8H" +8¢” — CH,COOH +2H,0
2H" +2¢” > H,
-0.5

<

Figura é. Secuencia de procesos redox realizada por microorganismos. Modificado de
Azadpour-Keeley et al., (1996).
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El sulfato y el sulfuro son los productos finales de la mayoria de las rutas de
oxidacidn o reduccidn de los compuestos azufrados, mientras que los
compuestos de azufre con estados de oxidacién intermedio pueden servir
como aceptores o donadores de electrones (Celis, 2004).

Las BSR generalmente utilizan compuestos de carbono simples como dacidos
orgdnicos y alcoholes, que funcionan como donadores de electrones para la
reduccion del sulfato, aunque algunas son capaces de utilizar hidrégeno
(Figura 7). Cuando la materia orgdnica compleja (o insoluble) se usa como una
fuente del carbono, ofras bacterias heterétrofas deben degradarla a
moléculas mds simples (Doshi, 2006).

Waybrant et al. (1998) reportan que se utilizé como sustrato orgdnico, o fuente
de carbono, una combinacién adecuada de lodo proveniente de plantas de
tratamiento de agua residual doméstica, hojas, aserrin y composta vegetal, se
obtiene una eficiencia de remocion de iones metdlicos de 99% para Niy Cd. Lo
anterior, debido a que el sustrato sodlido favorece la actividad de las BSR
mediante la disminucién de las condiciones redox.

A escala de laboratorio se ha documentado que como donadores de
electrones se utilizan sustratos de fdcil asimilaciéon tales como: lactato, acetato,
propionato, oxalato, glicerol, metanol, etanol y glucosa (Celis, 2004), pero la
adicién de estos compuestos eleva los costos de la barrera reactiva

permeable.
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Celulolisis
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Celobiosa

Celubiohidrdélisis

Glucosa Fermentacién
! i I
Lactato H, Co,

I

co, Acetato A

l v A

Sulfato reducciéon

Figura 7. Procesos microbiolégicos que pueden afectar la reduccién del sulfato con
una fuente de carbono orgdnico (Loga, et al. 2005).

3.6. Microcosmos

El microcosmos es una forma efectiva y directa de predecir los efectos
ecolégicos que se efectian en un experimento de laboratorio bajo
condiciones controladas. Es un sistema sintético que pretende simular el
comportamiento de los microorganismos en su ambiente natural, minimizando
los pardmetros asociados al fransporte (Krimsky, et al. 1995). Ademds de reducir
la cantidad de residuos generados dentro del diseno experimental.

El microcosmos se puede dividir en dos tipos: a) disenado para replicar la
complejidad del sistema ambiental y b) un sistema que evalle la interacciéon
especifica entre los reactantes y los microorganismos.

En el presente trabcjo de tesis se empled el microcosmos fipo b, para
comprender la cinética sulfato reductora y poder evaluar el diseno vy

operacion de una BRP.
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3.7. Cinéticas microbianas

La evolucion del cultivo en el tiempo, sigue una curva fipica denominada
Monod o de crecimiento en lote. Como se muestra en la Figura 8, en primer
lugar existe una fase donde prdcticamente no hay division celular pero si
aumento de la masa individual de los microorganismos (fase “lag” o fase de
retardo). Le sigue una etapa donde el crecimiento ocurre a una velocidad
maxima especifica (q) y constante, agmax (fase exponencial). Al final de esta
fase se alcanza la méxima concentracidén microbiana. Posteriormente hay un
rapido periodo de desaceleraciéon donde g — 0 y se entra en la fase
estacionaria, la cual es causada por agotamiento de algin nutriente (el
sustrato limitante) o bien por acumulacién de inhibidores. Durante esta fase Ia
concentracién microbiana (o de biomasa) permanece constante. Por Ultimo se
llega a donde la concentracion de biomasa disminuye por autolisis o como
consecuencia del metabolismo enddgeno (fase de decaimiento).

En particular la fase lag depende de la fase de crecimiento en que se
encuentran las células, en el momento de ser sembradas, asi también como de
la composicion del medio de cultivo en que fueron crecidas. La descripcion
matemdtica de la fase exponencial y el crecimiento estacionaria (rx) es la
siguiente.

De la definiciéon de p obtenemos

r.=q.X (10)

Donde X = concenfracion de biomasa. Hemos visto que ¢ (tasa de
crecimiento microbiano) varia durante el cultivo, siendo un valor constante y

maximo en la fase exponencial (g, ) y nulo en la estacionaria.
Monod propone una relacion muy simple entre el valor de gy la concentracion

de sustrato S (ecuacion 11).

S

_ ec(11
K +S (D

q = Qmax
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Donde K, es la Constante afinidad a sustrato, y da una idea de la afinidad
que fiene el microorganismo por el sustrato en cuestion. A menor K mayor
afinidad. Normalmente K tiene valores muy pequenos (102 - 103 g/I) por lo

que concentraciones relativamente pequenas de S son suficientes para hacer

que:
9 = Qe (12)
Reemplazando la ecuacién (11) en (12) queda:

S
ro= X 13
e g (13)

Al principio del cultivo todos los nutrientes estardn en exceso, y en particular el
sustrato limitante también, por lo que la ecuacién (13) se reduce a (fase
exponencial):

Vo = o X (14)

A medida que franscurre el fiempo de cultivo, S va disminuyendo (y por tanto
rx) hasta que finalmente tiende a cero (fase estacionaria), y

r.=0 ec(15)

lo que implica: x=x, =cte ec(16)
Donde: X, = concenfracion final de biomasa.

De la fase exponencial se calcula ¢,y ¢, (tiempo de inicio de la fase
X

exponencial) se puede calcular del grafico o tomando un valor cualquiera de

x que corresponda a la fase exponencial, x,, podemos calcular ¢, .

1 X,
t,=t,———In— ec(17)
qmax xO
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Ln X

Ln X
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L tiempo

Figura 8. Curva de crecimiento bacteriano Ln X vs fiempo.

Otro pardmetro que es importante de estudiar es la inhibicidon de los
microorganismos por algun factor ambiental o metabdlico (generado por los
propios microorganismos). Los tipos de inhibicidon que existen son los mismos que
los demostrados en cinéticas enzimdticas.

Competitiva: El inhibidor estd relacionado estructuralmente con el sustrato;
estos andlogos del sustrato compiten con el sustrato real por el centro activo
de la enzima; el grado de inhibicion depende de la relacién inhibidor-sustrato
mds que de la concentracion del inhibidor.

Acompetitiva: El inhibidor reacciona solomente con el complejo enzimo-
sustrato. Este fipo de inhibiciones se presentan frecuentemente en reacciones
bi-sustrato; es muy poco frecuente en reacciones de un solo sustrato.

No Competitiva: La unidn del inhibidor con la enzima se realiza en un sitio
diferente a su centro activo; el inhibidor puede reaccionar con la enzima libre o
con el complejo enzima-sustrato. Una inhibicion no competitiva se presenta,
con frecuencia, en enzimas que contienen grupos -SH.

Para el presente trabajo se empleara este Ultimo tipo de inhibicién debido a
que la variable afectada es la velocidad especifica de produccion de sulfuro

la gque nos permitird evaluar dicho comportamiento.
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qmax S
(K, +S)(1+ L)
’ K

1

g (18)

Donde:

g = Velocidad de produccioén de sulfuro (mmol H2S mg! SSV h1)

4... = Velocidad mdéxima de produccion de sulfuro (mmol H.S mg' SSV h)
S =Concentracién de sustrato dada ala ¢, (g DQO L)

K = Constante de afinidad por sustrato (g DQO L)

1 = Concentracion del inhibidor (mg L)

38



4. METODOLOGIA

4.1. Caracterizacion fisicoquimica del residuo minero-metalirgico (M3)

4.1.1. Muestreo

Los puntos de muestreo seleccionados se observan en la Figura 9. Las fres
tomas de muestras (JH, M2 y M3) realizadas en el distrito minero de Villa de la
Paz-Matehuala; en el Estado de San Luis Potosi, México, estdn definidas con
base en la informacién que se ha generado en el lugar. En este sitio se
determind que existe un nivel elevado de contaminaciéon, atribuido a la
dispersion hidrica y edlica, de arsénico y plomo asociada a las actividades
minero-metallrgicas del sitio (Razo et al. 2004)

Las muestras de suelo fueron obtenidas a 0-40 cm de profundidad. Estas se
utilizaron para la obtencidn de los consorcios de indculos de BSR denominados
M2 y JH. Las muestras de suelo se mantuvieron bajo condiciones reductoras
dentro de una bolsa de Gaspack que permite el consumo de oxigeno vy
mantiene condiciones de anaerobiosis durante el fransporte al laboratorio.

En la zona de estudio se recuperd una muestra problema de residuo minero-
metalurgico (M3) a una profundidad de 0 a 40 cm, dicha muestra se utilizd en
el presente trabajo de tesis debido a las elevadas concentraciones totales de
arsénico y plomo, asi como a sus diferentes niveles de bioaccesibilidad
previamente estimados.

Los andlisis fisicos y quimicos de las muestras se realizaron después de secarlas a
40°C. La bioaccesibilidad de arsénico y plomo en las muestras JH y M2 fue de
10, 56 % y 68, 95 % respectivamente (Labastida, 2007a).

Cabe resaltar que el muestreo y el aislamienfo de los consorcios
sulfatorreductores (JH y M2) fueron realizados, en el laboratorio de Restauracion
ambiental del Instituto de metalurgia de la UASLP, previamente a este trabajo

de tesis.
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Figura 9. Puntos de muestreo de M2 y JH dentro del distrito minero de Santa Maria de la
Paz, en Villa de la Paz-Matehuala, S.L.P. (Labastida, 2007a).

4.1.2 Cuantificacion granulométrica

El residuo minero-metalirgico (M3) fue transportado al laboratorio en bolsa de
polietileno, fue secado y posteriormente tamizado a tres tamanos de malla: a)
No. 60 (250 um); b) No. 30 (600 um) y c) No. 10 (2 mm). La fraccién mds fina
obtenida en la malla 60 fue analizada mediante un analizador de particulas de
difraccion ldser (Shimadzu, Modelo SALD-1100). Para dicho andlisis se utilizd
como agente dispersante el hexametafosfato de sodio (0.2 g) vy 3 g de
muestra, la cual se mantuvo en medio acuoso y en agitacion por 10 min para
su andlisis.

Cada una de las fracciones obtenidas de las mallas, fueron pesadas para

conocer las proporciones en tamano de particula del residuo (M3).
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4.1.3. Densidad y contenido volumétrico de agua

La densidad de M3 se determind con un picndmetro de 25 mlL calibrado
(acorde al DIN 12797). Se pesaron 2 g de M3 y se cuantificé la diferencia de
peso y volumen del picndmetro, lleno y vacio.

El contenido volumétrico de agua fue estimado por un método de
percolaciéon. Se colocaron 5 g de M3 en un crisol fipo Gooch y se irrigd con

agua desionizada hasta comenzar la percolacion.

4.1.4. Contenido de materia organica y alcalinidad

Se utilizaron 3 g de M3 para determinar la materia orgdnica por calcinaciéon a
550°C por 1 h en una mufla (VULCAN 3-550PD NEY), se cuantifico la diferencia
de peso inicial con respecto al final. Posteriormente ese mismo residuo se
infrodujo nuevamente a la mufla a 1000 °C por 1 h para la cuantificacion de
carbonatos, por la diferencia de peso de la materia orgdnica y el peso final
(Dean, 1974).

4.1.5 Andlisis quimico

El andlisis quimico para cuantificacion de As, Cd, Fe, Cu, Pb, Zn, Al, Si, Mny Ca
se readlizd por espectrometria de absorcidon atdmica (EAA) utilizando un
espectrometro Varian Spectra AA 220. Los limites de cuantificacién del equipo
para los elementos analizados con dicho equipo son los siguientes: 3 mg L' As,
0.03 mg L' Cd, 0.10 mg L' Fe, 0.07 mg L' Cu, 0.19 mg L' Pb, 0.01 mg L' Zn, 1.1
mg LT Al 2.1 mg L'Si, 0.05 mg L"Mny 0.05 mg L' Ca.

Los blancos reactivos de las digestiones fueron hechos con materiales
estdndares de referencia (SRM por sus siglas en inglés) certificados por el
Instituto Nacional de Estadndares y Pruebas de los Estados Unidos (NIST por sus
siglas en inglés). El SRM utilizado fue el correspondiente para concentraciones

elevadas de elementos traza, SRM 2710.
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4.1.6. Bioaccesibilidad

Se agregd 1 g de M3 en un matraz Erlenmeyer de 250 mL el cual contenia 100
mL de una solucion extractante compuesta de glicina (base libre, Sigma),
ajustada a pH 1 (Thermo Orion 420 A+) con una solucién de HCI 12.1 N ( J.T.
Baker) y temperatura de 37°C. El matraz se colocd en un agitador orbital
(Lumnister, BIA-22) a 150 rom durante 60 min dentro de una cdmara ambiental.
En este método mientras transcurre el tiempo es conveniente revisar el pH de la
solucion para mantenerlo siempre por debajo de 1.5. Una vez transcurrido el
tiempo, se filtra el sobrenadante con un filtro de fibra de vidrio con tamano de
poro 0.45 um, para su posterior andlisis por EAA. El experimento se realizd por

triplicado.

4.1.7. Digestion total asistida por microondas

Se tomd 0.5 g de M3 se sometid a digestion total con ayuda de un sistema de
digestion por microondas (Mca. CEM mod. MARSX 3100), se utilizd como medio
de reaccién una mezcla de 10 mL de HNOs/HCI (3:2 v/v), a una presion de 0-
300 psi por 10 min y con una rampa de temperatura hasta 150°C. La digestion
se mantuvo por 10 min a 150°C y 5 min de enfriamiento. El sobrenadante se
filtrd6 (Whatman no. 11) y se afor6 a 25 mL con agua desionizada;

posteriormente se analizd por EAA. Las muestras se prepararon por triplicado.

4.1.8. Movilidad fraccionada para cationes

La extraccion secuencial sucesiva (ESS) consiste en promover la movilizacién de
distintos metales que se encuentran asociados a distintas fracciones de suelo o
residuo (Figura 10). En el método se obtienen las siguientes fracciones: fraccion
soluble (SOL), fracciéon intercambiable (INT), fraccidon carbonatada (CAR),
fraccion de oxidos de Fe-Mn (OFM) y fraccion residual (RES).

Se utilizd ESS propuesta por Tessier (1979) modificada por Xiangdong (2001) y

Vdazquez (2007) (ver Figura 10). Para obtener la fraccion soluble se colocd 1g de
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M3 en tubos para centrifuga de 20 mL y se agregaron 16 mL de agua
desionizada (pH = 5.56) y sometiendo a agitacién por 20 min en un equipo
rotario (Mca. Heidolph Mod. REAX20) a 3000 rom. Posteriormente los tubos se
centrifugaron (Mca. Beckmam Coulter Mod. Allegra) a 2500 rom por 15 min.
Transcurrido el tiempo se observd la presencia de dos fases a) liquida y b)
solida. El sobrenadante (fase liquida) se recuperd por filtracidon con un tamano
de poro de 0.45 micras (Pall Corporation), finalmente se acidificé con HNOs al
37% y se aford a 25 mL para su posterior andlisis por EAA. Mientras que la fase

solida (M3) se empled en el siguiente pasd de la extracciéon para la obtenciéon

de la fraccidn intercambiable.

Soluble

Agua desionizada

¥
Intercambiable

MGCL, 0.5 M)

¥
Carbonatos —————

CH,COONa [1 /) pH a5

Marvilidad de As en dxidos de Fe v Mn
NaH PO, (18]

L i

Owidos de Fe y Mn PR -
MH,OH.HC! [0.04 8]y CH,COOH al 25% wiv, a 26°C

i

Materia organicay sulfuros

H,O, al 30% [pH 2 HNO2 ol 37%) a 85 °Cy CH,COONH, (3.20) HNO, ol 20 %w i,

l

Resicual
HN O AHCH [3:2whv), p: 0-300 psi, 150°C

Figura 10. Extraccién secuencial selectiva para metales (-) y Arsénico (- -) contenidos en
suelos (Tessier,1979; Xiandong, 2001; Keon et. al. 2001 y Vdazquez, 2007).
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Los metales asociados a la fraccion intercambiable se obtuvieron al adicionar
16 mL de MgCl2 (0.5 M). Se agitd y centrifugd bajo las condiciones antes
mencionadas. La fase liquida se recuperd y analizd por EAA vy la fase sélida se
utilizd para obtener la fraccidén asociada a carbonatos.

La fraccion carbonatada se obtuvo al adicionar 16 mL de CH3COONa (1 M), al
residuo de la extraccién anterior, ajustando el pH a 5 con CH3COOH, y
manteniendo el tiempo de agitacion por 5 h. Se centrifugd y el sobrenadante
se recuperd y analizé de igual forma que la primera fraccion. A la fase sélida
recuperada se le adicioné 16 mL de NHsOH.HCI (0.04 M) y CHsCOOH al 25 %
v/v, en un sistema semicerrado con un bano maria por 6 h a 96°C, para
obtener la fraccidn de metales asociada a Oxidos de Fe-Mn. Después se
prosiguidé a recuperar y analizar el sobrenadante igual que la fraccién soluble.
La fase sdlida se recuperd y sometid a condiciones oxidantes, se destruyd la
materia orgdnica y sulfuros, adicionando 3 mL de H202 al 30% y ajustando el pH
a 2 (HNOs al 37%), denfro de un bano maria por 2 h a 85 °C. Transcurrido el
tiempo se dejd enfriar la muestra y se repitid el procedimiento antes
mencionado pero ahora por 3 h.

Posteriormente se dejoé enfriar la muestra a temperatura ambiente y se
adicionaron 5 mL de CH3COONHs (3.2M) con HNOs al 20 % v/v. Se agité y
centrifugd en el tiempo y condiciones establecidas anteriormente. La
recuperacion y andlisis del sobrenadante se realizd como en la fraccion
soluble. Por Ultimo, la fase sdlida, recuperada de la fraccion MOS, se sometid a
digestion total (ver seccion 4.1.7.) para obtener la fraccion residual. Cada

muestra se realizd por triplicado.

4.1.8.1. Movilidad fraccionada para aniones (As)

Se desarrolld el mismo procedimiento mencionado en la seccidn 4.1.8 para
obtener la fraccién soluble, intercambiable y carbonatada de arsénico.
Posteriormente se aplicd la extraccién propuesta por Keon et al. (2001), que

consiste en someter al residuo sobrante (fase sdlida) de la fraccion
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carbonatada por dos periodos de 24 h en contacto con 20 mL de NaH2PO4 (1
M).

En cada periodo se recuperd el sobrenadante (fase liquida) y se analizd de
igual manera que en la seccidon anterior. Las muestras se prepararon por

triplicado.

4.1.9. Determinacion de sulfato

El método (4-188) fue modificado del propuesto en APHA (2005) utilizando la
curva de cdlibracion para bajas concentraciones de sulfato y se variaron los
volumenes de muestra y solucidon amortiguadora utilizada. Esta modificacion se
hizo debido a que los volumenes mdaximos de muestra, obtenidos en la seccién
4.1.8.y 4.1.8.1. fueron de 25 mL y en dichas muestras se hace la cuantificacion
del sulfato.

La curva de calibraciéon se prepardé con una serie de diez muestras, cuyo
intervalo de concentraciones fue de 1 a 10 mg mL' de sulfato de sodio
(Na2SO4) y 20 mL de solucion amortiguadora (MgCla. 6H20; CH3COONa -3H20;
KNO3; Na2SO4; CH3COOH). Se agregd 0.1 g de BaClz a la muestra y se puso en
agitaciéon por 1 min.

Los espectros de absorcidn se registraron frente a un blanco reactivo, en el
intervalo de 350 a 450 nm, con una resolucidén de 0.2 nm y se cuantificdé a 420
nm, empleando un espectrofotdmetro UV-VIS (Mca. Beckmann, DU, 650).

Los limites de deteccidn y cuantificacion se estimaron a partir de una serie de
10 muestras como blanco reactivo, preparadas en las condiciones descritas
anteriormente. La repetibilidad del método se establecid a partir de una serie
de 10 muestras, cuya composicidon en NazSOs4 fue de 3 mg mL!. Se calculd la
desviacién estadndar relativa expresada como porcentaje (Valcdrcel, 1999). La
validacion externa del método se llevd a cabo a traves de la serie de muestras
cuya composicion fue la misma que las utilizadas en la calibracion pero a

diferentes concentraciones.
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4.1.10. Determinacion de fases cristalinas mayoritarias

Se utilizd un equipo de difraccion de rayos-X (DRX) para la identificacion de las
fases cristalinas mayores a 5 %, empleando un difractdmetro Rigaku DMAX 2200
con radiacion Ka de Cu de 2 a 90° con intervalos de 0.02 segundos durante 5
min a una velocidad de barrido de 8.5 scan min-'.

La muestra pulverizada se colocd en un portamuestras de aluminio, haciendo
pasar un haz de radiaciéon a través de ella, produciendo una serie de datos los
cuales se transforman posteriormente en un espectro de difraccion ¢
difractograma, el cual fue comparado con patrones de difraccidn para

identificar las fases predominantes.

4.2. Procesamiento del biosélido o sustrato orgdnico

Se necesitaba comprobar el consumo de un sustrato de lenta degradacién, ya
que esto proporcionaria una vida media mayor al sistema sulfatorreductor
(Gilbert et al., 1996), debido a la dosificacion de la fuente de carbono para los
microorganismos. Por lo cual, se decidié utilizar un sustrato que funge como
desecho de un proceso de tratamiento de aguas residuales aerobio, o que lo
hace econdmico, de fdcil obtencién y no téxico.

El sustrato orgdnico sdélido empleado en esta tesis es lodo de purga
proporcionado por la planta de tratamiento de agua residual de lodos
activados del parque Tangamanga | ubicada en San Luis Potosi, S.L.P, y se
denominard en esta tesis como biosdlido por su origen.

El biosdlido se transporté al laboratorio en botes de polietieno y en un
transcurso menor de 8 h fue procesado de la siguiente manera: se dejo
sedimentar el tiempo suficiente para eliminar el sobrenadante, seguido de esto,
se centrifugd a 1500 rom por 10 min. Posteriormente se introdujo en una
autoclave (Mca. ALLAMERICAN, modelo 25X-1) a 120°C y 150 psi durante 20
min con la finalidad de eliminar todos los microorganismos provenientes del

biosdlido.
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Posteriormente se colocaron aproximadamente 150 g (peso humedo) del
biosdlido en matraces de bola de 250 mL y se sometieron a congelacién a -
40°C utilizando un congelador de eje rotatorio (Mca. LABCONCO) por un
periodo de 20 min. Transcurrido el tiempo el matraz se montd en un sistema de
liofilizacion (Mca. LABCONCO) de doce puertos. Este Ultimo paso requirid un
tiempo de 48 a 72 h.

Finalmente el biosdlido liofilizado (y efiqguetado como BIOSL) fue extraido de los
matraces y guardado en bolsas de polietieno colocadas dentro de un
desecador hasta su posterior uso.

Cabe resaltar que por las pequenas cantidades de BIOSL obtenidas del lodo
de purga, fue necesario hacer tres visitas a la planta de tratamiento de aguas

residuales Tangamanga |.

4.2.1. Caracterizacion fisicoquimica del biosélido o sustrato orgdanico

La determinacién de la densidad y el contenido volumétrico de agua se realizé
de la misma forma que se explica en la seccidon 4.1.3. Para la cuantificacién de

metales totales se siguid el procedimiento mencionada en la seccion 4.1.7.

4.2.1.1. Determinacién del carbono orgdnico total (COT)

Para la determinacion de carbono total (CT) se utilizaron 13.5 £ 4 mg de BIOSL,
el cual fue colocado en una celda de cerdmica previamente calcinada a 200
°C por 20 min, ésta se intfrodujo en el equipo de CT en el modulo para muestras
solidas (Mca. TOC-Vcsn, SHIMADZU, Solid sample module, SSM-5000) a 550 °C.
La ignicidn se readlizd instantdneamente. Para el carbono inorgdnico se
utilizaron 11.55 + 0.05 mg de BIOSL colocdndose en la celda y adicionando 0.6
mL de dcido sulfurico. Se sometid a calcinacién a 200 °C. La cuantificacion se
realizd por diferencia de pesos. El blanco para cada experimento fue una

celda limpia y la determinacion se realizd por triplicado.
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4.2.1.2 Determinacién de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

La DQO se determind de acuerdo a lo establecido en el método 5-14 del APHA
(2005) empleando una solucién de digestion (1.5 mL) de dicromato de potasio
(K2Cr207) de alto rango, 3.5 mL de dacido sulfurico (H2SO4). Sin eliminacion de las
interferencias por nitritos.

La curva de calibracion se elabord utilizando como estadndar biftalato de
potasio (KHCsH4O4). Se prepard una serie de seis muestras cuyo intervalo de
concentracion fue de 100 a 600 mg L' de KHCsH4O4. La validaciéon externa del
método se llevd a cabo a través de la serie de muestras cuya composicion fue
la misma que las utilizadas en la calibracidén pero a distintas concentraciones.
Las muestras se mantuvieron en reflujo por 2 h a 150 °C.

Los espectros de absorcidn se registraron frente a un blanco reactivo, en el
intervalo de 550 a 650 nm, con una resolucidén de 0.2 nm y se cuantificdé a 600
nm empleando un espectrofotdbmetro UV-VIS (Mca. Beckmann, DU, 650).

Se pesd 0.5 g de BIOSL, colocdndolo en un matraz aforado de 500 mL y se
aforé con HCI 0.01M. La solucién se mantuvo en agitacion hasta el momento
de fomar los 2.5 mL de muestra. La alicuota se mezcld con el K2Cr207 y el H2SOa.
Todas las muestras se trataron de la misma manera que las preparadas para la

curva de calibracion.

4.3. Inéculos de trabajo

Las comunidades microbianas con actividad reductoras de sulfatos (ARS), se
aislaron del distrito minero de Villa de la Paz-Matehuala. Se obtuvieron dos
consorcios denominados JH y M2 (Labastida, 2007a), los cuales se emplearon
para la realizacién del presente trabajo de tesis.

Los consorcios previaomente aislados se mantuvieron en crecimiento en botellas
serologicas de 120 mL con un medio de cultivo liquido a pH 7 denominado
Postgate, especifico para bacterias con ARS. La temperatura de incubacién

para los indculos y experimentos posteriores se mantuvo a 30 °C dentro de una
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cdmara ambiental. Nunca se agitaron los inéculos, ni los experimentos cinéticos

que se readlizaron a lo largo del presente trabajo de tesis.

4.4. Medios de Cultivos

Composicion de los medios de cultivo empleados en los experimentos a pH 7.

1. Medio Postgate: NHs«Cl (1 g L), KH2PO4 (0.5 g L7), Na2SO4 (4.5 g L),
CaCl22H20 (0.04 g L), (CH2COONa)22H20 (0.6 g L), MgSO4-7H20 (0.06 g L),
FeSO47H20 (0.004 g L), C2HaNaO:2S (0.1g), CeHsOs (0.1 g L'), exiracto de
levadura (1 g L), CsHsOsNa (2.3 mL L), NaC2H3O2 (2.5 g L), CsHsNaOs (1.1 g L-
1) .

2. Medio basal (A): NHsCl (1 g L7'), KH2PO4 (0.5 g L), Na2SO4 (4.5 g L),
CaCl22H20 (0.04 g L), (CH2COONa)22H20 (0.6 g L), MgSO47H20 (0.06 g L),
FeSO47H20 (0.004 g L71), C2HsNaO-2S (0.1g). El medio basa Al es sin hinguna
fuente de sulfato.

3. Medio basal (B): NH«Cl (1 g L), KH2PO4 (0.5 g L), Na2SO4 (2.25 g L),
CaCl22H20 (0.04 g L), (CH2COONQ@)22H20 (0.6 g L), C2HsNaO2S (0.1g).

4.5. Determinacion de sulfuro de hidrégeno (H2S) en medio liquido

La determinacion del sulfuro de hidrégeno, se determind de una curva de
calibracién preparada a partir de una serie de diez muestras, cuyo intervalo de
concentraciones fue de 0.5 a 26 mM de sulfuro sédico (Na2S-9H20) a pH 7. Para
ello, se anadieron volumenes adecuados de la disolucidon patron de NasS de
100 mM, llendndose con agua hasta el aforo. Los espectros de absorcion se
registraron frente a un blanco reactivo, en el intervalo de 400 a 550 nm, con
una resolucién de 0.2 nm cuantificando a 480 nm (Cord-Ruwisch, 1985).

Los limites de deteccion y determinacidn, se estimaron a partir de una serie de
10 blancos reactivos, preparados en las condiciones descritas anteriormente.
La repetibilidad del método se establecid a partir de una serie de 10 muestras,
cuya composicion en Na2S-9HO fue de 7 mM. La validacion externa del

método se llevd a cabo a través de una serie de siete muestras. El intervalo de
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concentracién fue el mismo que para la calibracién pero con diferentes
concentraciones de NaoS. Estas muestras se prepararon y analizaron en las
mismas condiciones que la serie de calibracién.

Para la cuantificaciéon del sulfuro disuelto se tomd 0.1 mL de muestra mediante
una jeringa de insulina, la muestra se hizo reaccionar en 4.5 mL de una solucién
0.005 M de sulfato de cobre (CuSO4) vy 0.05 M de dcido clorhidrico (HCI),
inmediatamente se midid la absorbancia a 480 nm por espectrofotometria UV-
Vis.

4.6. Cinéticas sulfatorreductoras

4.6.1. Cinética sulfatorreductora utilizando como donador de electrones las

fuentes de carbono del medio Postgate y el biosélido liofilizado

Las cinéticas bacterianas fueron montadas en botellas seroldgicas de 120 mL
(experimentos en lote), llenas por completo con medio Postgate e inoculadas
con distintas concentraciones conocidas de biomasa (JH o M2) que se
determind por el método de sdlidos suspendidos voldtiles 2-56 del APHA (2005).
La concentracidon de biomasa varié para cada uno de los experimentos del
presente trabajo debido a que, la reproduccidon celular de bacterias
sulfatorreductoras tomé de 3 a 5 dias y por el nUmero de botellas serolégicas
(10) con las que se contd para la generacidon de biomasa. La concentracion
de biomasa se especifica para cada experimento en el capitulo de resultados
para todos los experimentos realizados en el presente trabajo de tesis.

Se evalud la cinética de produccion del sulfuro disuelto por el método Cord-
Ruwisch (1985), asi como, el fiempo necesario hasta alcanzar la fase
estacionaria de la cinética. El experimento fue realizado por triplicado a pH 7.
Se siguid el mismo procedimiento mencionado anteriormente pero empleando
el medio basal A y sustituyendo el donador de electrones del medio Postgate
por el BIOSL, en concentraciones de 50, 100 y 200 % del carbono total que

aporta el medio Postgate, que corresponden respectivamente a 182, 350.1 y
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700.2 mg DQO L' del BIOSL. El experimento se realizé por friplicado y se utilizd

como blanco positivo el medio Postgate para cada inéculo.

4.6.2. Cinéticas de adsorcion del H2S sobre el biosdlido liofilizado

En botellas seroldégicas de 120 mL, llenas de medio basal A, se infrodujeron
824.84 mg (350.1 mg DQO L) de BIOSL a los cuales se les anadieron distintas
concentraciones de sulfuro soédico (pH 7); 3.6, 4.3, 9.5, 10.2, 14.8, 17.4, 18.1, 19.2,
21.0 y 23.6 mM H2S. Se evalud la variacién de la concentracion del sulfuro
disuelto a lo largo del fiempo en los distintos experimentos que se realizaron por

friplicado.

4.6.3. Comportamiento del biosélido liofilizado a diferentes concentraciones en

presencia de JH y M2 en ausencia de fuente de sulfato

Se variaron las concentraciones del donador de electrones (BIOSL) en 22.7,
49.7,91.0, 182.0, 350.1 y 700.2 mg DQO L' con medio basal A. Se inoculd para
cada concentraciéon con un consorcio microbiano (JH o M2). La variable a
evaluar fue el comportamiento éptico de algin compuesto orgdnico soluble
que absorbiera luz a la misma longitud de onda a la cual se cuantificd el sulfuro
(480 nm), por lo que se siguid el mismo procedimiento empleado para la

determinacion de sulfuro disuelto.

4.6.4. Cinéticas de consumo de oxigeno disuelto (OD) y variaciéon del potencial
de oxido-reduccion (Eh) de consorcios microbianos sulfatorreductores (JH y
M2)

Se sometieron concentraciones conocidas de los consorcios microbianos (JH vy
M2) a pruebas respirométricas con el método 2-79 (APHA, 2005) empleando el
medio Postgate. Estos consorcios microbianos se colocaron en matraces

Erlenmeyer de 125 mL, variando el volumen de liquido (pH 7) de 123 mL (sin
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cabeza de aire) y 115 mL (con cabeza de aire) y se mantuvieron
herméticamente cerrados para evitar entrada de oxigeno en el sistema.

En las pruebas respirométricas la muestra se agitd por 4 min hasta alcanzar una
concentracién inicial méaxima de 5 mg L' OD.

Para evaluar los cambios en el Eh se utilizaron ambos consorcios bajo las
mismas condiciones de volUmenes de solucion y de cabeza de aire, y se siguid
el comportamiento utilizando el medio Postgate y el BIOSL con el medio basal
A (misma concentracién de carbono total).

Se introdujo un electrodo de oxigeno disuelto (Clark YSI model 58) y un
electrodo de oxido reduccién de Ag/AgCl (Termo Orion modelo 420 A*,
Ag/AgCl, que con respecto al electrodo estdndar de hidrogeno (SHE) se
encuentra desplazado 197 mV) respectivamente para cada experimento,

hasta obtener un valor de 1 mg L' OD y -240 mV (ver Tabla 3).

Tabla 3. Matriz experimental de respirometrias y REDOX

Consorcio Respirometria REDOX
Postgate Postgate BIOSL
c/CA |s/CA c/CA | s/CA | c/CA |s/CA
JH v v v v
M2 v A VA VA

c/CA con cabeza de aire; s/CA sin cabeza de aire

Los resultados de estos experimentos, con los dos consorcios estudiados, se

presentan en la seccidon 5.4.4y 5.4.5.

4.7. Determinacion de pardmetros cinéticos qmax Y Ks (cinéticas de BIOSL)

Se readlizaron seis evaluaciones de las actividades sulfatorreductoras
independientes con biosdlido liofilizado (donador de electrones) a distintas
concenfraciones 22.7, 49.7, 91.0, 182.0, 350.1 y 700.2 mg DQO L' a pH 7.0.
Empleando botellas serolégicas de 120 mL llenas con medio basal B. Se

obtuvieron las velocidades de produccion de sulfuro (g) a diferentes
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concentraciones de BIOSL, y los valores de gmax Y Ks s& obtuvieron del gjuste de
los pardmetros considerando una cinética tipo Monod.

Los experimentos en lote fueron readlizados por ftriplicado para cada
concentracién y consorcio microbiano (JH y M2), monitoreando el sulfuro

disuelto y los resultados se presentan en la seccion 5.5.1

4.7.1. Evaluacion del H2S como agente inhibidor en los consorcios JH y M2 en

presencia de biosélido liofilizado

Los experimentos en lote para evaluar al sulfuro como inhibidor, se llevaron a
cabo en botellas seroldgicas de 120 mL llenas con medio basal B y 350.1 mg
DQO BIOSL como sustrato para ambos consorcios sulfatorreductores (JH y M2).
Las concentraciones de sulfuro experimentales se establecieron dentro de los
valores especificados en la seccidn 4.6.2, por lo que se trabajé con 2, 5, 8,10 y
15 mM H2S, infroducidos al sistema como Na2S-9H20 a un pH de 7 al inicio de
cada experimento. La variable a seguir fue la concentraciéon de sulfuro disuelto
en el medio liquido.

Las velocidades especificas de produccion de sulfuro (g) obtenidas en cada
lote y para cada especie de sulfuro, sulfuro total (ST) y sulfuro de hidrégeno
(H2S), se presentan en las Figuras 39 y 40. El andilisis de estos resultados se

discuten en la seccidon 5.4.2.

4.8. Estabilizacion de M3 por actividad sulfato reductora

Con los valores de gmax Y Ks establecidos, al igual que la cuantificacién de
metales pesados totales (BIOSL y M3) vy sulfatos (M3), se prosiguid al siguiente
diseno experimental.

Se plantearon tres ensayos de microcosmos, tal como se muestra en |la Tabla 4,
en donde se considero lo siguiente:

1) Evaluar el comportamiento de los indculos (JH y M2) en presencia de M3.

2) Evaluar el comportamiento del BIOSL y el residuo sin indculo.
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3) Evaluar el comportamiento de los inéculos (JH y M2) en presencia del BIOSL y

el residuo M3 bajo distintos contenidos volumétricos de agua.

Tabla 4. Diseno experimental de los microcosmos planteados

Microcosmo | Variables Contenido
volumétrico de agua

1 In6éculo (JH y M2)-Residuo M3 Inundado

2 BIOSL-Residuo M3 Inundado

3 Indculo(JH y M2)-BIOSL-Residuo M3 1, 30 y 70 % de
humedad e
inundado

Los ensayos de microcosmos se realizaron en lote dentro de botellas seroldgicas
de 120 mL con el medio basal B a pH de 7, con 5 g de M3y 350.1 mg DQO L.

En los tres microcosmos se cuantificd la presencia de sulfuro disuelto. A los
microcosmos 1y 2 se les dio seguimiento por 7 dias a diferencia del 3 que solo
se siguiod por 30 dias.

Transcurrido el tiempo del microcosmos 3, se separaron los elementos que lo
conformaban de la siguiente forma:

El liguido del sobrenadante se decanté y determiné el pH y Eh seguido de esto
se acidificdé con HNOs (37 %) para su posterior andilisis por EAA.

El precipitado de color amarrillo formado se extrajo por succién, posteriormente
se lavd con 5 mL de agua desionizada para eliminar el exceso de sales
provenientes del medio basal B. Finalmente se llevd a sequedad a 20 °C por 3 h
para su posterior andlisis por MEB.

La mezcla sélida del BIOSL y residuo M3, se lavo en 3 ocasiones con 5 mL de
agua desionizada y en cada ocasion se recupero el BIOS por flotacion.

Se tomd 1 g del residuo M3, el cual fue montado en probetas de resina epdxica
para posteriormente ser desbastadas, pulidas y recubiertas con oro antes de
ser analizadas por microandlisis EDS (espectrometria de energia dispersa)

acoplado al Microscopia electrénica de Barrido (MEB) empleando un equipo
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Phillips XL30 con un voltaje de aceleracion de haz de electrones de 20 KV y una
corriente de 50 nA. Las muestras fueron observadas bajo el modo de electrones
refrodispersados.

Otro gramo de M3 se sometidé a la prueba de movilidad fraccionada para
cationes (cf. Secciéon 4.1.8) y los sobrenadantes se analizaron por EAA.

A un tercer gramo de M3 se le aplicé la movilidad fraccionada para cationes
pero el proceso se detuvo en la destruccion de carbonatos y éxidos, el residuo
recuperado de estos pasos se montd en resina epdxica dando el mismo
tratamiento y andlisis ya mencionado.

El sobrenadante se analizd por EAA (seccién 4.1.5.), el precipitado amarillo se
montd en soportes de aluminio que fueron recubiertos por carbdén antes de ser
analizados por MEB.

Se realizdé la digestion total al BIOSL para cuantificar los metales del

sobrenadante por EAA (cf. Seccion 4.1.7.).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacién fisicoquimica del residuo minero-metalirgico

La caracterizacion fisicoquimica del residuo M3 permite conocer su
composicion y los procesos que eventualmente podrian llevarse a cabo bajo
distintas condiciones experimentales. Este residuo fue elegido ya que contfiene
principalmente fases mineraldgicas oxidadas (Razo 2002) que sirvieron de
referencia para comparar el estado final del mismo después de un proceso

reductor al que fue sometido.

5.1.1. Determinacion granulométrica, densidad y contenido volumétrico de

agua

El andlisis granulométrico del residuo M3 indicd que de 624 g (famano de la
muestra) de M3, el 29.84 % en peso corresponden a particulas con un didmetro
menor a 250 um, 28.1% eran particulas con didmetro entre 250 y 600 um vy el
43.05% eran particulas con didmetro mayor a 600 um e inferiora 2 mm.

El andlisis por difraccién laser de particulas menores a 250 um indicd que el
tamano predominante fue de 100 um, representando el 60 % del acumulado; y
el didmetro de 1 um representd el 3% del total (Figura 11). Es decir particulas
menores a 1 um se encuentran en menor proporcidon lo cual en términos de
salud es benéfico, ya que este tamano de particulas son las que llegan a
afectar el sistema respiratorio (alvéolos).

Empleando el método picnométrico se determind que el residuo M3 tiene una
densidad de 2.40 + 0.18 g cm3. El contenido volumétrico de agua estimado
por el método de percolacion fue de 0.738 + 0.008 mL g! M3. Estos datos fueron
utilizados posteriormente para variar el contenido volumétrico de agua en los

experimentos descritos en la seccion 4.1.3.

57



60 [ ]

50 [ ]
40 4

o

el

©

g 30 /l

=] J

<

2 20

104 g |

. . . . I
0 20 40 60 80 100
Diametro um

Figura 11. Andlisis granulométrico del residuo M3 para particulas menores a 250 ym
obtenido por difraccion ldser.

5.1.2. Cuantificaciéon de materia orgdnica, carbonatos y fases cristalinas

El contenido de materia orgdnica, en las tres fracciones granulométricas, se
encontrd entre 48 y 75 mg kg'. Este valor es inferior inclusive al reportado para
suelos con bajo contenido de materia orgdnica, 100 mg.kg' (Stevenson, 1982).
En la Figura 12 se puede apreciar que en la fraccion menor a 2 mm es donde
se obtuvo la mayor cantidad de materia orgdnica y existe un ligero (4 mg kg
M3) incremento de carbonatos en la fraccién menor a 250 um.

Caso conftrario ocurre con el contenido de carbonatos presentes en M3 que
oscilan entre 189 y 198 mg CaCOs kg!' M3. Este mineral establece un sistema de
amortiguamiento al estar presente en medio acuoso, con las siguientes
especies (CO2(g)); acuoso (COz(aq)), (H2COs), (HCOs), (COs%), asi como con los
solidos que lo constituyen permitiendo la neutralizacion del DAM. Ademds, hay
especies individuales de interés que intervienen en reacciones importantes,
distintas a las interacciones dcido-base, como el didxido de carbono que estd
implicado en el proceso bioldgico de respiracion (CO2 producido) y biosintesis

por autdtrofos y organismos fotosintéticos (CO2 consumido) (Jenkis et al., 1999).
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En la Figura 13 se aprecian las fases mayoritarias de la fraccion granulométrica
mayor a 250 um y menor a 2 mm, en esta se observa principalmente cuarzo

[$i02] ,illita [(K,HsO)(AlL,Mg,Fe)2(8i,Al)sO10[[OH)2, (H20)]] y calcita [CaCOs].

=2 Materia organica
2004 =3 Carbonatos

= 150 1

residuo

«~ 1004

Concentracion

50

(en mg kg

Dié'?‘netro de particﬁla (en um):
A <250; 250<B <2000; 600 <C <2000

Figura 12. Cantidad de materia orgdnica y carbonatos presentes en el residuo M3 de
acuerdo al tamano de particula.

5.1.3. Andlisis quimico de metales (digestion total y bioaccesibilidad)

Para el andlisis de metales totales y su correspondiente bioaccesibilidad, se
utilizaron 0.5y 1 g; de la fraccidon menor a 2 mm, de M3 respectivamente.

En la Tabla 5 se observan las concentraciones totales de los metales que se
encuentran en el residuo M3 y sus respectivos porcentajes de bioaccesibilidad.
Los resultados indican claramente que el residuo minero-metarldrgico
proveniente del distrito minero de Villa de la Paz representa un grave riesgo
para la poblacidn que estd en contacto directo con ellos, debido a que
presenta concentraciones de As y Pb por arriba de lo establecido por la NOM-
147-SEMARNAT-2005, considerando las concentraciones de referencia totales

de dichos metales en suelos residenciales (22 mg kg' y 400 mg kg').
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Figura 13. Difractograma de la fraccién granulométrica B de M3. I: illita, Q: cuarzo, Cal:
calcita.

Cabe resaltar que no necesariamente el metal que estd en mayor cantidad
presenta un mayor grado de bioaccesibilidad o viceversa. El escenario mds
preocupante se presenta con el As, en donde el porcentgje de
bioaccesibilidad es ~ 87% y la concentracion total determinada de este
elemento fue ~13,443 mg kg'.

De lo anterior se deriva que no necesariomente la cantidad de metal en el
ambiente, en este caso el residuo M3, es el problema, sino mds bien, la fase
mineralégica a la que estd asociado y la cual facilita su movilidad y su

toxicidad.
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Tabla 5. Concentracion de EPT en el residuo M3 determinados por digestion

total y prueba de bioaccesibilidad

Elemento Digestion totall Porcentaje de bioaccesibilidad
(en mg kg M3)
As 13,443.4+1.2 87.09
Cd 397.6+£0.5 93.08
Fe 22,9833 6 22.61
Cu 201.33+1.2 69.37
Pb 1,301.7+2.3 68.60
In 8,236.7 £3 87.81

5.1.4 Movilidad fraccionada para aniones y cationes

La ESS catidnica indicd que la mayor cantidad de As, Fe, Cu y Pb en M3 se
encuentra asociada a la fracciéon de materia orgdnica vy sulfuro. Debido a que
M3 es un residuo minero-metalirgico, con bajo contenido de materia orgdnica
(cf. 5.1.2), podemos decir que los elementos se encuentran principalmente
asociados a los sulfuros correspondientes. Sin embargo, en el caso del Cd, este
elemento se encuentra asociado a fases carbonatadas. El Zn, ademds de estar
asociado a fases carbonatadas, también se encuentra asociado a éxidos de
Fe-Mn. Es importante mencionar que |la menor concentracion de metales se
cuantificd en la fraccidén soluble, seguida de la fraccidon intercambiable (Figura
14).

La fracciéon residual acumula un porcentaje importante de As, Fe, Cu, Pb y Zn;
en dicha fraccion es en donde los metales estdn presenten en asociaciones
cristalinas bien definidas, las cuales hacen complicada la movilizacidon de los
metales con los extractantes utilizados en los distintos pasos de la ESS.
Comparando los resultados obtenidos para la particion del As con la ESS
aniénica (Figura 15) se observa para las primeras tres fracciones, soluble,
infercambiable y carbonatada, el mismo comportamiento que el obtenido con
la ESS catidnica. Sin embargo, en el caso de la fraccién de As asociada a

oxidos de Fe-Mn, debido a la presencia de fosfatos en el extractante, se
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promueve una remocion de 4,875 mg As kg, y el resto del arsénico asociado a
los oxi-hidroxidos de hierro y manganeso (1,334 mg As kg') es removido por
reduccion de estas fases con hidroxilamina. En el caso de la ESS catidnica
solamente fue posible cuantificar 1,102 mg As kg' lo que indica una
subestimacion de arsénico asociado a esta fracciéon. La particidon del arsénico
definida con la ESS anidnica permite estimar que el As asociado a sulfuros
corresponde solamente a 4,125 mg As kg', que representa 4.3 veces menos
que el estimado con la ESS catidonica. Tedricamente al final de ambas ESS la
fraccién asociada al residual cerraria el balance de metales pero existe una
diferencia de 860 mg As kg'! en esta Ultima fraccidon que representa el 6.4 % del
contenido total de As. Esto es debido a que en el presente trabajo se esta
manipulando un residuo minero-metalirgico el cudl presenta un alto nivel de
heterogeneidad, pero independiente de esa situacidén se obtuvieron errores

pequenos en la cuantificacion.

[__1Soluble
1 = [ Intercambiable
9000 - I [ Carbonatos
| I Oxidos Fe-Mn
6000 - [ Materia Org. y Suifuros
I Residual
3000
¢ ™1 I
= 1 . _ 1
2 2807 1
B .
€ 210
140 4
704
0 . : : J_"\ : il
As Cd Fe Cu Pb Zn

Figura 14. Extraccion secuencial sucesiva catidnica de EPT de la fraccién menor a 2
mm del residuo M3.
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Figura 15. Comparacién de la movilidad fraccionada del As catidnica y anidnica. Sol-
soluble, Int-Intercambiable, Car-carbonatos, Ox-éxidos Fe-Mn, Mat-S- Materia orgdnica
y sulfuros, Re-residual.

5.1.5. Andlisis de fases cristalinas después de la movilidad fraccionada (DRX)

Para verificar la transformacién de las fases se sometid otra muestra de M3 a la
ESS catidnica. Se recuperd el residuo sélido de cada paso de la extraccién
para posteriormente analizarlo por DRX. Los resultados se muestran en la Figura
16. Al someter al residuo M3 a extraccidn con agua desionizada no ocurriod
ningun cambio drdstico en las fases cristalinas que predominan (cuarzo, illita y
calcita) compardndolo con la Figura 13, al igual que la fase intercambiable, la
Unica diferencia notable es la variaciéon en la intensidad del pico de calcita-
illita que va de 6050 a 4880. Durante la etapa de determinaciéon de la fraccién
carbonatada, se observa claramente la destruccion de carbonatos por la
disminucion considerable en la intensidad de los picos de calcita- illita. Lo
anterior favorecié la definicion de una estructura aluminosilicia identificada
como una fase alterada de la melilita (i.e. juanite)

[(Ca,Na)z2(AlLMg,Fe?+(Si,Al)207] y respuesta de illite-montmorillonita.
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Durante la reduccion de oxidos de Fe-Mn se aprecio, y entre un dngulo de 0Oy
300 se observo la destruccidn de oxidos amorfos, y relevancia de fases
clasificadas como zeolitas entre ellas la gismondita [Ca2AlSisO1¢9H20] 'y
clinoferrosilita [(FeMg)2Si20¢]. Por otro lado, en la fase de materia orgdnica y
sulfuros, ademds de las fases antes mencionadas, se observa la apariciéon de
nitramita. Esta fase podria ser un producto sdélido secundaria formado por la
infroduccion de hidroxilamina (NH4OH.HCI) que se utiliza en la destruccion de
oOxidos Fe-Mn, y en donde el radical amino podria ser adsorbido sobre los

aluminosilicatos de la matriz anteriormente descritos.
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Figura 16. Difractogramas de RX para las distintas fracciones de las exitracciones
secuenciales cationicas. Fases minerales mayoritarias I: illita, Q: cuarzo, Cal: calcita, IM:
lllita-montmorillonita, J: juanite, Gi: gismondita, Ze: zeolita, Zeo: Zeolita, Cli: clinoferrosilita
y N:nifradita.
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5.1.6. Determinacion de sulfatos por UV-Vis

En la Figura 17 se representa grdficamente la curva de calibracién
convencional para SO4 a partir de la preparacion de diez muestras,
considerando la senal de absorbancia en el méximo de absorciéon a 420 nm.
Como puede observarse, la relacion senal versus concentracién es lineal en el
intervalo de 1 a 9 mg de SO42 LT (R2 > 0.9903). Sin interferencias, la calibracion
univariante  se  considera adecuada para cuantificar  SO42  por
espectrofotometria UV-Vis. En la Tabla é se describen algunas caracteristicas

analiticas del método sustentado en una calibracion univariante.
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Figura 17. Curva de cdalibracion para sulfatos, en el intervalo de 1 a 9 mg L' de sulfatos
(absorbancia a 480 nm).
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Tabla 6. Caracteristicas analiticas del método de calibracién propuesto para

determinar sulfatos.

Paradmetros
Calibracién Funcién de calibracion Al 245=0.0253*C+0.05211
Coeficiente de correlacion 0.9903
Intervalo de trabajo 1-9mglL!
Limite de deteccién 0.2mg L
Limite de determinacion 1 mg LT
Precision Repetibilidad? 2.6 %
Exactitud R+L.C.S3 105.61 £2.9%
Funcion lineal para la relacion Cest =0.9767*C + 0.2326,
Cest vs Cesp?, coeficiente de r=0.996
correlacion

I A0 y C, dbsorbancia a 420 nm y concentracion en mglL'; 2 Expresado como
coeficiente de variaciéon; 3 Promedio del porcentaje de recuperaciéon = limites de
confianza; 4 Concentraciéon estimada (Cest) vs concentracion esperada (Cesp).

El limite de deteccion se estimd a partir de la funcion:

3

L, (19)

m

donde L, es el limite de deteccidn, s es la desviacion estdndar de las lecturas

de absorbancia a 420 nm provenientes de las muestras blanco reactivo,
mientras que m es la pendiente de la curva de calibracion. El limite de
determinacion o cuantificacion (Lc) se estimd a partir de una ecuacion similar
(Martens, 1989, TSU, 2005):
L _1os

c

(20)
m

La repetibilidad del método se establecié a través de 10 muestras con una
concentracion de 3 mg L' de SO42. Se calculd entonces la desviacion estandar
relativa expresada como porcentaje (Martens, 1989, TSU, 2005).

Para evaluar la exactitud del método a través de la calibracion, se

consideraron las muestras de validacion. Los resultados se expresan como el
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promedio de los porcentajes de recuperacidon * limites de confianza,

calculdndose tales limites a través de la expresion:

Limite de confianza = ¢ —— (21)

N

Donde t es el pardmetro de Student, que depende de los grados de libertad,
asi como el nivel de confianza requerido; s es la desviacién estndar de la serie
de datos y n es el nUmero de muestras a promediar [Martens, 1989]. En este
caso, la t se considerd con un 95% de confianza (tabla de dos sesgos), 9 grados
de libertad y 10 muestras en total.

Los porcentajes de recuperacion se obtienen a su vez de acuerdo a:

Cest

Porcentaje de recuperacion =
Cesp

*100 (22)

Donde Cest es la concentracién estimada y Cesp es la concentracion

esperada, para una muestra dada. En este caso, el promedio del porcentaje
de recuperacion fue aceptable (105.61 frente al 100 % en condiciones ideales).

Lo que demuestra que el método es exacto para determinar sulfatos.

[«
|

mg SO 42' L
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1

estimada

T T T — T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9
mg SO,” L
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esperada

Figura 18. Correlacién entre la concentracién estimada y la concentracion esperada
de sulfato, en la serie de mezclas de validacion (linea discontinua) relacién ideal con
bO0=0y bl =1; (inea continua) relacién obtenida.
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Oftra forma de expresar la exactitud del método es a fravés de una regresion
lineal, donde se comparan las concentraciones estimadas del analito frente a
las concentraciones esperadas [Massart et al., 1997]. La funcidn lineal obtenida
puede apreciarse en la Tabla 6 y la representacion grafica de estos resultados
en la Figura 18.

Se analizd el sobrenadante de la ESS catidnica para determinar SO4z
encontrandose la menor concentracion en las fases intercambiable, éxidos de
Fe-Mn y solubles, mientras que destruyendo carbonatos se obtiene la mayor

concentracién (ver Tabla 7).

Tabla 7. Contenido de sulfatos en las distintas fracciones del residuo

Fraccion mg SO+ kg'! M3 mmol SO42kg' M3
Soluble 89.22 +2.09 0.929
Intercambiable 39.08 +8.44 0.407

Carbonatos 256.22 +91.53 2.7

Oxidos Fe-Mn 73.25 £22.75 0.763

Total 337.88 4.768

5.2. Caracterizacion fisicoquimica del biosdlido liofilizado (BIOSL)

Una muestra de materia orgdnica proveniente de los procesos de digestion
aerobios y anaerobios, constituida por material orgdnico (proteinas, lipidos,
grasas, etc.) e inorgdnico (arcillas y 6xidos metdlicos) fue liofilizado y empleado
como sustrato orgdnico para los sistemas de estabilizacion de los metales y
arsénico presentes en el residuo M3. A este material se le identificé como BIOSL.
La densidad y el contenido volumétrico de agua del BIOSL fue de 1.294 + 0.06 g
cm3y 3.3 mL g BIOSL respectivamente. El BIOSL presenta una densidad menor
a M3 pero con el mismo contenido volumétrico de agua, Lo anterior fue
determinado para estimar el volumen de agua en el sistema y la fracciéon solida

correspondiente.
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5.2.1. Determinacion de carbono orgdanico total (COT) y demanda quimica de
oxigeno (DQO)

Para conocer la cantidad de carbono orgdnico que aportaria el biosdlido
liofilizado, se empled la técnica de COT para su determinacion obteniendo una
concentraciéon de 580 mg C g' BIOSL. El resultado era excelente si
consideramos que fuentes de carbono orgdnico grado analitico aportan cerca
del 50% de C en peso, podriamos decir que el BIOSL se compararia con un
reactivo de esta indole, sin embargo, se presentaron algunos inconvenientes al
momento de la determinaciéon relacionados con el muestreo y la cantidad de
BIOSL analizado (10 mg). Lo anterior puede ser atribuido a la estructura del
BIOSL, el cual presenta cargas electrostaticas fuertes que originan que se
quede adherido a las paredes de la espdtula metdlica. Lo anterior genera un
error analitico en el procesamiento de la muestra que da como resultado una
respuesta poco confiable, a pesar de que la dispersion de resultados sea sélo
de 4. 01 mg C g' BIOSL (ver Tabla 8).

Tabla 8. Determinacion del carbono orgdnico en el biosdlido liofilizado (BIOSL)

Variable mg C g'BIOSLo mgDQO L' n
COoT

Orgdnico 580 + 4.01 5
Inorgdnico 0.096 = 0.04 5
DQO*

1 411.6 £ 4.96 8
2 437.5+3.80 10
3 423.6 £ 4.02 8
Trabagjo 424.5

* corresponde a las 3 ocasiones en que se obtuvo el lodo de purga para procesarlo y
obtener el BIOSL.
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Por lo anterior, se tomd la decision de utilizar un método que permite
cuantificar la cantidad de materia orgdnica como DQO. Teniendo en cuenta
que el agente oxidante es dicromato de potasio, el cual es considerado como
un oxidante fuerte que tiene la capacidad de oxidar distintos materiales
orgdnicos e inorgdnicos, la cuantificacion de carbono en el BIOSL se
considerara sélo como cuantificacién de material orgdnico. Una ventaja que
presenta la DQO, sobre el método COT, es la cantidad de muestra a utilizar,
siendo la cantidad de muestra a analizar mayor que el anterior. La desventaja
se encuentra en la toma de muestra, debido a que el BIOSL tiene la capacidad
de formar aglomerados en solucidn, su heterogeneidad provoca
incertidumbre. La variacion entre las distintas ocasiones que se realizd el
procesamiento del BIOSL y se determind la DQO fue cercana en las tres
ocasiones, encontrdndose los valores siguientes: 411. 05, 423.6 y 437.5 mg DQO
g’ BIOSL.

Tal como se muestra en la Tabla 8, se determind que el carbono orgdnico que
aporta el BIOSL es de 424.56 mg DQO g BIOSL, el cual se obtuvo del promedio

de los dos primeros valores de DQO obtenidos.

5.2.2. Determinacion total de metales en el BIOSL

Para conocer la concentracidon de metales totales provenientes del BIOSL se
tomo 0.5 g y se proceso tal como se indica en el apartado 4.1.7. Los resultados
se muestran en la Figura 19, en estos se puede apreciar que no se detecto Asy
que las concentraciones de Cd, Cu, Pb y Zn son muy pequenas comparadas
con la aportadas por M3. El Unico aporte considerable es del Fe pero en
general, se considerd que el BIOSL no era una fuente importante de metales en

el sistema experimental con el cual se trabajaria posteriormente.
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Figura 19. Concentracién de EPT presentes en el BIOSL

5.3. Balance final de metales

De acuerdo a los resultados obtenidos de las concentraciones totales de
metales presentes en M3 y el BIOSL, se determind tfrabajar sélo con las
concenfraciones totales de metales procedentes del residuo M3 ya que,
comparadas con las del BIOSL, son las mds representativas y en orden de
magnitud mds importantes.

Por consiguiente, el balance de metales a considerar estd conformado por As,
Cd, Fe, Cu, Pb y Zn, considerando que son los Unicos susceptibles de formar
sulfuros metdlicos (As2Ss, AsS, PbS, CdS, FeS, FeSz2, ZnS) como productos de
estabilizacién del sistema propuesto en el presente trabagjo.

Para realizar el cdlculo final de metales que se deseaba precipitar como
sulfuros, se tomaron en cuenta los resultados obtenidos en la ESS catidnica para
todos los metales. Para el As se considerd la ESS anidnica. Las fracciones
consideradas van desde la fraccidén soluble a la correspondiente a éxidos de
Fe-Mn (Tabla 9).
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Considerando la concentracién de EPT en las cuatro primeras fracciones de la

ESS, se obtiene una concentracidén total de EPT 3.9 veces menor que la

considerada en todas las fracciones. Como se observa en la ecuacidn 8 y 9, se

requiere un mol de sulfato para producir un mol de sulfuro por ARS , el cual

puede precipitar con uno o dos moles de As, Cd, Fe, Cu, Pb o Zn.

Tabla 9. Cuantificaciéon total de metales y sulfatos provenientes de M3

Elemento

elemento  requerido

mmol
elemento
kg M3**

requerido

Relacidon molar
del Precipitado
(MeS)A

AS

Cd
Fe
Cu
Pb
n

Total

96.90

296
13.09
0.66
1.30
71.66
186.59

moles=[As]/PM B
*(3/2)

moles =[Cd]/PMcd
moles =[Fe]/PMcre *2
moles =[Cu/PMcu
moles =[Pb]/PMpb

moles =[Zn]/PMzn

*considerando ftodas las fracciones de la ESS
*Considerando las fracciones soluble, intercambiable, carbonatada y de éxidos de Fe-

Mn de la ESS

A Relacidén molar méxima que puede darse para formar un sulfuro metdlico
B PM es el peso atdmico de cada elemento
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Por lo tanto, el balance de masa sobre los requerimientos de sulfuro indican
que: se requieren 8.11 mM de SO4? para precipitar 186.59 mmol de metales kg-!
M3. Si observamos la Tabla 7, el residuo M3 aporta sélo 4.768 mM SO4Z, por lo
consiguiente es necesario adicionar 8.11 mM SO42 de una fuente externa, y en
este estudio se agregd como NazSOa.

Una vez establecido el balance total de reactivos se eligid trabajar con 5 g de
M3 para los experimentos posteriores en los cuales se desea precipitar los
metales en forma de sulfuros metdlicos.

De acuerdo al tfamano de la muestra, se necesitan 8.11 mM SO+ para la
estabilizacion de metales de las fracciones seleccionadas de la ESS. Por lo que
experimentalmente se anadieron 15.78 mM SO42 que representd un exceso de
7.67 mM SO4%. Lo anterior tuvo la intencién de identificar el final de la cinética
microbiana, en un sistema cerrado, por cuantificacion del sulfuro en el medio
acuoso que se produciria por el exceso de sulfato. Esto indicaria que la
precipitacion total de todos los metales presentes en 5 g de M3 de las
fracciones de la ESS consideradas, habria llegado a su término. Cabe resaltar
que si se deseara estabilizar todos los metales presentes en todas las fracciones

5 g M3 se requeririan 31mM de SO42.

5.4. Indculos sulfatorreductores

Los in6culos sulfatorreductores (JH y M2) utilizados se mantuvieron en medio
Postgate para mantenerlos activos para experimentos posteriores, el cambio
de medio de cultivo se realizd periddicamente cada tres semanas ya que
transcurrido dicho tiempo los indculos se encontraban en estado estacionario.
La caracteristica particular es la formacion de precipitado negro que indica la

generacion de sulfuro por la formacién de precipitado de hierro (Figura 20).
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Figura 20. Botella seroldgica con presencia de actividad reductora de sulfatos

5.4.1. Método turbidimétrico para determinar sulfuro de hidrogeno

En la Figura 21, se representa grdficamente la curva de calibracién
convencional para Na2S a partir de la preparacidén de diez muestras,
considerando la senal de absorbancia a 480 nm. Como puede observarse, la
relaciéon senal vs concentraciéon es lineal en el intervalo de 0.5 a 21 mM de Na2S
(R2 > 0.9996), ademdas de que el valor del cruce de la ordenada con el origen
es despreciable. Sin interferencias, la calibracion univariante se considera
adecuada para cuantificar el sulfuro de hidrégeno por espectrofotometria UV-
Vis.

En la Tabla 10 se describen las caracteristicas analiticas del método sustentado
en una calibracién univariante del sulfuro de hidrégeno.

El limite de deteccidon, cuantificacion, repetibilidad, limites de confianza y
porcentajes de recuperacion se estimaron igual que en la seccién 5.1.6.

La regresion lineal que se presenta en la Figura 22, la cudl compara las
concentraciones estimadas del analito frente a las concentraciones esperadas,

muestra que existe una buena correlacion lineal en la cuantificacion de sulfuro.
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Figura 21. Curva de calibracidon convencional para NasS, en el intervalo de 0.5 a 21
mM de Naz2S (absorbancia a 480 nm).

Tabla 10. Caracteristicas analiticas del método de calibracidn univariante

propuesto para determinar sulfuro.

Pardmetros
Calibracion Funcién de calibracion A480=0.0232*C-0.0069!
Coeficiente de correlacion 0.9996
Intervalo de frabajo 0.5-21.0 mM
Limite de deteccion 0.06 MM
Limite de determinacion 0.2 mM
Precision Repetibilidad? 5%
Exactitud R+L.C3 97.88+73%
Funcién lineal para la relacion Cest y=1.015*C-0.0252, r =
vs Cesp#, coeficiente de correlaciéon 0.9978

1 Ao y C, absorbancia a 480 nm y concentracidon en mM; 2 Expresado como
coeficiente de variaciéon; 3 Promedio del porcentaje de recuperaciéon = limites de
confianza; 4 Concentracién estimada vs concentracion esperada.
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Figura 22. Concentracién estimada vs concentracién esperada de sulfuro en la serie de
mezclas de validacion relacion idealcon b0 =0y bl =1

5.4.2. Cinéticas de consorcios sulfatorreductores en presencia de medio

Postgate

Lo primero que tenia que verificarse con los consorcios sulfatorreductores
aislados del distrito minero de Villa de la Paz Matehuala, era su velocidad de

produccioén de sulfuro (g) la cual proporciona el tiempo en que los

microorganismos se mantendrian activos; asi como la relacién estequiométrica
DQO/SO%4. La DQO que se usa para reducir el sulfato a sulfuro se baso en la
semireaccion (ecuacion 23):

8H* +8¢ +80,” — S +4H,0 (23)

De tal forma que para conocer la relacién molar DQO/SO%4 estd se establece
con respecto al sustrato utilizado y oxigeno.

En las siguientes ecuaciones (24-27) se muestra las posibles relaciones molares
de diferentes sustratos con SOZ4 que se pueden dar dentro del experimento. Sin
embargo, estas relaciones no representan el valor experimental encontrado

para cada consorcio sulfato reductor. En el medio se colocan 31.9 mM SO4% y
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226.49 mM C distribuidos entre citrato de sodio, lactato de sodio, acetato de
sodio, piruvato de sodio y extracto de levadura. En este Ultimo sustrato se
considerd un aporte del 50 % en peso en C ya gue no se conoce su formula

molecular.

2C,H,0, +3S0,” +8H" < 3H,S +6CO, +6H,0  lactato/SO,” =0.66 (24)
C,H,0, +S0,” +3H" < H,S+2C0, +2H,0 acetato/SO,”” =1 (25)
C,H,0, +2S0,” +5H" < 2H,S+6CO, +3H,0 citrato/SO,” =0.5 (26)
4C,H,0, +55S0, +14H" < 5H,S+12C0O, +8H,0 piruvato/SO,” =0.8  (27)

Si se hubiera utilizado soélo lactato, acetato, citrato o piruvato tendriamos una
relacion de 0.66, 1, 0.5, o 0.8 respectivamente. La relacion molar sustrato/SO42
se enconfro con la concentracion total de carbono utilizado en el medio de
cultivo y la produccidn mdaxima de sulfuro para cada consorcio
sulfatorreductor.

En la Figura 23 se muestra el comportamiento que sigue el consorcio JH,
encontradndose su fase exponencial entre 50 y 125 horas y con una mdaxima
produccion de sulfuro de 0.9 mol H2S kg' SSV. Ademds, se determind que la
velocidad mdxima de produccion de sulfuro (g ) fue de 8.1 mmol Hz2S kg SSV h-
].

En la Figura 24 se observa el comportamiento de M2, con una (g) de 7.4

mmolH2S kg SSVh'. Ambos consorcios presentaron un comportamiento similar,
las diferencias apreciables muestran que posiblemente la concentracién de
biomasa no influye directamente el comportamiento bacteriano ya que en
ambos experimentos la concentracion fue la misma (260 mg LY).

De estos resultados se concluye que JH presentd una mayor actividad

sulfatorreductora que en M2, ya que presenta una mayor “¢". La relacién

molar sustrato /SO%4 para JH fue de 20.7 y para M2 de 25.1.

77



0.8 =pdi

0.6 1

0.4 1

Concentracion mmol H_S mg” SSV h”

0.2 g

0.0 r T r T r T r T r
0 50 100 150 200 250
Tiempo, h

Figura 23. Actividad sulfatorreductora de JH en medio Postgate (para un Inéculo inicial
de 260 mg SSV L)
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Figura 24. Actividad sulfatorreductora de M2 en medio Postgate (para un Inéculo inicial
de 260 mg SSV L)
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5.4.3. Cinéticas de consorcios sulfatorreductores variando el porcentaje de

biosdlido liofilizado

Se sometid a JH y M2 a una modificacion del medio Postgate, en donde las
cinco fuentes de carbono se sustituyeron por BIOSL en diversas proporciones.
Los porcentajes de carbono introducido como BIOSL o medio Postgate fueron
los siguientes: 50% C como BIOSL y 50% de C como medio Postgate; 100% C -
BIOSL 100% y 200% de C - BIOSL. Se consider6 como confrol positivo la
respuesta microbiana empleando exclusivamente como fuente de carbono el
medio Postgate.

Los resultados obtenidos para JH se muestran en la Figura 25, se aprecia que el
control positivo presenta el mismo comportamiento mencionada en la seccién
5.4.2. El comportamiento de 50-50 muestra la mds baja produccion de sulfuro,
al parecer las bacterias solo ufilizaron las fuentes de carbono del medio
Postgate ya que produjeron 7 mmol H2S mg' SSV de los 21 mmol HaS mg! SSV
totales que se producen con el medio Postgate completo. Mientras que los
experimentos de 100% y 200 % BIOSL presentaron el mismo comportamiento,
con una produccion de 15 mmol H2S mg! SSV. Se apreciaron fluctuaciones
fuertes que se asocian a procesos de adsorcion del sulfuro al BIOSL y la posible
precipitacion de metales (sulfuros metdlicos) que componen el BIOSL.

M2 presentd el comportamiento esperado en el control positivo, tal como se
observa en la Figura 26. El experimento que presentd menor produccion de
sulfuro fue el correspondiente al 50-50%, con una produccion que cayd de 28
a 7 mmol H2S mg' SSV. En el Anexo 1 (Tabla 1) se localizan las desviaciones
estandar de las Figuras 25 y 26.

Se puede diferenciar claramente que M2 logrd igualar la produccion de sulfuro
a lo estimado en el control positivo (30 mmol H2S mg! SSV) a las 200 h con 200%
de BIOSL. Dentro del intervalo de tiempo de 0 a 160 h, el comportamiento de
100 y 200% de BIOSL es similar. EI comportamiento muestra nuevamente
fluctuaciones entre una y ofra lectura, pero a partir de dicho tiempo la
produccion de sulfuro con 200% de BIOSL aumenta hasta el final del

experimento.
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Figura 25. Actividad sulfatorreductora variando la concentraciéon de BIOSL para el
inoculo JH, (0) medio Postgate (80 mg SSV L), (V) 50% medio Postgate-50%BIOSL (180
mg SSV L), (A) 100% BIOS (40 mg SSV L), (0) 200% BIOSL (160 mg SSV L).

Concentracion especifica de H,S

(en mmol mg™ SSV)

40

354
30+

254

20
15+

10

O O
\D \DD (] o
NI Y /
NI »
e} / JAN o—0
Ny e
5l A Tk /Ogai e
WALl N R
2/ U8 W
Vi
vl e A e e
ﬁ <
40 80 120 160 200 240 280
Tiempo, h

Figura 26. Actividad sulfatorreductora variando la concentracién de BIOSL para el
inoculo M2; (1) medio Postgate (40 mg SSV L), (V) 50% medio Postgate-50%BIOSL (40

mg SSV L), (A)

100% BIOSL (160 mg SSV L),

(0) 200% BIOSL (60 mg SSV L1).
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Ademds de estas particularidades, se puede considerar que el consorcio M2
presenta una mayor facilidad para la asimilacion de BIOSL y la fase lag es mds
corta. A pesar de que los sistemas con el inéculo JH tampoco presentd una
fase lag larga, su fase exponencial se comporta escalonadamente. Lo anterior
podria ser afribuido a que las estructuras orgdnicas presentes en el BIOSL son
mds complejas para este consorcio, y esto requiere de mds tiempo para que
los microorganismos puedan desdoblar este material hacia sustratos que sean
asimilables por las bacterias con ARS.

Los resultados anteriores, hacen suponer que existe una gran variabilidad de
microorganismos que conforman los consorcios (JH y M2), ademds de aquellos
relacionados con la ARS. Hasta el momento podemos decir, que el consorcio
JH presenta una mayor ARS en un medio de cultivo especifico para bacterias
sulfatorreductoras, pero en presencia de un sustrato de lenta degradacién la
produccion de sulfuro es menor. Mientras que M2 presentd la misma

produccion de sulfuro con el medio especifico y el BIOSL.

5.4.4. Consumo de oxigeno de JH y M2 en presencia de medio Postgate

La hidrdlisis es la primera fase de la degradacion de la materia orgdnica
compleja en la que participan las bacterias hidroliticas o acidogénicas. Se
produce en condiciones aerobias y anaerobias, y consiste en el rompimiento
de las membranas celulares y la descomposicidon de las macromoléculas
orgdnicas (polisacdridos, lipidos, proteinas) en moléculas mds simples (Acidos
orgdnicos, alcoholes, cetonas, hidrégeno y didxido de carbono) que pueden
ser facilmente utilizadas por los microorganismos (Bohinski, 1991).

En la acetogénesis (segunda fase) actuan las bacterias acetogénicas,
transformando las nuevas moléculas para producir dcido acético, hidrégeno y
didéxido de carbono. El uso del oxigeno disuelto en agua, por parte de estas
bacterias, provoca que este elemento se agote, transformando las condiciones
aerobias iniciales en anaerobias (Bohinski, 1991).

Ya que el BIOSL es un sustrato complejo, fue necesario corroborar la presencia

de microorganismos con dichas caracteristicas hidroliticas, para lo cual se
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decidio realizar un experimento respirométrico en el cual, se evalud la tasa de
consumo de oxigeno disuelto a través del tiempo, en ensayos con y sin
columna de aire en el matraz donde se realizd dicho experimento.

En la Figura 27 se observan los resultados obtenidos para JH, donde se aprecia
gue existe un mayor consumo de oxigeno en el sistema con columna de aire
que en el sistema sin columna. Este resultado, sugiere que se lleva a cabo un
proceso de difusidon de oxigeno en ambos sistemas después de los 10 minutos.
Sin embargo, la tasa de consumo relacionada con el proceso difusivo se
mantuvo estable en un intervalo mds grande para el sistema con columna de
aire. Transcurridos 80 minutos ambos experimentos presentaron una tasa de
consumo de oxigeno minima e igual a2 mg O2 g'SSV h-'.

Se puede apreciar que la tasa de consumo de oxigeno es mucho mayor en M2
que en JH, al minuto 80 sdélo se tenian 2 mg O2 g'SSV h'y en menos de 140 min
ya no se detectaba oxigeno en el medio, mientras que en JH ocurrié hasta el
minuto 450 (Figura 28). Las desviaciones estdndares para cada Figura se

localizan en el Anexo 1.

900

o
C
(4]
ke 850
x
@]
O ~
T
o Ny
g >
3 ¢ 800 =
c -
8o
2 O
©

o)) .
8 g 200
e c
[SEN)
g2
2 100
(0]
©
3
[ 0 ————————

0 75 100 125 150 175 200
Tiempo, min
Figura 27. Consumo de oxigeno para el consorcio JH (---) sin columna de aire, () con

columna de aire
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Figura 28. Consumo de oxigeno para el consorcio M2 (---) sin columna de aire, ()
con columna de aire

Estas diferencias permiten establecer que existen bacterias hidroliticas o
acidogénicas que consumen el oxigeno hasta niveles donde se sustituye este
aceptor de electrones por ofros compuestos como N, Fe, Mn, SO%4. Lo anterior
genera condiciones de anaerobiosis 6ptimas para la activacion de las
bacterias con ARS en los consorcios JH y M2. También se puede concluir que
existe mayor actividad de bacterias hidroliticas, o acidogénicas, en M2 que en
JH. Lo anterior debido al menor tiempo en el cual se consumié el oxigeno
presente que constata lo mencionado en la seccidn 5.4.3. En dicha seccidn se
observd una mayor produccion de sulfuro en M2, utilizando como donador de
electrones al BIOSL, quien al contar con una mayor actividad de bacterias
hidroliticas, o acidogénicas, facilita el desdoblamiento de moléculas orgdnicas
para la posterior utilizacion por bacterias con ARS, reflejdndose lo anterior en

una mayor velocidad de produccion de sulfuro.
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5.4.5. Variacion del Eh utilizando como donador de electrones el medio

Postgate y el biosdlido liofilizado

Una vez evidenciada que se presentan condiciones éptimas para que se lleve
a cabo la actividad sulfatorreductora, se establecié como parédmetro de ARS
la evolucion del Eh.

La Figura 29 muestra las variaciones del Eh para el indculo JH y en la Figura 30
se muestran las variaciones del En para el inbculo M2. En estas figuras, se
aprecia que existen fluctuaciones en el decaimiento del Eh, cabe resaltar que
la ARS ocurre aproximadamente a -240 mV. Asi bien, estas fluctuaciones
posiblemente se deban, en primera instancia, al proceso de difusion del
oxigeno presente en la columna de aire al seno de la solucion, y en segundo
lugar a la forma en que posiblemente se esté degradando la fuente de
carbono, lo que podria activar a microorganismos especificos que promueven
la disminucidon del Eh. La secuencia de degradacién de la fuente de carbono
estd relacionada con que en la comunidad reductora de sulfatos (RS) existen
distintos géneros de bacterias que se activan preferentemente en presencia de
algun sustrato determinado. Por ejemplo, los géneros Desulfovibrio,
Desulfotomaculum, Desulfobulbus y Desulfobacter prefieren lactato, mientras
que los géneros Desulfococcus y Desulfobacterium optan por el propionato
(Celis, 2004).

Utilizando como donador de electrones al BIOSL, la disminucién del En es mds
lenta, lo cual puede estar relacionado con la complejidad del sustrato que es

independiente de que exista 0 no columna de aire en el sistema.
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Figura 29. Decaimiento del potencial de éxido reduccién en medios Postgate y BIOSL
en medio basal A, para el consorcio JH; (1) con columna de aire en medio Postgate
(180 mg SSV L), (A) con columna de aire con BIOSL (190 mg SSV L), (m) sin columna
de aire en medio Postgate (150 mg SSV L), (A) sin columna de aire con BIOSL (180 mg
SSV L),

500

400

300

200

Eh, mV

100

-100

-200

-300

40

Tiempo, h

Figura 30. Decaimiento del potencial de éxido reduccién en medios Postgate y BIOSL
en medio basal A, para el consorcio M2; (1) con columna de aire en medio Postgate
(190 mg SSV L), (A) con columna de aire con BIOSL (145 mg SSV L), (m) sin columna
de aire en medio Postgate (160 mg SSV L), (A) sin columna de aire con BIOSL (175 mg
SSV L),
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5.4.6. Cinética de adsorcion de sulfuro sobre el biosolido liofilizado

Con los resultados anteriores se tenia corroborado que los consorcios
bacterianos JH y M2 presentaban ARS, asi como bacterias hidroliticas o
acidogénicas. Ademds, se comprobd que alcanzaban potenciales de éxido-
reduccion de -240 mV/NHE, y que pueden utilizar BIOSL como fuente de
carbono.

Por lo tanto, se prosiguid a evaluar el comportamiento del sulfuro en presencia
del BIOSL, ya que en la seccidn 5.4.3, se observd que no se alcanzaba la misma
produccion de sulfuro con medio postgate que con BIOSL, y de acuerdo a
Bagreev et al. (2001), esto se puede deber a la fisisorcidon del sulfuro sobre el
BIOSL. Lo anterior, probablemente relacionado a su gran volumen de poro, a su
composicion quimica (la cual puede contener grupos funcionales como
carboxilos, quinonas, fendlicos entre ofros) que puede acrecentar el fendbmeno
de adsorcion.

Asi pues, en la Figura 31 se aprecia el comportamiento del sulfuro a diferentes
concenfraciones (3.6, 9.5, 14.8, 18.1 y 21 mM Hs) en presencia de una
concentracién fija de biosdlido liofilizado (350.1 mg DQO L1). El resto de las
concentraciones evaluadas se muestran en el Anexo | (Figura 1).

En general, se observa que a menores concentfraciones de sulfuro (3.6 y 4.8 mM
H2S) se adsorbe una mayor cantidad del mismo, que va en orden del 15.8 al
30.1 % del total de sulfuro infroducido, y el menor porcentaje de adsorcion se
observd enlos 9.5y 18.1 mM HaS.

Se estimé que este fendmeno de fisisorcion varia con el tiempo. Las
oscilaciones observadas sobre el porcentaje adsorbido se pueden justificar
debido a que en el momento de la toma de muestra, para determinar sulfuro
en el seno de la solucién, es necesario agitar la botella serolégica con la
finalidad de tomar una muestra representativa de la solucidn. Probablemente
este comportamiento podria minimizarse si las botellas se mantuvieran en
agitacion constante, pero recordando que los datos generados en el presente

trabajo de tesis, son para el escalamiento de una BRP este fendmeno es dificil
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de conftrolar ya que el Unico movimiento que puede alterar la zona reactiva de
la BRP es el flujo de agua que la atraviese.

En la Tabla 11, se indican los porcentajes de adsorcion para las demds
concentraciones, aprecidndose, en general, el mismo comportamiento

mencionado anteriormente.
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Figura 31. Comportamiento de la adsorcién del H2S sobre el BIOSL, variando distintas
concentraciones de sulfuro; (m) 3.6 mM H2S, (e) 9.5 mM H2S, () 14.8 mM H2S, (0) 18.1
MM H2S v () 21 mM H2S.

Tabla 11. Porcentaje de adsorcidon del sulfuro a distintas concentraciones

H2S [mM] | Porcentaje adsorbido
10.2 11.37
14.8 22.35
17.4 13.73
19.2 15.65
21 13.98
23.6 10.66

Por lo que, para los fines experimentales posteriores, fue necesario considerar el

porcentaje de adsorcidon del sulfuro en el BIOSL, tomando en cuenta que la
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concentracién mdxima de sulfuro producido por ambos consorcios
bacterianos (JH y M2) es de 10 mM H:S. Por lo cual se emplearan los resultados
de adsorcién de sulfuro en el BIOSL a la concentracién de 9.5 mM de HaS para
corregir la adsorcién de sulfuro en el BIOSL en los experimentos posteriores (ver

Figura 31).

5.4.7. Evaluacion del comportamiento del biosélido liofilizado en medio liquido

La materia orgdnica del BIOSL estd compuesta por dcidos humicos y fulvicos
principalmente, los cuales proporcionan caracteristicas particulares como pH,
acidez, solubilidad, textura entre otros. Como se puede observar en la Figura
32, este material también proporciona un color particular, el cual
probablemente pudo causar alguna interferencia al momento de cuantificar el

sulfuro en el seno de la solucidén.

Figura 32. Apariencia del biosdlido liofilizado en el medio liquido.

Por lo tanto, es necesario estimar las interferencias del BIOSL, variando la
concentracion del mismo en presencia de los consorcios JH y M2, pero en
ausencia de sulfato (medio basal Al), con la finalidad de asegurar que lo
cuantificado a 480 nm es la influencia de la materia orgdnica.

En la Figura 33, se muestra el comportamiento que presentd el BIOSL con el
consorcio JH, donde se observé que para concentfraciones < a 182 mg DQO L
no existe una interferencia significativa del BIOSL durante la cuantificacion de

sulfuro. Lo anterior, silo comparamos con la funcion obtenida en la calibracion
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(seccidon 5.4.1.), se observd que no es representativo el valor de absorbancia
registrada a dichas concentraciones de BIOSL. Sin embargo, para
concentraciones por arriba de 90 mg DQO L' este material comienza a tener
una mayor interferencia. El mismo comportamiento se observd con el consorcio
M2 (ver Figura 34), por lo que se concluye que el comportamiento del BIOSL es
independiente del indculo empleado para el experimento.

Por lo anterior y a un pH de 7 se puede considerar que la interferencia principal
es la solubilizaciéon de los dacidos fulvicos presentes en el BIOSL, los cuales
representan entre el 11.8 y el 18.9 % de carbono (fraccion soluble) (Stevenson,
1982). Considerando que esta fraccién aporta el 53.9 % de carbono, el 46.1 %
restante (fraccién insoluble) constituye a la materia orgdnica insoluble, asi
como a material inorgdnico relacionado con el contenido de cenizas
(Stevenson, 1982; Gaffney et al., 1996). Debido a la capacidad del BIOSL para
adsorber sulfuro, y ya que los dcidos fulvicos que lo conforman causan
interferencia en la cuantificacion en solucion de sulfuro, fue necesario realizar
ajustes de las respuestas de sulfuro biogénico aparentemente generado y
estimar la producciéon de sulfuro biogénico producido “realmente” (Anexo 2). El
objetivo de estos aqjustes fue estimar la cantidad de sulfuro biogénico

disponible para la precipitacion de sulfuros metdlicos.

0.07

0.06

R ARNAN.
o] ey S P
R R g /A /

. AN

Abs 480 nm

0.01 A
S o]
Vot Bﬁ/%‘a’é%xgg __o=—7
0.00 T T T T T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 210
Tiempo, h

Figura 33. Influencia de la materia orgdnica soluble en JH: (1) 22.7 mg DQO L-1, (0)
49.7mg DQO L-1, (A) 91.0 mg DQO L-1, (m) 182.0 mg DQO L-1, (e) 350.1 mg DQO L-1 y
(A) 700.2 mg DQO L.
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Figura 34. Influencia de la materia orgdnica soluble en M2: (1) 22.7 mg DQO L, (0) 49.7
mg DQO L1, (A) 21.0 mg DQO L7, (m) 182.0 mg DQO L, (e) 350.1 mg DQO L' vy (A)
700.2 mg DQO L.

5.5. Determinacion de par@metros cinéticos en un sistema en lote

5.5.1. Cinéticas con sulfuro y biosélido liofilizado

Para estimar las constantes cinéticas de velocidad de produccién de sulfuro
(amax) Yy de afinidad por el sustrato (Ks), fue necesario realizar cinéticas
independientes con distinfas concentraciones de BIOSL: 22.7, 49.7, 91.0, 182.0,
350.1y 700.2 mg DQO L7, las cuales fueron empleadas en la seccion anterior y
descritas previamente (cf. Seccién 4.7).

Para cada cinética se generd una grdfica de la concentraciéon especifica de
sulfuro contra tiempo, como se muestra en las Figuras 35 (para JH) y 36 (para
M2). La produccién aparente de sulfuro biogénico con respecto al tiempo
obtenido en estos sistemas en lote, para los consorcios JH y M2 hasta un tiempo
de 35 vy 31.5 h respectivamente, se muestran el Anexo 2. En el caso del
consorcio JH, y en las concentraciones de BIOSL de 350.1 y 700.2 mg DQO L !,

se considerd hasta un tiempo de 74.5 h. Considerando los interferencias
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relacionadas a la presencia de la materia orgdnica soluble del BIOSL y la
adsorcién del sulfuro en éste, se determinaron las funciones de ajuste que
permitieron realizar las correcciones del valor de concentracién especifica
aparente de sulfuro biogénico para estimar el valor real por correccion de las
interferencias anteriormente identificadas (cf. 5.4.6 y 5.4.7). Las funciones de
ajuste se presentan en el Anexo 3.

En primer lugar se considerd la adsorbancia del sulfuro en el BIOSL, la cual fue
estimada en 9.5 mM H.S y esta confribucion se adiciono al valor de
absorbancia para las concentraciones 22.7, 49.7, 91.0 y 182.0 mg DQO L. En
segundo término se sustrajo el valor de absorbancia correspondiente a Ia
presencia de BIOSL pero solamente para las concentraciones superiores a 91
DQOL! (ver Anexo 3). Una vez obtenido ambos ajustes se prosiguid a hacer la
suma algebraica de las absorbancias para establecer la absorbancia real vy,
por consiguiente, la concentraciéon real de sulfuro producido por ambos
consorcios bacterianos, los cuales se representan en las Figuras 35 (para JH) y
36 (para M2). En las Figuras A.3.1. y hasta A.3.12. se muestran las
concentraciones especificas de HS para cada concentracion de DQO e
indculo empleado con los ajustes anteriormente mencionados mostrados en la
Tabla A.3.1.
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Figura 35. Produccién de sulfuro biogénico “real” obtenido con el consorcio JH a
distinfas concentraciones de BIOSL: (1) 22.7 mg DQO L, (o) 49.7 mg DQO L, (A) 91.0
mg DQO L, (m) 182.0 mg DQO L, () 350.1 mg DQO L' y (A) 700.2 mg DQO L.
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Figura 36. Produccion de sulfuro biogénico “real” obtenido con el consorcio M2 a
distintas concentraciones de BIOSL (1) 22.7 mg DQO L7, (o) 49.7 mg DQO L7, (A) 91.0
mg DQO L', (m) 182.0 mg DQO L, (e) 350.1 mg DQO L' y (A) 700.2 mg DQO L.
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Las representaciones grdaficas anteriormente mencionadas (Figuras A.3.1 hasta
A.3.12) permitieron definir la velocidad inicial especifica que corresponde al
25% del consumo del sustrato, en donde se considera el sistema no presenta
limitacion por sustrato. Estas velocidades (g) fueron obtenidas con una
regresion lineal y los valores se reportan en la Tabla A.3.2 y son las que se
emplearon para el cdlculo de la velocidad mdxima especifica (gmex) y la
constante de afinidad al sustrato (Ks).

Para JH se observa que existe, en la mayoria de los sistemas analizados, una
correlacion proporcional entre la concentracion de BIOSL y la produccién de
sulfuro para una concentracién de biomasa determinada, pero a 182.0 mg
DQO L' se obtiene mayor produccién que a 350.1 mg DQO L'. Lo anterior
puede deberse a que independientemente de la normalizacién de la
velocidad de producciéon de sulfuro en el sistema, la concentracion inicial de
indculo influye la velocidad inicial calculada. En el caso de los microcosmos
inoculados con M2, éstos presentan, en todo los casos, una correlacion
proporcional entre la concentracion de BIOSL y la produccion real de sulfuro.
Para obtener el valor de la velocidad mdxima especifica de produccion de
sulfuro (gmax), las velocidades especificas (q) obtenidas; y corregidas por las
interferencias de adsorcién de sulfuro sobre BIOSL y absorciéon de longitud de
onda del BIOSL a 480 nm, se agjustaron mediante el modelo matemdtico
propuesto por Monod (ecuacioén 28). Este ajuste permitié, ademds, generar la

constante de afinidad al sustrato (Ks).

oS
g="m (28)

Donde:

q =Actividad sulfatorreductora (mmol HsS mg-'1SSV h-)
q... =Actividad sulfatorreductora maxima (mmol HsS mg' SSV h-)

S =Concentracion de sustrato (mg DQO L)

K =Constante de afinidad por sustrato (mg DQO L).
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Figura 37. Velocidad mdéxima especifica de produccion real de sulfuro biogénico para
el consorcio JH a diferentes concentraciones de BIOSL (m). La linea punteada
representa el ajuste con el Modelo tipo Monod (R2=0.93).
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Figura 38. Velocidad mdéxima especifica de produccion real de sulfuro biogénico para
el consorcio M2 a diferentes concentraciones de BIOSL (m). La linea punteada
representa el ajuste con el Modelo tipo Monod (R2=0.99).
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Para JH se obtuvo una correlacion de R? igual a 0.938 (Figura 37). Con dicho

ajuste se encontrd para ¢, un valor de ~12 mmol H2S g'SSV h'y para K de 53
+15mg DQO L.

Mientras que para M2 se obtuvo un ajuste de 0.994 (Figura 38), una ¢,  de
~110.01 mmol H2S g'SSV h''y para K, 766.42 £ 155 mg DQO L.
Como se puede observar, JH presenta una menor K , lo cual indica que

presenta mayor afinidad a las condiciones iniciales del sustrato. Lo anterior era
de esperarse, ya que se tienen las condiciones ambientales adecuadas para
que este consorcio bacteriano, con mayor canfidad de bacterias con ARS, se

activara. Caso contrario se observa con el consorcio M2, donde la K es 14.4

veces mayor indicando una menor afinidad a las condiciones iniciales del
sustrato. Lo anterior debido, probablemente, a que existe mayor variabilidad
metabdlica microbiana pero no que presenten precisamente ARS. Comparado

estos valores de K con otros trabajos donde utilizaron como fuente de

carbono etanol y en donde se reportan valores de 250 mg DQO L'(Gonzdlez,
2007), se observa que utilizando el BIOSL la afinidad es muy baja debido a la
complejidad del material orgdnico.

Sin embargo, la ¢,, €s mayor para M2 lo que indica nuevamente que esta

respuesta podria ser atribuida a una mayor diversidad metabdlica, la cual
presenta una mayor capacidad de degradacion del BIOSL (lipidos, proteinas) a
compuestos mds sencillos (alcoholes, dcidos orgdnicos, etc.), y que en el caso
de JH este consorcio se ve mds afectado, debido a que no contiene la
diversidad metabdlica microbiana antes mencionada. La hipdtesis anterior
solamente podrd ser demostrada una vez que se readlice el andlisis
microbioldgico sobre ambos consorcios lo cual queda fuera de los alcances de
esta tesis.

De acuerdo a lo reportado por Stevenson (1982) se puede considerar la

siguiente composicion bdsica para el BIOSL: C,,H,,0,, . Esta composicion del

BIOSL se utilizd para determinar la relacién molar BIOSL/SO4%. La férmula

quimica del compuesto orgdnico se tomdé con base a la coloracion
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caracteristica que presentan los dcidos fulvicos hidrolizados a un pH cercano a

7 (Stevenson, 1982). Ademds, de acuerdo al valor estimado de la K, se

considera que el BIOSL es un sustrato de lenta degradacion.

Considerando una oxidacién completa del BIOSL (ecuacion 29), se obtiene
una relacion de 0.25, sin embargo, considerando solamente una oxidacion
incompleta esta relacion es de 0.090 (ecuacion 30). La relacidon experimental
encontrada para dicho experimento fue de 0.0976, indicindonos que en
ambos consorcios se cuenta con bacterias con ARS que oxidan la materia
orgdnica incompletamente. Lo anterior justifica porque no se alcanza la

produccion tedrica de sulfuro esperada cuando se considera la oxidacién

completa.
4C, H,0,, +1 165042’ +23H" < 116H,S+216CO, +120H,0 (29)
C,H,0,+1 1S042‘ +24H,0 < 18C,H,0,+11H,S +18H,CO, (30)

5.5.2. Evaluacion del H2S como agente inhibidor en los consorcios JH y M2 en

presencia de biosdlido liofilizado

Las concentraciones de sulfuro empleadas para evaluar la inhibicidn de este
compuesto en presencia de BIOSL fueron las siguientes: 68, 170, 272, 340, 510
mg S$% L1, En la Figura 39 se muestran los resultados de la produccion de sulfuro
para JH, y en la Figura 40 los resultados para M2. En éstas se aprecia una mayor
generacion de sulfuro en el consorcio JH con respecto a M2.

A partir de los perfiles de produccion de sulfuro se calculé la velocidad
especifica de produccién de sulfuro, a partir de una regresiéon lineal sobre los
valores obtenidos en la fase exponencial de cada cinética evaluada. Para
cada uno de los experimentos se determind, ademds, la concentracion de
sulfuro no disociado (H2S) aplicando la ecuacién de Van't Hoff (ecuacion 31).
En donde pKa1 es igual a -log Ka1 y corresponde a un valor de 6.97 para la
primera constante de ionizaciéon (Kai) del H2S (Gonzdlez, 2007) siendo, en dicha

ecuacion, ST la concentracion de sulfuro total.
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Figura 39. Perfiles de concentracién de sulfuro de JH con respecto al tiempo a
diferentes concentraciones de sulfuro como agente inhibidor: 30.8 mg Sz L' (7 ; 175 mg
SSV L1); 77.2mg Sz L1 (o ; 225 mg SSV L1); 123.5 mg SZ LT (A ; 200 mg SSV L1); 154.4 mg Sz
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Figura 40. Perfiles de concentracién de sulfuro de JH con respecto al tiempo a
diferentes concentraciones de sulfuro como agente inhibidor: 30.8 mg Sz L' (11; 150 mg
SSV L1); 77.2mg Sz L1 (o ; 275 mg SSV L1); 123.5 mg Sz L1 (A; 225 mg SSV L1); 154.4 mg §2
L' (m;225mg SSV L)y 231.7 mg S L' (e ; 170 mg SSV L).
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El pH, considerado en el cdlculo, fue el tomado al momento de inocular cada
experimento e igual a 7. La determinacion del sulfuro no disociado es
considerada como la mds inhibitoria para bacterias con ARS (Gonzdlez, 2007).
En la Tabla 12, se muestran los valores de sulfuro total inicial, sulfuro no
disociado y las velocidades especificas de produccién de sulfuro para cada
uno de los consorcios. Se observa que para ambos consorcios las velocidad
especificas de produccidon de sulfuro se mantiene aproximadamente
constantes, siendo para JH igual a 2.91+ 0.98 mmol H2S g' SSV h'y para M2
igual a 2.43 £0.47 mmol H2S g' SSV h-'.

Estos resultados parecen sugerir que no existe un efecto inhibitorio del sulfuro
(total o no disociado) sobre los consorcios microbianos empleados en este
trabajo, cuando se emplea como sustrato el BIOSL y que las velocidades
especificas aparentes de produccidn son independientes, tanto de tipo de
comunidades empleadas, asi como de la concentracion inicial de sulfuro
infroducido al sistema. De hecho, este resultado difiere de lo que se esperaba
observar sobre la respuesta de las comunidades microbianas en presencia del
agente inhibitorio infroducido al sistema, por lo que resulta imposible aplicar el
modelo de inhibicion no competitivo inicialmente propuesto (ecuacion 18, cf.
Seccién 3.7) descrito para establecer la constante de inhibicion del sulfuro.

De hecho, el comportamiento observado en las velocidades especificas de
produccion de sulfuro indica que no existen diferencias significativas con
respecto al consorcio utilizado, sugiriendo ademds que la presencia de BIOSL
mantiene la velocidad especifica de produccidén constante. Ademds, se
observa un incremento gradual sobre las velocidades especificas en funciéon
de la concentraciéon inicial de sulfuro intfroducida en el sistema, lo cual
probablemente esté relacionado con la constante de particion del sulfuro
entre la solucidn y el BIOSL y que establece una concentracién en equilibrio de
sulfuro en solucién. Inclusive el efecto de adsorcion sobre el BIOSL se ve
reflejodo desde el tiempo inicial, en donde se determind que
independientemente de las concentraciones iniciales de inhibidor empleadas;
y del consorcio microbiano utilizado, se alcanzo siempre una concentracion

inicial “aparente” del sulfuro remanente en solucidn que pareceria
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corresponder a la concentraciéon de equilibrio, entre la fase fluida y el BIOSL,
igual a 1.45 £ 0.2 mg L'. Sin embargo, de acuerdo a los experimentos
presentados en la seccidn 4.6.3.; relativos a la absorcidn de la materia
orgdnica soluble a 480 nm, y a los resultados de los mismos (cf. Secciéon 5.4.7.),
se observa que el valor aparente de sulfuro en el sistema atribuido a la
absorcién de 350 mg L' de BIOSL en el sistema corresponde a una lectura de
1.47 + 0.24 mg L' (Figura 41). Este resultado permite concluir que la lectura
asignada inicialmente a una concentracidn remanente de sulfuro en el
sistema, en equilibrio con el BIOSL, corresponde mds bien a la respuesta de la
materia orgdnica soluble, y que todo el sulfuro incorporado al inicio de los
experimentos fue completamente adsorbido por el BIOSL. Por lo tanto, se
concluye ademds que, no es posible estimar la constante de inhibicidon a
sulfuro con el protocolo experimental realizado ya que no existid una
concenfraciéon soluble inicial de sulfuro a la cual los consorcios microbianos
hayan estado expuestos, sugiriendo evaluar la toxicidad de este compuesto sin

la presencia de BIOSL en un trabajo posterior.
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Figura 41. Concentracién aparente de sulfuro en solucidn atribuido a la respuesta de
una concentracion de 350 mg BIOSL L-'. Valor promedio 1.47 £ 0.24 mg L
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A pesar de los resultados anteriormente mencionados, si se observan
diferencias significativas entre las velocidades especificas calculadas bajo el
esquema del protocolo de inhibicion y las obtenidas en la seccidén anterior (cf.
5.5.1), lo que sugiere que la respuesta de la velocidad inicial especifica de
produccion de sulfuro estd relacionada exclusivamente con el valor inicial del
potencial quimico de sulfuro que presenta el BIOSL en cada uno de los
protocolos, sugiriendo que un mayor potencial quimico de sulfuro en el BIOSL
controla la velocidad especifica de produccidon de sulfuro y la mantiene

constante e independiente del consorcio microbiano.

Tabla 12. Concentraciones de sulfuro total (ST), sulfuro no disociado (H2S) y

velocidad de produccién de sulfuro.

Sulfuro total | Sulfuro no disociado | g (mmol  H2S g' | g (mmol HS g SSV
(mg ST L) (mg H2S L) SSV h!) para JH h’) para M2

68 32.82 2.12 2.50

170 80.06 1.99 1.68

272 131.30 2.65 2.35

340 164.13 3.43 2.66

510 246.20 4.35 2.96

Promedio de las velocidades de | 2.91+0.98 2.43 £ 0.47
produccion de H2S

5.6. Estabilizacion de metales pesados por actividad reductora de sulfatos

De acuerdo con los resultados obtenidos en la seccion 5.5.1. (Figuras 37 y 38) se
concluyd que la mdxima velocidad de produccién de sulfuro se alcanzd a
700.2 mg DQO L' de BIOSL para JH y a 350.1 mg DQO L' para M2. Por
consiguiente, se evalud la estabilizacidén de metales pesados provenientes del
residuo M3 empleando los consorcios JH y M2 con ARS y utilizando como
donador de electrones el BIOSL (350.1 mg DQO L'), mediante el disefo

experimental mostrado en la Tabla 4 (cf. Seccion 4.8.).
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En el microcosmos 1 se evalud el comportamiento de los consorcios (JH y M2)
en presencia de M3, con la finalidad de determinar si existia la posibilidad de
que la escasa materia orgdnica existente en el residuo M3 tuviese un aporte
significativo para mantener a los consorcios con ARS. Como se aprecia en la
Figura 42 el liguido no presentaba ninguna coloracién, lo que de primera
instancia indicd que no habia ARS ya que usualmente se presenta una turbidez
importante como se muestra en la Figura 20.

Al determinar la concentracion de sulfuro en el seno del fluido, y usar como
conftrol positivo una botella seroldgica sin ningun consorcio sulfato-reductor, se
encontraron los perfiles que se muestran en la Figura 43 para el consorcio JH y
M2. Se aprecia que al inicio del experimento se cuantifico sulfuro en el seno de
la solucién lo cual es normal ya que es inevitable la intfroduccion de sulfuro
disuelto al momento de tomar el inéculo e introducirlo en otro sistema
experimental, pero a las 120 h la concentracion de sulfuro disminuyd y alcanzd
el valor del control. Por ofro lado, podemos ver que en menos de 30 h la
concentracion disminuyd por debajo de 1 mM H2S, pudiendo decir, que al
momento de consumirse el poco sulfuro infroducido al sistema experimental,
por su precipitacion con algun metal que constituye a M3 no existié evidencia
de produccidén de sulfuro. Lo anterior indicd que no hay ARS debido a que M3
no aporta suficiente materia orgdnica para que se lleve a cabo la reduccién

de sulfato.

Figura 42. Botellas serolégicas aprecidndose el microcosmos 1 (MC1), microcosmos 2
(MC2) y microcosmo 3 (MC3).
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Figura 43. Evaluacién de los consorcios sulfatorreductores JH (140 mg SSV L) y M2 (180
mg SSV L) en presencia del residuo minero-metalirgico M3 (MC1).

Posteriormente, se evalud el comportamiento del BIOSL y M3 con la finalidad
de apreciar la existencia de ARS en ambos sustratos solidos (MC2).
Aprecidndose claramente (Figura 44) que existe alguna sustancia orgdnica
soluble que puede absorber a 480 nm provocando una interferencia en la
cuantificacion del sulfuro disuelto. Se evalud el comportamiento por separado
de M3 y BIOSL y se encontrdé que M3 no causa ninguna interferencia
significativa en la cuantificacién de sulfuro disuelto, por su parte, el BIOSL
presentd el mismo perfil, tanto sélo como en presencia de M3.

Debido a esto, no se puede descartar que exista ARS proveniente en este caso
particular del BIOSL. Sin embargo, dado que no existe una tendencia de
decaimiento drdstica, fampoco se puede asegurar que lo cuantificado
corresponda a la producciéon de sulfuro. Lo anterior, se sustenta en el hecho de
que, conforme a la ecuacion 9, el sulfuro deberia de ser utilizado en la
precipitaciéon de metales y tedricamente no se cuantificaria este compuesto
en solucion. De esta forma, se puede inferir que los 2 mM de H2S cuantificados

no corresponden a sulfuro en el sistema, sino mds bien a la materia orgdnica
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soluble proveniente del BIOSL, la cual genera una interferencia positiva en el

sistema.
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Figura 44. Evaluacién de la respuesta de absorbancia para sistemas conteniendo:
M3+BIOSL (-m-); solamente M3 (- e -) y solamente BIOSL (- A -).

De acuerdo a las caracteristicas climatolégicas del sitio de estudio, éste es
clasificado como un clima de tipo semidrido templado, con una temperatura
promedio anual de 14°C, con periodos de lluvias entre junio y septiembre y con
una precipitacién promedio anual de 470 mm. Por lo anterior, se decidid variar
el contenido volumétrico de agua con el objeto de correlacionar la variacién
de la bioaccesibilidad de los metales pesados en funcidn de los ciclos de
inundacién y sequia. La variable que se cuantificd, durante el transcurso de la
prueba, fue la produccidon de sulfuro en solucién, por lo que sélo se evalud en
el sistema inundado.

Considerando los resultados obtenidos en el balance de metales, se tomaron 5
g de M3, se adicionaron 15.78 mM SO4% y 350.1 mg DQO L. Lo anterior se
considerd para cada experimento y la variable a manipular fue el contenido
volumétrico de agua, el cual se modificé en 1, 30 y 70 % de humedad e
inundacién, de acuerdo a los resultados obtenidos en el contenido volumétrico

de agua para M3y el BIOSL (Figura 45).
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Figura 45. Variacion del contenido volumétrico de agua en el microcosmos 3. Donde
los escenarios de porcentaje de humedad se variaron en 1% (2), 30% (4); 70% (8) e
inundado (10)

El objetivo del experimento fue cuantificar la concentracion de metales
pesados y metaloides que serian estabilizados por medio de la ARS. El tiempo
en el cual se evalué el MC3 se determindé en un experimento previo, para
ambos consorcios empleando el medio basal A, bajo las mismas condiciones
establecidas en la seccion 4.8. Transcurridos 45 dias, se apreciod la formacion de
un precipitado amarrillo, y una vez que se desmontd el sistema experimental,
éste se analizd6 por EDS acoplado al MEB (seccién 4.8.). El microandlisis y las
particulas obtenidas con el MEB se observan en la Figura 46. En ésta, se aprecia
la presencia de sulfuro de arsénico y de hierro. Las contribuciones porcentuales
del contenido atdmico de los elementos que constituyen estas particulas,
permiten suponer que la fase de sulfuro de arsénico corresponde a particulas
de rejalgar (Anexo 5) y en el caso del hierro, considerando ademds la
morfologia de la particula, parece corresponder a pirita (FeSz). Por lo tanto, en
base al resultado preliminar obtenido con respecto al arsénico, se procedid a

preparar el microcosmos MC3 y darle seguimiento en el transcurso de 30 dias.
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Esnectro 1
Label A: P1-

Asla

SKa

AsKa AccV Spot Magn Det WD 1 &um
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Esnectro 2
Label A: P1-

A

FeKa

FeLl
Fela
FeKb

100 200 3.00 4.00 500 600 700 §00 9.00 10.00 11.00 1200

AccV  SpotMagn Det WD —— bum
200kv 6.0 4184x  BSE 106 P1-3

Figura 4é. Fotomicrografias obtenidas por MEB bajo el modo electrones
retrodispersados y espectros de andlisis puntuales por EDS del precipitado amarrillo. (a)
Aglomerado de rejalgar y (b) particula de pirita.

En base a los balances de masa de los metales presentes en las cuatro
primeras fracciones de la ESS catidnica (para metales) y ESS anidnica (para
arsénico), que indicaron la cantidad de metales que podian ser estabilizados
en el residuo M3, se introdujo en el sistema una cantidad de sulfatos suficiente
para observar el exceso de sulfuro producido posterior a la estabilizaciéon. Sin
embargo, como se aprecia en la Figura 47, en ambos consorcios se observo la

misma tendencia durante los primeros 21 dias, con una marcada disminuciéon
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de sulfuro en los primeros 3 dias. Después del dia 22 la cantidad de sulfuro
desaparece completamente indicando que, probablemente, se seguia
llevando a cabo la precipitacion de sulfuros metdlicos u ofro proceso que
consume el sulfuro producido. Sin embargo, esta respuesta en concentracion
de sulfuro podria deberse a la presencia de materia orgdnica soluble, lo
anterior considerando las interferencias determinadas por la presencia del
BIOSL (ver Figura 44) y que corresponde a estimaciones mdximas de H2S del
orden de 0.5 a 1.5 mM. El comportamiento se mantuvo similar hasta detener el
experimento. Se asumié que el sulfato se consumié completamente ya que no
se cuantificd el remanente esperado a partir del balance de metales (seccién
5.3), esto indica que se pudo subestimar la concentraciéon de metales que
podrian ser estabilizados e inclusive que el SO42 podria haber quedado como el
reactivo limitante en este fipo de sistemas. Lo anterior, se puede concluir en
base al comportamiento observado con el inbculo JH sin presencia de M3, en
donde la mdaxima concentracion de sulfuro determinada fue de 8 mM (Figura
47).

Con el transcurso del tiempo, en este experimento y con ambos consorcios, se
comenzd a observar la formacién de un precipitado color amarillo (ver Figura

48), lo que indico la generacién de sulfuros de arsénico (rejalgar).
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Figura 47. Comportamiento del sulfuro en el microcosmos 3 (inéculo+residuo+BIOSL).
JH+M3+BIOSL (-m-); M2+M3+BIOSL (-0-) y JH+BIOSL (A).

Figura 48. Precipitado amarrillo generado bajo las condiciones del microcosmos 3 con
el consorcio JH.

Transcurrido el tiempo establecido para el experimento, las 24 muestras se

procesaron como se menciond en la seccion 4.8.
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El pH del sobrenadante de JH fue de 7. 33 £ 0.09 y un Eh -185.23 £ 26.41 mV. En
el caso de los microcosmos que contenian el indculo M2, el sobrenadante del
experimento finalizé con un pH de 7.17 £ 0.12 y un Eh de -206.22 + 13.63. En la
Tabla 13, se observan las concentraciones de metales disueltos provenientes de

la digestion total del BIOSL y del sobrenadante de las muestras inundadas.

Tabla 13. Concentracidn de EPT en el sobrenadante y el biosdlido liofilizado

Elemento | Sobrenadante BIOSL
mg kg! mg kg!
JH M2
As 1,878.3+749.2 | 2,241.7 £1590.3 6,300 £ 3.5
Cd 0.92+0 0.61£0.6 234+ 2.5
Fe 1140+ 17.1 126.3 +30.9 16,183.33 £ 321.5
Cu 48+6.3 48+5.5 320.33+£2.5
Pb 00 0%0 1,195+ 21.8
In 18.4+5.1 162+ 6.3 6,766.66 £115.5
Eh (mV) -185.23 -206.22

Los resultados anteriores indican que existe una concentracion elevada de As
en el sobrenadante, mientras que el resto de los metales no se encuentran en
solucién, presuponiendo la formacion de precipitados de sulfuros metdlicos. Sin
embargo, la formacion de complejos metdlicos con el sustrato orgdnico no se
descartdé debido a que en la digestion total del BIOSL, se ve una clara
tendencia a la concentracién de metales en este sustrato. Sin embargo,
debido a que no se separd el BIOSL para cada muestra ya que de las 24
muestras de mezclaron para generar una muestra compuesta, por lo que, no
se puede generalizar la cantidad de metal adsorbida de acuerdo al contenido
volumétrico de agua. El resultado anterior permite suponer que se podria
considerar al BIOSL como un adsorbente, el cual se puede separar del resto de
la matriz por flotacién. Este comportamiento puede considerarse como una

opcion de extraccidon de metales que se encuentren en solucidn.
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Ademds, probablemente, la concentracion de metales en el sobrenadante se
debe también a la deficiencia de sulfatos infroducidos en el medio basal B.

En la Tabla 14, se muestran los resultados de las ESS para As para el residuo M3
después de su exposicion a la ARS de los consorcios JH y M2. Se encontrd que
para ambos consorcios existe una particion del arsénico en el siguiente
descendente: materia orgdnica vy sulfuro (MOS)>bxidos de hierro y manganeso
(OFM)> carbonatos (CAR) > residual (RES)>soluble (SOL)> intercambiable (INT).
En la Tabla 15 se aprecian la distribucion de plomo en el residuo M3 expuesto a
la ARS de ambos consorcios, y determinado por la ESS catidnica. La particion
de plomo en este residuo presentd el siguiente orden descendente:
MOS>OFM>RES>CAR>INT>SOL.

Lo anterior permite corroborar que el As y Pb estdn mayormente asociados a
la fraccidn de materia orgdnica y sulfuros, seguida de oxidos de Fe-Mn. El
cadmio presenta una mayor afinidad a CAR>OFM>MOS>INT>RES>SOL en
ambos consorcios. La diferencia del hierro varia en las mds bajas afinidades a
la fraccidon SOL e INT, pero las demds fracciones se asocian a MOS>RES>
OFM>CAR. El cobre en ambos consorcios se comporta de forma similar
presentando mayor afinidad a MOS>RES>OFM. Sin embargo, en el consorcio JH
se cuantificd Cu en la fraccion CAR, mientras que en el consorcio M2 no se
cuantificd. Por Ultimo, el zinc fue el que no presentd un comportamiento similar,
en JH se asocia a las fracciones en el siguiente orden:
MOS>OFM>CAR>RES>SOL>INT; mienfras que para M2 su asociacion es la
siguiente: OMF>CAR>MOS>RES>INT>SOL. Los resultados de Fe, Cd, Cu, y Zn se
muestran en el Anexo 1.

Ahora bien se sumaron los resultados de cada fraccién para cada porcentaje
de humedad para posteriormente comparar la concentracion del metal al
inicio y al final del experimento. En el caso de las muestras que presentaron
inundacién, se adiciond la concenfracidon del metal en solucion a la
concentraciéon final del experimento, con la finalidad de realizar el balance
final de metales en el sistema, y asi poder conocer el porcentaje de

estabilizacion del metal (ecuacién 29).
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Tabla 14. Particion de arsénico en el residuo M3 modificado por ARS con los

consorcios JH y M2 (Determinado por ESS-anidénica).

%  (JH) | soL INT CAR OFM MOS RES
Humedad | (mgkg-) (mgkg-') (mgkg-') (mgkg-) (mgkg-) (mgkg-)

1 366.2t1.8 115.4+20.9 11358+159  2587.5+17.7 4462.5+88.4  826.2+192.7
30 546.2+1.8  210.6x6.9 1303.7426.6  3437.5+123.7  3700.0£141.5 1843.7t171.5
70 472.5+0 202.5+20.1  1362.5£60.7  3175.0t141.4  4566.6+1263 907.5+469
Inundado | 531.2¢1.8  177.0£120 773.7+51.3 2625.0+141.4  2912.5t88.4  547.5%14.1

% (M2)

Humedad

1 252.5+7.5 175.1%#7.2  1507.5%28.2  3162.5+17.6  3525+282.8 655+194.4

30 595+31.8  10.4+0.6 1665+24.7 3137.5+17.6  6150%176.7 1536.2+79.5
70 570+14.1  262.5+0 1615+72.1 2537.5+123.7 3725+318.1 935+197.9
Inundado | 255+35.3  97+16.2 781+93.6 247.4+20.25  777.8+52 643.4+74
Tabla 15. Particiéon de plomo en el residuo M3 modificado por ARS con los

consorcios JH y M2 (Determinado por ESS-catidnical).

% (JH) | SOL INT CAR OFM MOS RES
Humedad (mgkg-') (mgkg-') (mgkg-') (mgkg-') (mgkg-') (mgkg-')

1 ND ND 101.1+£8.9  283.7+8.8 565+42.4 102.1+£20.3
30 ND ND 99.9+1.8 251.6x4.7 481.2+68.9 117.748.8
70 ND ND 112.817.5 246.7t4.5 805.8+33.3 74.1£33.6
Inundado ND ND 47111 285.7+1.7 518.7+£30 70.2+0.3
% (M2)

Humedad

1 ND ND 92.511.4 229.1+£23.5 525+3.5 119.5821.2
30 ND ND 96.514.9 276.2£5.3 826.2+90.1 165.848.3
70 ND ND 118.8t1.5 2257134 675%£53 101.1+£1.5
Inundado ND ND 87.8+£3 212.2+13 857.5+14.1 130.3+44.7
% Estabilizacion = {[ESSM —(ESS, +SN) |*100/ ESSM} (29)

Donde:

ESSin= Resultado inicial de la extraccidon secuencial

actividad bioldégica (mg kg').

catiénica antes de la
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ESS+= Resultado final de la extraccion secuencial catidonica después de la
actividad biolégica (mg kg).

SN = Concentraciéon del metal en el sobrenadante referido al sélido (mg kg).

En la Figura 49, se muestran los porcentajes de estabilizacion de As, Pb, Cd, Fe,
Cu y Zn para el consorcio JH bajo condiciones de inundacién. En esta figura,
se aprecian porcentajes de estabilizacion de 40.1, 14.1, 17.2, y 15.54% para As,
Cd, Fe y Zn respectivamente. El Cu presenta la mayor estabilizacion (25.7 %)
con el 30 % de humedad.

La Figura 50, muestra los resultados de estabilizacién de metales en presencia
del consorcio bacteriano M2, observandose claramente que bajo condiciones
de inundacidén se obtiene el 77.84 y 8.6% de estabilizacion de As y Cd
respectivamente. Con respecto al Cu, debido a que no se contd con suficiente
muestra, no es posible establecer el porcentaje estabilizado. El Fe presentd la
mayor estabilizacion (22.7%) al 1% de humedad. Por su parte el Zn en
condiciones de inundacion presenta una variacion negativa del 3%, pero esto
posiblemente se deba a la heterogeneidad del residuo, asi que se podria

considerar que en dichas condiciones se obtuvo una estabilizacion completa.
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Figura 50. Porcentaje de estabilizacion y movilidad de metales en el residuo M3
expuesto ala ARS del consorcio bacteriano M2.
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En el caso del plomo e independientemente del consorcio empleado, se
observa porcentajes de movilizacion de hasta un 38%. Lo anterior, indica que
probablemente se presente destruccion de fases cristalinas estables (silicatos),
las cuales contienen plomo que no fue cuantificado inicialmente con la  ESS
inicial pero que se cuantificd en la ESS final. Lo anterior debido a que la ARS
promueve la destruccion de las fases estables, por lo tanto, el sistema con ARS
lo hace mas bioaccesible.

De acuerdo a la NOM-147-SEMARNAT-1993 que normaliza la bioaccesibilidad
del plomo con glicina se calculd la disminucion de la bioaccesibilidad de Pb y
As. Esta norma permite una concentraciéon soluble de 5 mg L' de Asy Pb en el
extracto.

Para calcular la bioaccesibilidad del As, en el residuo expuesto a la ARS del
consorcio JH, se considerd el escenario inundado (JH) La concentracion inicial
de As, antes de la exposicion al sistema de estabilizacion, se determind que era
de 134 mg L', esto es, 27 veces mdas que la concentracion de As permitido por
la normatividad.

Sumando las fracciones SOL, INT, CAR se obtuvieron 1,481.9 mg As kg' M3,
equivalentes a 14.81 mg As L', lo que indicé que existe una disminucion de
119.18 mg As L. Esto se ve reflejado en un menor riesgo de salud a la que
puede estar expuesta la poblacidon que entre en contacto con M3 estabilizado.
Aungue la disminucidn de la concentracidon de As es considerable, por
normatividad, aln se considera como un residuo peligroso.

Sumando el arsénico contenido en las fracciones SOL, INT, CAR y OFM se
encontré una concentracion de 4, 106.9 mg As kg'! M3. Al emplear este valor, y
considerando la concenfracion total inicial 13,443.4 mg As kg' M3 (Tabla 5), se
encontrd que el porcentaje de bioaccesibilidad disminuyd en un 69.4 % para el
As, quedando ésta en 17.7% para el residuo estabilizado.

Para el Pb se sumod la fracciéon CAR y OFM dando un total de 344.5 mg Pb kg'!
M3 en el sistema que contenia 70 % de humedad para M2, la concentracion
de Pb inicial fue de 1,301.7 mg Pb kg M3, equivalente a 13 mg Pb L'y decayd
hasta 3.43 mg Pb L', considerando la fraccién carbonatada se obtiene 1.2 mg

Pb L. Para el plomo se logré estabilizar de 9.6 a 11.8 mg Pb L' lo que hace al
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residuo no peligroso en cuanto a la concentracion de plomo. Ademds, la
bioaccesibilidad decayd en un 66.9%; de nueva cuenta se disminuye el riesgo
en salud a la cual puede estar expuesta la poblacidn que entre en contacto
directo con el residuo estabilizado.

La cuantificacion de sulfatos provenientes del sobrenadante de la ESS
catiénica se observa en la Figura 51 para el consorcio JH, y en la Figura 52 para
el consorcio M2.

Para el consorcio JH se cuantificé la mayor concentracion de sulfatos en la
fraccion asociada a materia orgdnica y sulfuros, indicdndonos indirectamente
la formacién de sulfuros metdlicos (ecuacién 8); la fraccidon RES, CAR y OFM son
las que complementan la cuantificacion total de los sulfatos.

Para M2, se presenta la mayor cuantificacion en las fracciones asociadas a
OFM y MOS. El sulfato restante se asocia principalmente a las condiciones de
destruccion de carbonatos.

Comparando ambas graficas, se puede dilucidar que existe una mayor ARS en
el consorcio JH que en M2 por la cuantificacién de sulfatos asociados a la
fraccién de MOS. Lo anterior, asociado a una mayor cuantificacion de sulfatos,

ya que es una medida indirecta de la produccién de sulfuro para cada uno de

los indculos.
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Figura 51. Concentracion de sulfato presente en el residuo M3 de la ESS para el
consorcio JH de acuerdo a la humedad en el sistema.
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Figura 52. Concentracién de sulfato presente en el residuo M3 de la ESS para el
consorcio M2 de acuerdo a la humedad en el sistema.

Teniendo en cuenta todo el balance de metales finales del microcosmos 3, se
prosiguié a la identificacion por MEB del precipitado amarillo formado en las
muestras inundadas. Se encontraron diferencias de tamano de particulas de
las asociaciones arsénico-azufre en funcidn del consorcio empleado, siendo
para JH de 5 um y para M2 de 10 um.

En la plantilla 1, se puede observar el precipitado formado por el consorcio JH,
aprecidndose distintos tonos, donde el color blanco brilloso estd asociado
principalmente a sulfuros metdlicos y éxidos metdlicos (b, c y d), ademds de
apreciarse silicatos complejos de Fe-Zn-Ca-Pb (a). El precipitado formado por el
consorcio bacteriano M2, presenta una composicion similar (Plantilla 2), solo
que, la presencia de sulfuros metdlicos tales como galena (h) y rejalgar (e, fy
g) se encuentran en agregados de mayor tamano, por lo que, se eliminan un
poco de interferencias de la matriz al momento de cuantificarlos, caso que no

ocurre para JH debido al tamano de particula de 5 um (b).
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Plantillal. Fotomicrografias obtenidas por MEB bajo el modo electrones
retrodispersados y espectros de andlisis puntuales por EDS del precipitado amarrillo
producido por el consorcio JH: (a y b) éxidos de In - Fe vy silicatos complejo.
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Esnectro 5
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Plantillal. Fotomicrografias obtenidas por MEB bagjo el modo electrones
retrodispersados y espectros de andlisis puntuales por EDS del precipitado amarrillo
producido por el consorcio JH: (c, d) rejalgar y dxidos de As-Pb.
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Plantila 2. Fotomicrografias obtenidas por MEB bajo el modo electrones
retrodispersados y espectros de andlisis puntuales por EDS del precipitado amarrillo
producido por el consorcio M2: (a) éxidos de Asy (e.fy g) rejalgar.
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Espectro 9 c
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Plantila 2. Fotomicrografias obtenidas por MEB bajo el modo electrones
retrodispersados y espectros de andlisis puntuales por EDS del precipitado amarrillo
producido por el consorcio M2: (e.fy g) rejalgar y galena (h).
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En el Anexo 6, se encuentran mds fotomicrografias referentes al precipitado
formado y su cuantificacién atémica. Encontrdndose nuevamente formaciones
de 6xidos As-Fe, Oxidos-Zn, 6xidos complejos de Fe-As-Pb y agregados de Fe-Zn-
As-Si-Ca-Cu que se puede considerar como arsenopirita asociadas a sulfuros
polimetdlicos dentro de una matriz silicia.

Lo anterior comprueba que con ambos consorcios se presentan las
condiciones ambientales reductoras para la formacién de sulfuros metdlicos,

observdndose en el caso del arsénico, principalmente, el rejalgar.

Det
BSE 106 1187

B0 pm

Figura 53. Fotomicrografia obtenida por MEB bajo el modo electrones retrodispersos,
del residuo minero-metallrgico (a) y el BIOSL (b).

En la Figura 53, se puede ver claramente la diferencia de los dos soportes
solidos empleados en el experimento. Se muestra en color mds claro el residuo
M3 (a) y en tonalidad obscura el BIOSL (b). Pudiendo apreciarse claramente
que la tonalidad brillosa incrustada en ambos soportes, pertenecen a los
sulfuros minerales formados y principalmente a rejalgar.

Posteriormente se tomaron muestras correspondientes al microcosmos 3, para
someterlas a ESS catidnica y analizarlas posteriormente por DRX. Estos resultados
se presentan en el Anexo 7. En cada uno de los difractogramas se muestra el
residuo M3 antes de someterse a actividad biolégica, seguido del residuo al
término de los 30 dias que durd el experimento de exposicion a la ASR de los
in6culos empleados (Act. Bio). Posteriormente, el residuo M3 sometido a ESS
hasta la fraccion de carbonatos (CAR), y por Ultimo el residuo M3 sometido a
ESS obteniendo de la destruccion de OFM.

120



En la Figura A.7.1. y A.7.2, se muestran los resultados obtenidos para JH y M2
respectivamente. En estos se mantuvo una humedad de 1%, encontrdndose
principalmente  calcita  (Cal=CaCos), cuarzo (Q=SiO2), clinocrisolita
(Cli=(MgFe)3(SiAl)307(OH)4) y caminita (C=(SO)42(OH)2) en M3 . En el caso del
residuo bajo Act. Bio, para CAR, se encontraron aparte de las anteriores la
gismondita (G=CaAl:Si20s. 4H20) e illita (I=KNaMgFeAISiO. H20) y para OFM sdlo
se encontro Q, Iy G.

Las muestras que contenian el 30 % de humedad (Figura A.7.3. y A.7.4),
muestran que para M3 y Act. Bio se observd Cal, Q, C y Cli, para CAR se
observd C, Cal, |y Gy en OFM se aprecia Q, Iy G.

Para el 70 % de humedad, se aprecian las mismas fases que en seco, y en 30 %
de humedad, sdélo se aprecia una fase nueva que es la wustita (W=FeO) en M3
(Figura A.7.5.y A.7.6.).

Para el sistema inundado, se observa (Figura A.7.7. y A.7.8.) la Cal, Q, Cli, C
para M3 y Act. Bio. Sin embargo, para CAR y OFM se encontré Cal, | y Q. Lo
que varia en las distintas fases cristalinas es la intensidad de los picos que va
disminuyendo de acuerdo a la fraccidon analizada de la ESS catidnica antes y
después, de la actividad biolégica.

Con mayor claridad se aprecia la destrucciéon de los dxidos amorfos de Fe en el
sistema inundado para ambos consorcios; lo que da un indicio mds de la
redistribucion de elementos como el plomo. Esta redistribucion se debe a que
la actividad bacteriana presente debilita la estructura cristalina de estas fases,
haciéndolas mds susceptibles a ser removidas. Caso que no ocurre con el
residuo M3, antes de someterlo a actividad bacteriana (Figura 13).

Por Ultimo, se procesaron las muestras del residuo M3 para analizarlas con el
EDS acoplado al MEB. Lo anterior con el fin de conocer otras fases que se
formaron y las cuales se muestran en las Plantillas 3 a la 8. En la plantilla 3 se
encuentra el residuo M3 después de la actividad biolégica con el consorcio JH.
El principal mineral portador de S es la pirita, que se encuentra en tamanos
promedio de 50 micras en forma libre. La galena, esfalerita y calcopirita se
encuentran ocluidas en los no metdlicos en tamanos menores de 3 micras. Hay

abundancia de oxidos de Pb, Fe y As con asociaciones frecuentes a silice,
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Oxidos de calcio y feldespatos. El Cu — Zn metdlico no son frecuentes y se
asocian a los dxidos de calcio en forma de oclusion.

Para M2 se encontraron minerales abundantes de silicatos de Ca, Fe del tipo
de la hedenbergita 6 andradita. Las cloritas son las segundas en proporcion,
seguidos de la silice (SiO2) y apatita (CaPOu). Los Oxidos de Fe se encuentran
como oclusidn en silicatos y cloritas; mientras que los dxidos de Zn — As estdn
ocluidos en silicatos y cloritas. También se observan éxidos de calcio, zircdn
(ZrSiO4), esfalerita (ZnS), rejalgar (AsS) en los bordes de granos entre apatita y
siicatos de Ca y Fe (Plantilla 4).

En la plantilla 5, se observa la composicion del residuo M3 después de haberlo
sometido a la ESS hasta la destruccion de carbonatos. JH presenta sulfuros;
calcopirita (CuFeS:) deficiente en Cu (del cual solo 25% del 34% es usualmente
cuantificable), rejalgar (AsS) asociado a cloritas, esfalerita (ZnS) y sulfuro de
hierro (FeS2 6 FeS); ademdas de Oxidos de Fe-As, Fe-As-Zn y Pb-As donde el
primero es el md&s abundante; y otros compuestos no metdlicos tales como Cal,
Q, y Oxido de calcio (CaO) que son poco abundantes. Se presentan
contenidos de P, S, Ti y Zn; donde el contenido de P puede deberse a la
presencia de apatita, CaPOs vy la de S y Zn puede deberse a presencia de
sulfuros metdlicos como es el caso de la esfalerita, ZnS (Plantilla 6). Ademdas de
o6xidos de FeO, Fe-In y Pb-As, el rejalgar se encuentra en un buen nUmero de
particulas de silicatos en los bordes de los granos, en tfamanos menores de 5
micras y Q que se encuentra libre o asociado a silicatos.

En la plantilla 7 se tienen los resultados de la ESS hasta la destruccion de éxidos
Fe-Mn, para ambos consorcios, donde, JH presenta compuestos de azufre
como; esfalerita, pirita (FeSz), oxidos de Fe-As-Pb con contenidos de azufre en
solucion; se les localiza en forma de oclusion o asociacion con los silicatos.
Cuando estos sulfuros se asocian u ocluyen en los Oxidos Fe — As, el S estd
presente como solucion sdlida en los Oxidos; ademds de compuestos de
feldespatos de Na y K, Q, silicatos de Fe y caolinita (Al2Si2Os(OH)4).

En M2 se aprecian éxidos de Fe-As, Pb-As y FeO, también FeTiOs. Sin embargo,
no se encuentra una composicion definida que determine a un mineral

especifico sino que son mezclas de o6xidos formando menas complejas;
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asociados entre si y a los no metdlicos presentes. Hay abundancia de silicatos
de Ca, Fe del tipo de la hedenbergita ¢ andradita. La ilmenita no es
abundante y solamente se observa ocluida en los no metdlicos. No se detecta
presencia de minerales portadores de azufre (Plantila 8). El resto de las
fotomicrografias se encuentran en el Anexo 6. El microandlisis quimico puntual
de los espectros presentados a lo largo del frabajo de tesis se encuentra en el

Anexo 5.
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Plantila 3. Fotomicrografias obtenidas por MEB bajo el modo electrones
retrodispersados y espectros de andilisis puntuales por EDS, después de la actividad del
consorcio JH: (a) pirita, (b) galena ocluida en éxidos de calcio, (c) calcopirita y (d)
6xido de Pb-As.
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Espectro 15
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Plantila 4. Fotomicrografias obtenidas por MEB bajo el modo electrones
retrodispersados y espectros de andilisis puntuales por EDS, después de la actividad del
consorcio M2: (a) silicatos de Ca, Fe del tipo andradita 6 hedenbergita asociados a
cloritas, (b) esfalerita, cuarzo vy silicato; (c) rejalgar y (d) &éxido de hierro.
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Plantila 5. Fotomicrografias obtenidas por MEB bajo el modo electrones
retrodispersados y espectros de andlisis puntuales por EDS, con la destruccién de
carbonatos para el consorcio JH: (a) rejalgar, (b) esfalerita, sulfuro de hierro, (c) éxido
Fe-In-As y (d) Oxidos Pb-As.
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Plantila 4. Fotomicrografios obtenidas por MEB bajo el modo electrones
retrodispersados y espectros de andlisis puntuales por EDS, con la destruccién de
carbonatos para el consorcio M2: (a vy b) rejalgar, (b) silicatos, (b y c) éxido Fe-Zny (d)
o6xido Pb-As.

127



v

Label A: JHO12

ZnLa

Espectro 27

ZnKa

ZnKb

Label A: JHO12

200 400 6.00 800 1000 1200 1400 1600  18.00

Espectro 28

Sika
AlKa
t Magn Dot WD —————— 20um Kh:g KKb
1600 BSE 111 JHO1Z i KXe
200 4m

Espectro 29

Label A: JH

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600  18.00

Label A: JHO12

600 800 1000 1200 1400 1600  18.00

Espectro 30

PbLa

PbLb
Aska
J\_asko

a0 6.00 800 1000 1200 1400  16.00  18.00

Plantila 7. Fotomicrografias obtenidas por MEB bajo el modo electrones
retrodispersados y espectros de andilisis puntuales por EDS, con la destruccion de éxidos
Fe-Mn para el consorcio JH: (a) esfalerita, (b) sulfuro de Fe y (c) oxidos de Pb.
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Plantila 8. Fotomicrografias obtenidas por MEB bajo el modo electrones
retrodispersados y espectros de andlisis puntuales por EDS, con la destruccion de éxidos
Fe-Mn para el consorcio M2: (a) oxidos Fe-As asociados a silice, (b) oxidos Pb-As, (c)
silicatos del tipo de las cloritas entremezclados con feldespatos K. Se observa oclusidon
de oxido de Pb — As.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

1. Elresiduo minero-metalUrgico M3 presenta una elevada concentracion
de arsénico, plomo y hierro, principalmente. Debido a las condiciones
en las que estos elementos se encuentran asociados al suelo o residuo,
presentan un elevado nivel de bioaccesibilidad, haciendo que el
residuo sea clasificado como peligroso. Este material podria estar
asociado a un nivel de riesgo hacia la poblacion que entre o esté en
contacto con él; por lo cual se requieren medidas de control sobre el
residuo M3.

2. Los consorcios bacterianos (JH y M2), aislados de suelos impactados
por la actividad minera y con elevadas concentraciones de EPT
bioaccesibles. Presentaron actividad reductora de sulfatos en
presencia de un medio de cultivo mineral especifico empleando como
donador de electrones un sustrato soélido de lenta degradacion
denominado biosdlido. Este biosdlido liofilizado (BIOSL) fue obtenido de
un sistema de tratamiento aerobio de aguas residuales del parque

Tangamanga | en San Luis Potosi, S.L.P.

3. La mayor actividad sulfatorreductora en presencia del BIOSL se
observd con el consorcio microbiano M2 (~110 mmol H2S g-1SSV h-1), y
ésta probablemente se pueda atribuir a una mayor diversidad
microbiana. Se encontrd que este consorcio tenia una actividad
hidrolitica mayor que en el consorcio JH, que por sus caracteristicas
fisioldgicas y metabdlicas pueden degradar sustratos complejos como

el BIOSL y favorecer una mayor actividad sulfatorreductora.

4. El biosdlido estd conformado por sustancias similares a los dacidos

fUlvicos, lo que genera interferencia en la cuantificacion del sulfuro
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de hidrégeno en solucion. Estos compuestos, ademds, fungen como
adsorbente del sulfuro biogénico en un 17 %, apreciandose una mayor
adsorciéon a bajas concentraciones de sulfuro. De igual forma, se
determind que tiene la capacidad de estabilizar metales disueltos, y
gue debido a su baja densidad puede ser separado por flotaciéon en

un sistema inundado.

La afinidad al sustrato (BIOSL) por el consorcio JH fue mayor,
presentando una constante de afinidad, expresada en términos de mg
DQO, de 53.07 mg DQO L'. Mientras que para el consorcio M2 se
determind una de 766.42 mg DQO L'. Se comprobd que en ambos
consorcios existen bacterias sulfato reductoras que degradan el
sustrato de forma incompletaq, probablemente hasta acetato.
Ademds, ambos consorcios presentan diferencias significativas con
respecto a las velocidades iniciales especificas mdximas de
produccion de sulfuro; siendo de 12 mmol H2S g SSV h'! para JH y de
110 para M2 mmol H2S g SSV h-l. Lo anterior sugiere que el consorcio
microbiano JH presenta una concentracion mayor de comunidades
con ARS con respecto a M2, y que este Ultimo presenta un mayor

numero de comunidades hidroliticas.

El sulfuro como inhibidor de los consorcios JH y M2 en presencia de
BIOSL no presentd el comportamiento esperado, ya que, el sulfuro
infroducido se adsorbié completamente en el BIOSL, por lo tanto, no
fue posible hacer la estimaciéon de la constante de inhibicién por

sulfuro en los dichos consorcios.

Las velocidades especificas de producciéon de sulfuro en el protocolo
experimental de inhibicion indicd son constantes e independientes del
consorcio microbiano, lo cual sugiere que el potencial quimico de

sulfuro en el BIOSL determina la velocidad especifica de produccién, y
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10.

1.

que presenta diferencias significativas con los protocolos establecidos

para con concentraciones iniciales menores de sulfuro en el BIOSL

Las intferacciones de los consorcios JH y M2 en presencia del residuo
M3 permitieron comprobar, en el microcosmos 1, que el residuo M3 no
contiene materia orgdnica suficiente para sostener a una comunidad
microbiana sulfatorreductora. De igual forma se aprecidé que en los
tiempos de experimentacion (180 horas) el BIOSL no cuenta con

actividad reductora de sulfatos propia (microcosmos 2).

En lo que se refiere a la estabilizacién de metales del residuo M3, se
obtuvieron porcentajes de estabilizacion para As aceptables, con JH
40.1% mientras que en M2 77.84% bajo condiciones de inundacion, aun
cuando existié una deficiencia de sulfatos (SO4%). Los andlisis del MEB
muestran la apariciéon de rejalgar, pirita, esfalerita, éxidos complejos de

As-Pb, Fe-In-As, Pb-As, Pb, cuarzo, silicatos, feldespatos.

Considerando las primeras cuatro fracciones de las ESS anidnica o
catiénica para el cdiculo de la movilidad de As o Pb respectivamente,
se lograron estimar las disminuciones de la bioaccesibilidad y las
concentraciones maximas del lixivicdo de la NOM-052 para los
escenarios inundados. Los cdlculos muestran que se disminuyd en
69.6% la bioaccesibiidad del As y en 66.7 % la del Pb. La
concentracién maévil del residuo disminuyd desde ~133 mg As L' hasta
14.81 mg As L. En el caso del plomo, las concentraciones finales
moviles obtenidas van de 1.2 a 3.43 mg Pb L', que con respecto a las

concentraciones iniciales representd una disminucion de 6.57 mg Pb L

Por todo lo anterior se comprueba que es factible estabilizar vy
recuperar metales bajo condiciones sulfato-reductoras. Sin embargo,
para optimizar el proceso y definir el fren de tratamiento del sistema, es

necesario profundizar mds sobre el comportamiento del sustrato de

133



lenta degradacion en sistemas en contfinuo, verificando ademdas el
valor de concentraciéon de sulfatos en solucidn que permitan definir el
término de la estabilizacion de metales por generacion en solucion del

sulfuro biogénico producido.

6.2. Recomendaciones

1.

Se sugiere que se lleve a cabo la identificacién microbiologica de las
bacterias presentes en los consorcios JH y M2, para explicar con mayor
claridad sus comportamientos, y establecer las rutas metabdlicas

correspondiente con mayor detalle.

Es necesario complementar con el andlisis elemental del BIOSL, asi
como andlisis estructural del mismo para conocer la concentracion
real del carbono orgdnico que contienen y conocer los grupos
funcionales que lo conforman. Lo anterior podria complementarse con

un andlisis de infrarrojo o resonancia magnética nuclear.

Debido a gue en esta tesis se observd que comunidades con mayor
diversidad generan mejores condiciones de ARS empleando el
biosdlido, se sugiere que se lleven a cabo cinéticas microbianas
mezclando los consorcios JH y M2 para evaluar su comportamiento v,
posiblemente, tener mejores resultados. Considerando principalmente
las constantes de inhibicidn obtenidas y las velocidades mdaximas de

produccion de sulfuro.

Para poder cerrar los balances de azufre dentro de los sistemas en lote
se sugiere que se determine el sulfuro gaseoso por cromatografia de
gases, asi como la dindmica de produccion de los productos de

degradacién del biosdlido, medidos especificamente como dcidos
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grasos voldtiles, que corresponden al sustrato preferente de las

comunidades microbianas sulfato reductoras.

Implementar una metodologia para inocular siempre la misma

concentracidon de biomasa.

Se deberd de analizar en el MEB las muestras con 1, 30 y 70 % de
humedad obtenidas en los microcosmos de esta tesis para concluir si

existen variaciones con respecto al sistema inundado.

Para conocer las constantes de inhibicidon para los consorcios JH y M2
es necesario utilizar otro tipo de sustrato orgdnico como fuente de
carbono, para no tener interferencias por adsorcién de la fraccién
soluble de sulfuro y evaluacién de su efecto sobre las velocidades de

produccion del mismo.
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8. Anexos

Anexo 1. Intervalos de desviaciones estdndar, concentraciones de sulfuro
adsorbido y resultados de las extracciones secuenciales para Cd, Fe, Zny Cu.

Tabla A.1.1. Infervalo de las desviaciones estdndar obtenidas la variaciéon de

BIOSL para cada inéculo

% y fuente de Carbdén JH M2
100 - Postgate 0.09-24 0.91-8.0
50postgate+50BIOSL 0.09-2.4 0.094 -2.09
100-BIOSL 0.051-5.17 0.053-4.38
200-BIOSL 0.67 - 4.0 0.21-7.3
1.0
< ¢
%)
~ 0.9
i g f %
] = o)
PO 5
3 o084 Pl
é k d
® ] S '
| |
5 07 \ / -
3
I 1™ " /
N 0.6 \-/‘. -
0.5 T T T T T T

Tiempo, h

80

Figura A.1.1. Comportamiento de la adsorcion del H2S sobre el biosdlido, variando
distintas concentraciones de sulfuro; (m) 4.3 mM H2S, (e) 10.2 mM H2S, (J) 17.4 mM H2S,

(0) 19.2 mM H2S y(<€) 23.6 mM H2S

Tabla A.1.2. Intervalo de las desviaciones esténdar obtenidas en las Figuras 34
y 35

mg DQO L JH M2

22.7 64.7-107 22.1-96.6

49.7 41.2-113.8 26.46-48.9

91.0 14.0-178.2 15.3-154.7

182.0 29.0-175.5 65.8-245.7

350.1 40.6-119.0 90.1-564.8

700.2 39.0-308.8 184.7-698.9
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Tabla A.1.3. Intervalo de las desviaciones estdndar obtenidas en las

Figuras 36

37

mg DQO L! JH M2

22.7 0.69-4.13 0.19-53.5
49.7 1.35-62.2 0.18-26.5
91.0 0.01-95.6 0.82-53.5
182.0 0.18-95.81 1.0-76.5
350.1 1.94-311.0 0.39-108.8
700.2 0.38-1.3 0.08-1.2

Tabla A.1.4. Intervalo de las desviaciones estdndar obtenidas en las

Figuras 40

4]

Concentracion HoS (mM) JH M2

2 0.24-0.95 0.10-0.43
5 0.13-0.71 0.01-0.87
8 0.01-0.84 0.09-1.12
10 0.007-0.85 0.12-0.24
15 0.21-1.66 0.05-2.4

Tabla A.1.5. Resultados de la ESS del consorcio JH para el cadmio (mg

kg M3)

% Humedad SOL INT CAR OX-Mn-Fe Mat. Sulfuro  RE

1 1+0 12.542.5 164.816.8 157.2418.2 26.7+0.3 4.141.9
30 0.88+0.17  12.2+0.3  166.2+1.7 166.1£2.8 21.5+1.7 4.0+0.6
70 ND 13.7£0.9  164.2+3.8 162.3+18.3 29.6£11.2 3£1.1
Inundado 1.25+0 1.7£0 3+0.2 283.7£5.3 43.6%3.1 5+0.9

Tabla A.1.6. Resultados de la ESS del consorcio JH para el hierro (mg kg

M3)
% Humedad SOL INT CAR OX-Mn-Fe Mat. Sulfuro RE
1 Ml 7.1£0.3 23.1+2.3 1378.7+£100.7 7725+70.7 8575+282.8
30 48.3+x11.5 6.740.3 20+1.7 1552.5+180.3 4350+176.7  10862.5+618.7
70 48.310 6.8+0.5 25.610.7 1520£28.3 8525+150.4 7983.3+208
Inundado 42.2+11.5 7.10.7 72.2£2.8 1331.2+1.8 7350+318.2 7425+282.9

Tabla A.1.7. Resultados de la ESS del consorcio JH para el cobre (mg kg-!

M3)

% Humedad SOL INT CAR OX-Mn-Fe Mat. Sulfuro RE

1 MI MI MI 7x1.4 89.3£5.8 31.3x0.9
30 Ml Ml Ml 5.5+0.7 64.8+4.4 33+0.7
70 1.7520 MI MI 5.8+£0.5 182.6£13.1 32.8+1.2
Inundado ND MI MI 2.1£0.3 102.7£12.3 24.5+0.3

Tabla A.1.8. Resultados de la ESS del consorcio JH para el zinc (mg kg

M3)

% Humedad | SOL INT CAR OX-Mn-Fe Mat. Sulfuro  RE

1 11£2.4 32.718.6 2076.2£139.6 4087.5£123.7 1195+£31.8 260+31.8
30 9.9+0.5 43.8t5.4 2370+74.2 3775%247 4 910£116.6 241.2+19.4
70 7.1£0.8 36.6%1.9 2458.7+37.1 3662.5+88.3 1027.5249.5 241.2+44.1
Inundado 10.7+6 10.9+0.5 1120+17.6 4262.5£194.4 1123.7£26.5 222.5%47.5
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Tabla A.1.9. Resultados de la ESS del consorcio M2 para el cadmio (mg

kg M3)
% Humedad SOL INT CAR OX-Mn-Fe Mat. Sulfuro RE
1 ND 16.5+1.4 203.1x1.9 142.741.4 24.1+1.5 5.610.8
30 ND 18.8£1.5 185.8+19.2 15017 40.6%1.5 6.810.1
70 ND 18.5+0.3 205.3£3 15421 43.2+1.4 5.6£0.5
Inundado ND 1.7+0.8 7.75+1.7 25017 88+19.4 12.8+4

Tabla A.1.10. Resultados de la ESS del consorcio M2 para el hierro (mg

kg M3)

% Humedad SOL INT CAR OX-Mn-Fe Mat. Sulfuro RE

1 3.940.6 4.5+0.7 19.5.540.3  1227.5+42.4 8125+98.9 5775+120.2

30 2.9+0.5 4.5£0.8 28.30.3 1478+5.3 6425+282.8 11550+495

70 2,9+0.3 4.2+0.8 44.3+12.5 1337.5+53 8062.5+97.2  8712.5£371.2
Inundado 2.9£0.2 4,210 99.3+4.7 1238.7+8.8 10962.5+113.7  4825+233.4

Tabla A.1.11. Resultados de la ESS del consorcio M2 para el cobre (mg

kg M3)
% Humedad SOL INT CAR OX-Mn-Fe Mat. Sulfuro RE
1 ND ND 12.840.8 5+0.7 97.2+5.6 33.5+6.3
ND ND ND 8+0.3 4.140.8 170.745 49+2 4
70 ND ND 5.520 4.240.3 118.2¢7.7 37.5£3.5
Inundado ND ND 3.250.1 1.840.1 188.1+23.8 38.8+12.1

Tabla A.1.12. Resultados de la ESS del consorcio M2 para el zinc (mg kg!

M3)

% Humedad | SOL INT CAR OX-Mn-Fe Mat. Sulfuro  RE

1 5.1£2.2  43.3%1.9 1945+74.2 3741.6x14.4 1007.5+49.5 176.7+6.5
30 11.7£1.9 62.5x4.7 2375%£212.1 41758212.1  1541.2+167.9 352.5+7
70 8.71£0.6 80+17.1 2521.2+76 3387.5£53 1151.2+93.6 240+28.2
Inundado 6+2.4  32.2+43.1 17914267 4262.5£300 1806.2+178 342.5£134.3
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ANEXO 2

Produccion de sulfuro con distintas concentraciones de biosdlido
liofilizado (BIOSL).

mmol H,S

T T T T
0 100 200 300 400
Tiempo, h

Figura A.2.1. Produccién de sulfuro en presencia del medio basal A y distintas
concentraciones de BIOSL para el consorcio JH; (1) 22.7 mg DQO L (244 mg SSV L),
(0)) 49.7. mg DQO L (311 mg SSV L), (A) 21 22.7 mg DQO L' (466 mg SSV L), (m) 182
mg DQO L' (333 mg SSV L),( @) 350.1 mg DQO L1233 mg SSV L) y (A) 700.2 mg DQO
L1 (233 mg SSV L)

mmol H_S
n

T T T T T T T T
0 100 200 300 400
Tiempo, h

Figura A.2.2. Produccién de sulfuro en presencia del medio basal A y distintas
concentraciones de BIOSL para el consorcio M2; () 22.7 mg DQO L' (333 mg SSV L),
(0)) 49.7. mg DQO L' (400 mg SSV L), (A) 91 22.7 mg DQO L' (511 mg SSV L), (m) 182
mg DQO L' (422 mg SSV L1),( @) 350.1 mg DQO L1154 mg SSv L) y (A) 700.2 mg DQO
L1 (154 mg SSV L)
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ANEXO 3

Tabla A.3.1. Términos de ajuste utilizados en la obtencion de los pardmetros cinéticos K| y ¢, paralos consorcios JHy M2.

[BIOS] Tiempo Abs inicial Absorbancia corregida Abs final
(mg DQO LM (h) (nm) (nm)
Abs mat. Org. Abs adsorcién
(nm) (nm)
Consorcio JH

22.7 0-407 Arrojada por el | No se hizo gjuste Abs fnal = Abs, i — Absmmmg + AbS yoriion
49.7 0-407 UV-Vis No se hizo gjuste y= yo *(A + (B *x))
91.0 0-407 y=A+(B*x)

y — yo + Ae(x/t)
182.0 0-407 y= a(x—b)

y=A+(B*x)
350.1 0-194 y=A+(B *x) No se hizo ajuste
700.2 0-194 0 24 w No se hizo gjuste

y=y +——

T Ax-x,) +w
Consorcio M2

22.7 ArrOdeG por el No se hiZO GJUSTe Absﬁnal = Absinicial - Absmat org + Absad.mrvirin
49.7 UV-Vis No se hizo qgjuste '
91.0 y:A+(B*x)

y — yo + Ae(x/t)
182.0 y:a(x—b)

y=A+(B*x)
350.1 y=A+ (B*x) No se hizo ajuste
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700.2 o 24 w No se hizo gjuste
y=y +—-
T Ax-x) +w

Velocidades de produccion de sulfuro utilizadas para calcular la K, y g, para los consorcios JH y M2.

Los valores de absorbacia obtenidos experimentalmente se procesaron para hacer el ajuste de la absorbancia por materia orgdnica y por
adsorcion del sulfuro sobre el BIOSL. Para ambos consorcios se realizd el mismo procesamiento de datos. Para 22.7 mg DQO L' de BIOSL se
ajustd cada absorbancia experimental con el arreglo matemdtico que aproximd el comportamiento de la materia orgdnica en solucion, de
igual manera la absorbancia experimental se ajusto al arreglo matemdtico que aproximd el comportamiento de la adsorcion del H2S sobre el
BIOSL. Se realizaron las sumas algebraicas correspondientes de las absorbancias para obtener la absorbancia tedrica calculada y finalmente
determinar la concentracion de HzS. La concentracidn de H2S obtenida, fue dividida enfre las concentraciones de biomasa, expresada en mg
SSV L-1(JH o M2). De esta forma se obtuvieron los perfiles de concentracion que se observan en las Figuras A.3.1 ala A.3.12.

La velocidad especifica de produccidon de H2S se calculdé para cada concentracién de DQO y para cada indculo, empleando una regresion
lineal y obteniendo el valor de velocidad de la pendiente de la curva a un tiempo determinado (Tabla A.3.2).

Tabla A.3.2. Velocidades especificas de produccion de HsS para los consorcios JH y M2 a una concentracion dada de
BIOSL

mg JH R2 h M2 R2 h
DQO L (mmol H2S g-' SSV h-1) (mmol H2S g1 SSV h-1)
22.7 2.87 0.621 35.5 5.81 0.777 31.5
49.7 6.66 0.871 35.5 4.82 0.762 31.5
21 8.05 0.931 35.5 10.7 0.809 31.5
182 431* 0.578 35.5 22.39 0.909 31.5
350.1 9.95 0.907 74.5 34.18 0.899 31.5
700.2 11.36 0.884 74.5 52.57 0.993 31.5

* Fue eliminado al momento de hacer el gjuste de Monod debido a que posiblemente los artificios matemdaticos empleados no
lograron hacer una buena aproximacion.
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Concentracion de H,S

(en mmol g'SSV)
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Figura A.3.1. Concentracion especifica de sulfuro con 22.7 mg DQO L-! para el indculo

JH
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Figura A.3.2. Concentracion especifica de sulfuro con 49.7 mg DQO L! para el indculo

JH
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Figura A.3.3. Concentracion especifica de sulfuro con 90 mg DQO L' para el indculo JH
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Figura A.3.4. Concentracion especifica de sulfuro con 182 mg DQO L' para el inéculo
JH
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Figura A.3.5. Concentracion especifica de sulfuro con 350.1 mg DQO L' para el indculo
JH
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Figura A.3.6. Concentracion especifica de sulfuro con 700.2 mg DQO L' para el inéculo
JH
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Figura A.3.7. Concentracion especifica de sulfuro con 22.7 mg DQO L' para el indculo
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Figura A.3.8. Concentracion especifica de sulfuro con 49.7 mg DQO L' para el indculo

M2
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Figura A.3.9. Concentracion especifica de sulfuro con 90 mg DQO L' para el inéculo

M2
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Figura A.3.10. Concentracién especifica de sulfuro con 182 mg DQO L' para el inéculo

M2
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Figura A.3.11. Concentracién especifica de sulfuro con 350.1 mg DQO L' para el

inbculo M2
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Figura A.3.12. Concentracion especifica de sulfuro con 700.2 mg DQO L-! para el

inbculo M2
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ANEXO 4
Linealizacion de la ecuacion de inhibicion no competitiva
qmax .S

I
(K, +S)(1+ ?)

1

q==

Agrupando términos:

oo Im ®S
(K, +5)
Despejando:
g= c _ c _ cK,
vy Sy Kl
K, K

Linealizando ecuacidn anterior:

1 K+l 1 1

Donde:

Ordenada en el origen =1
4

Pendiente (m) S - K, b
K,c mec

155



Tabla A.5. Resultados del microandlisis quimico cuantitativo puntual, realizado por espectrometria de rayos-X (EDS)
acoplado a microscopio electronico de barrido (MEB).

ANEXO 5

% en peso

Espectro | Al As Ca Cu F Fe K Mg Mn | Na O P Pb S Si n Ir Ti Total

1 40.25 | 2.08 9.68 3.06 40.28 | 4.68 100

2 33.23 66.77 100

3 4.8 25.5 5.4 1.7 2.7 26.6 573 |13 14 11.8 2 101.53
4 5.95 4.43 5.08 1.23 43.98 21.84 | 5.38 9.78 2.33 100

5 50.55 1.89 7.07 40.49 100

6 9.64 11.64 44.49 19.86 | 5.15 9.25 100.03
7 3422 | 4.92 11.81 | 3.54 37.31 | 8.19 99.99
8 48.9 51.1 100

9 46.49 5.53 45.62 | 2.37 100.01
10 15.49 44.46 | 40.04 99.99
11 49.98 50.02 100
12 16.86 7.88 70.22 | 5.04 100
13 21.85 | 28.35 20.21 9.43 20.16 100
14 48.67 31.92 19.41 100
15 30.11 | 3.51 2.9 1.09 11.18 4.2 47.02 100.01
16 29.28 70.72 100
17 60.41 | 3.86 6.4 4.29 21 4.04 100
18 80.62 16.49 2.89 100

19 67.2 5.72 23.35 | 3.73 100
20 32.81 67.19 100
21 37.6 1.79 15.55 15.68 29.38 100
22 1531 | 4.43 2.09 7.23 70.94 100
23 68.03 4.58 22.43 | 4.96 100
24 26.47 15.54 6.72 1.32 25.65 | 9.98 6.64 4.47 96.79
25 7.23 21.18 10.74 | 3.82 1.17 0.95 | 1486 | 2.72 3.68 26.76 | 4.1 2.79 100
26 53.13 | 7.96 3.08 9.08 3.85 | 19.98 | 2.91 99.99
27 32.21 68.77 100.98
28 49.25 50.72 99.97
29 10.18 5.34 2.8 2.4 17.55 61.72 99.99
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30 6.38 5.32 14.93 10.34 62.45 0.58 100

31 47 .48 33.18 19.34 100
32 5.66 2.18 91.54 0.62 100
33 13.3 14.22 26.76 45.72 100
34 18.45 11.1 5.39 4.24 16.56 44.25 99.99
35 5.95 4.43 5.08 1.23 43.98 21.84 | 5.38 9.78 2.33 100
36 7.23 20.24 1.61 20.72 | 9.65 | 25.38 | 9.1 6.06 99.99
37 9.64 11.64 44.49 19.86 | 5.12 9.25 100
38 31.1 3.74 10.82 | 3.22 44.19 | 6.94 100.01
39 4.77 4.13 7.7 1.54 502 | 3841 |37 12.93 | 10.63 [ 11.16 99.99
40 35.4 2.19 15.3 41.73 | 5.38 100

41 2631 | 6.37 2438 | 7.49 2775 | 7.7 100
42 5.54 17.74 | 13.01 17.39 | 1.49 7.35 19.21 | 1.62 11.35 4.92 99.62
43 30.24 69.76 100
44 5.1 4.45 5.62 12.69 23.11 45.52 3.51 100
45 20.32 19.23 60.45 | 100
46 67.2 5.72 23.35 | 3.73 100
47 32.81 67.19 100
48 25.1 40.56 34.35 100.01
49 41.88 | 9.71 29.24 19.17 100
50 32.56 | 3.26 27.01 8.19 | 22.59 6.39 100

51 11.4 2991 7.09 23.43 28.17 100
52 13.57 12.57 2.65 | 25.29 45.92 100
53 9.39 53.583 | 1.37 1.42 19.47 14.83 100.01
54 6.49 20.69 7.29 2.18 13.43 | 8.93 6.94 23.63 | 1.83 | 8.59 100
55 11.9 88.1 100
56 53.13 | 7.96 3.08 9.08 3.85 | 19.98 | 2.91 99.99
57 84.71 12.63 2.67 100.01
58 43.26 | 6.96 34.48 10.99 | 4.3 99.99
59 80.23 15.66 4.11 100
60 6.66 32.5 19.85 16.85 24.14 100
61 10.75 | 2.26 1.45 3.92 79.72 1.9 100
62 10.08 28.09 6.7 291 2.26 26.5 23.46 100
63 5.62 58.16 2422 | 3.32 3.79 1.79 3.11 100.01
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ANEXO 6

Fotomicrografias obtenidas por MEB bajo el modo electrones retrodispersados vy
espectros de andlisis puntuales por EDS. Del precipitado amarillo, destruccidon de
carbonatos y é6xidos Fe-Mn para el consorcio JH y M2,

Espectro 33

Label A: 10A-

100 200 300 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

Lobel & 108 " Fenectro R4

100 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

Label & 108 Fspectro 35

L

A Cak Ask
[ CaK /\ AsK

100 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 5.00 10.00 11.00 12.00 13.00

Plantilla 9. Precipitado formado en el consorcio JH en condicién inudandada, (a, ¢, d e,)
rejalgary (b) particulas de éxidos de Fe-As.
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Label A: 11B- ‘ Espectro 36

CaKa AsKa
AsKb

100 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

Label A: 118- ‘ Fsnectro 37

Label A: 11B- Espectro 38

sik:
Agtl CaKb Aska
K CaKa 0

Askb

100 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

Lot 115 Espectro 39

AsKa

/\ AsKb

100 2.00 3.00 4.00 500 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

Plantilla 10. Precipitado formado en el consorcio M2 en condicién inundada: (a, ¢, d) rejalgar

y (b) pirita
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Espectro 43

Label A: MML12

siKa
Al
Mg
okaf CaKb ke
2 al FeKb
Jz Caka Feka
2Znkb

200 400 600 800 1000 1200 1400  16.00

18.00

Espectro 40

Label A: MML12

CaKa

AsKa
AsKb

800 1000 1200 1400 1600  18.00

Espectro 41

Label A: MML12

Sika

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600  18.00

Espectro 42

Label A: MML12

zil
Zrla
sika

kb
Zika

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600  18.00

Plantilla 11. Residuo M3 al término de la actividad bioldgica para el consorcio M2. Particula
formada por silicatos Ca Fe, apatita y dxidos de calcio. Al centro se observan dos particulas
blancas y brillantes ocluidas de la forma: 1) rejalgar entre los bordes de apatita y silicatos y 2)

FeO ocluido en silicatos.
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Plantilla 12. Residuo M3 después de destruccidn de carbonatos para JH. Se observan
abundantes particulas de este tfipo: las zonas obscuras corresponden a una mezcla de
cloritas y apatita intimamente asociadas a silice. Dentro de la particula y en forma de
oclusion se observan en (a) y (b), color blanco, que analizan sulfuro de arsénico y en (c) y (d)
gris claro esfalerita. Oxidos de calcio muy entremezclados con clorita y apatita. Las zonas
blancas corresponden a éxidos de Fe — As — Zn y alrededor se presenta silice
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Plantilla 13. Residuo M3 después de destruccién de oxidos para JH. Esfalerita asociada en
6xidos de Fe — As. Se observan en estos Ultimos contenidos de S en solucion sélida. Particula
formada por dos fases: zonas grises que analizan éxidos de Fe — As y zonas blancas, sulfatos

de Fe — As. Oxidos de Pb - Fe — As asociados a silice y calcopirita.
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Plantilla 14. Residuo M3 después de destruccion de carbonatos para M2. La zona mds
obscura analiza silicoaluminatos de Ca, Fe con contenidos de S, P K, Ca, Fe y Zn que pueden
ser constituyentes de apatita y de sulfuros de zinc. Se observa también presencia de
caolinita. Las particulas blancas vy brillantes analizan dxidos de Fe — Zn analizan dxidos de Pb —

As.
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Plantilla 15. Residuo M3 después de destrucciéon dxidos para M2. Oxidos de hierro — arsénico
entre mezclados con silicatos de Ca, Fe. Las zonas blancas presentan mds contenidos de
arsénico. Oxidos de hierro — arsénico; (a) asociados a silice y (b) asociados a éxidos de plomo
— arsénico. Feldespatos con oclusiones de ilmenita. Silicatos del fipo de las cloritas
entremezclados con feldespatos K. Se observa oclusion de éxido de Pb — As.
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Plantilla 16. Residuo M3 al término de la actividad bioldgica para el consorcio JH. Particula
formada por silicatos Ca Fe, apatita y éxidos de calcio: (a) éxidos Fe-As; (b y c) feldespato
de calcio y (d) éxidos Fe-As con incrustaciones de fluorita.
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ANEXO 7
Difractogramas del residuo M3 antes y después de someterlo a actividad bioldgica y
destruccién de CAR y OFM.
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Figura A.7.1. Difractograma del consorcio JH empleando 1% de humedad.
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Figura A.7.2. Difractograma del consorcio M2 empleando 1% de humedad.
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Figura A.7.4. Difractograma del consorcio M2 empleando 30% de humedad.
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Figura A.7.5. Difractograma del consorcio JH empleando 70% de humedad.
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Figura A.7.6. Difractograma del consorcio M2 empleando 70% de humedad.
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Figura A.7.7. Difractograma del consorcio JH empleando el sistema inundado.
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Figura A.7.8. Difractograma del consorcio M2 empleando el sistema inundado.
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