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RESUMEN

En el Perd la mineria posee un gran impacto en la economia nacional, debido a la
generacion de divisas por la exportacibn de minerales como cobre, zinc y plata; sin
embargo, es lamentable que en la actualidad el Perl reporte 7668 Pasivos Ambientales
Mineros (PAMs) y uno de ellos es el PAM de Mesapata que constituye un relave
polimetalico de flotacion de minerales sulfurados. Estos depdsitos generan continuamente
Drenajes Acidos de Mina (DAM) que contienen cantidades significativas de metales
pesados. Uno de los metales que se encuentran en abundancia es el Fe*? (800 mg/L) que
impacta la calidad de las aguas, suelos y pastos naturales; por lo tanto, el presente trabajo
de investigacion tuvo por objetivo optimizar la remocion del hierro del Drenaje Acido de
Mina del Pasivo Ambiental Minero de Mesapata.

El desarrollo de la investigacion se dividi6 en tres etapas: En la etapa pre-
experimental se acondiciond el lugar de trabajo, se muestrearon comunidades de Bacterias
Oxidadoras de Hierro (BOFe) de Pastoruri, Mesapata y Campanayoc; y, se recolecto el
DAM del lado norte del PAM de Mesapata. La etapa experimental consistié en optimizar la
remocion de Fe*? mediante tratamientos abiéticos (pH, Oz y Os) y bidticos (BOFe); y, en la
etapa post-experimental se realiz6 el andlisis de las eficiencias de remocién de Fe*? para

la eleccidn de las alternativas 6ptimas de tratamiento.

Los resultados mostraron que, el pH 6ptimo para la remocion de hierro varié entre
452 y 5.61, poseyendo eficiencias de remocion de hierro de 94.6% y 99.9%,
respectivamente. Por otro lado, la oxigenacion (1 L/min) y ozonizacién (2.15 L/min) para la
remocion de Fe*? son dependientes del pH, puesto que no oxidan al Fe*? a pHs muy acidos
(2.32), por lo que antes de la inyeccion de O, y Oz debe afadirse un neutralizante. De
acuerdo a ello, se realizé la inyeccion por separado de O,y Oz a 3L de DAMapH 4.0y
5.5, los resultados demostraron que los tiempos de oxigenacion Optimos se encuentran
entre la 1y 1.5 horas en DAM a pH 5.50, con eficiencia de remocién de Fe*2de 65.0% y
80.8%. Asi mismo, el tiempo de ozonizacion 6ptimo se encuentra entre los 5y 11 minutos

para DAM a pH 5.5 con eficiencias de remocién de Fe*2de 71.3 %y 72.0%.

Para el caso del tratamiento bidtico con BOFe, se observé que las bacterias
provenientes de zonas con DAM y DAR con concentraciones mayores de 16 mg/L y pHs
acidos (2.56) tuvieron mejor crecimiento en Medio 9K Mod.; conservandose en total 17
cepas a pH 3 y 4. Por otro lado, las bacterias inoculadas (consorcio) en los sistemas
Aquarium-Fe con DAM de 400 mg/L, 600 mg/L y 800 mg/L de Fe*?y pH 2.56 — 4; obtuvieron

Vi
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eficiencias muy altas de remociéon de Fe*?, al dia 49 se observaron que en condiciones de
aerobiosis las eficiencias de remocion fueron de 44%, 50%, 78% y en condiciones de
microaerofilia fueron de 63%, 63% y 80%, respectivamente. En tal sentido, hay mayor
eficiencia de remociéon de Fe*? en condiciones de microaerofilia, pH &acido y altas
conentraciones de Fe*?,

En conclusiéon, es posible optimizar la remociéon de Fe*? del DAM del PAM de
Mesapata con tratamientos abiéticos (pH, Oz y Os) y bibticos (BOFe), teniendo en cuenta

la sinergia con el pH.

Palabras claves: DAM, remocién de hierro ferroso, Bacterias Oxidadoras de Hierro,
TIFs.

Vii
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ABSTRACT

In Peru, mining has a great impact on the national economy, due to the
generation of foreign exchange from the export of minerals such as copper, zinc and
silver; however, it is unfortunate that Peru currently reports 7,668 Mining Environmental
Liabilities (PAMs) and one of them is the Mesapata PAM, which constitutes a
polymetallic tailings from the flotation of sulphide minerals.These deposits continually
generate Acid Mine Drainage (AMD) that contain significant amounts of heavy metals.
One of the metals found in abundance is Fe*? (800 mg/L) which impacts the quality of
water, soil and natural pastures, therefore, this research work aimed to optimize the
removal of iron from the Acid Mine Drainage of the Mesapata Mining Environmental
Liability.

The development of the research was divided into three stages. In the pre-
experimental stage, the workplace was conditioned, communities of Iron Oxidizing
Bacteria (IOB) from Pastoruri, Mesapata and Campanayoc were sampled; and, AMD
was collected from the north side of the Mesapata’s PAM. The experimental stage
consisted of optimizing Fe*? removal by means of abiotic (pH, O2 and Os) and biotic
(I0B) treatments; and, in the post-experimental stage, the analysis of Fe*? removal

efficiencies was carried out to choose the optimal treatment alternatives.

The results showed that the optimal pH for iron removal varied between 4.52 and
5.61, with iron removal efficiencies of 94.6% and 99.9%, respectively.On the other
hand, oxygenation (1 L/min) and ozonation (2.15 L/min) for the removal of Fe*? are pH
dependent, since they do not oxidize Fe*? at very acidic pHs (2.32), for so before the
injection of Oz and O3 a neutralizer must be added. Therefore, the separate injection of
O, and O3 was performed in 3 L of AMD at pH 4.0 and 5.5, the results showed that the
optimal oxygenation times are between 1 and 1.5 hours in AMD at pH 5.50, with
efficiency removal of Fe*? of 65.0% and 80.8%. Likewise, the optimal ozonation time is
between 5 and 11 minutes for AMD at pH 5.5 with Fe*? removal efficiencies of 71.3%
and 72.0%.

In the biotic treatment with BOFe, it was observed that the bacteria from areas
with MAD and ARD with concentrations greater than 16 mg/L and acidic pHs (2.56) had
better growth in Medium 9K Mod.; conserving a total of 17 strains at pH 3 and 4. On
the other hand, the inoculated bacteria (consortium) in the Aquarium-Fe systems with
ADM of 400 mg/L, 600 mg/L and 800 mg/L of Fe*2 and pH 2.56 — 4; obtained very high

viii
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removal efficiencies of Fe*?, at day 49 it was observed that under aerobic conditions
the removal efficiency was 44%, 50%, 78% and under microaerophilic conditions it was
63%, 63% and 80%, respectively. In this sense, there is greater removal efficiency of

Fe*2 in microaerophilic conditions, acidic pH and at high concentrations of Fe*?

In conclusion, it is possible to optimize Fe*? removal from the AMD of the
Mesapata PAM with abiotic (pH, Oz and O3) and biotic (BOFe) treatments, taking into

account the synergy with pH.

Keywords: AMD, ferrous iron removal, Iron Oxidizing Bacteria, TIFs.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El Peru posee una larga tradicibn minera que se remonta desde la época preincaica,
y especialmente a mediados del siglo XX se intensificaron las labores de exploracién a lo
largo del pais. En la actualidad el Per( se ubica dentro de los principales productores de
minerales (Cu, Zn y Ag) a nivel latinoamericano y mundial, siendo una de las actividades
extractivas de mayor impacto en la economia nacional en el orden del 61.9%, de las cuales
60.5% correspondié a minerales metalicos (Chappuis, 2019).

La metalogenia de la regién Ancash es muy variada por lo que posibilita la extraccion
de depdsitos metalicos tales como Au, Cu, Pb, Zny Mo. En la regién se ubican importantes
proyectos de gran y mediana mineria (Villarreal & Rodriguez, 2009), que vienen explotando
desde antes del boom de la gran mineria en la region. A mediados del siglo XX, algunas
familias adineradas en la provincia de Recuay combinaron la administracién de la hacienda
con la explotacion minera. Como en el caso de las Minas Huancapeti, La Caudalosa, San
Eliseo, gue demandaron servicios en los pueblos vecinos e influyeron en la apertura de las
plantas procesadoras de minerales que operaban en los distritos de Catac y Ticapampa,
generando fuentes de trabajo a muchas familias (Valcéarcel, 2009). Sin embargo, ademas
de ser fuente de riqueza, trajo consigo conflictos sociales por los vertidos de relaves
mineros en los humedales de Yanayacu, San Miguel y Chahuapampa por parte de las
plantas concentradoras de minerales ubicadas en Mesapata y en el caserio de San Miguel
(Tuya et al., 2012).

Al 2021, se reportaron 7668 Pasivos Ambientales Mineros (PAMs), impactando en la
dinamica de los ecosistemas (MINEM, 2021). Solo en Ancash, la totalidad de sus cuencas

(Santa, Lacramarca, Casma, Nepefia, Culebras y Huarmey) fueron contaminadas por DAM
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desde las cabeceras de cuenca. Este hecho se agrava por la deposicién de relaves en
ecosistemas fragiles como bofedales y riberas de rios sin tomar en cuenta la legislacion

ambiental vigente (Palomino, 2021).

Recuay es la provincia de Ancash con mayor acumulacion de PAMs (MINEM, 2019)
y aqui destaca el caso emblematico del PAM de Mesapata que constituye un relave
polimetélico de flotacion de minerales sulfurados de Pb, Ag, Zn y Cu (UNASAM, 2004).
Estos depdsitos de relave generan continuamente Drenajes Acidos de Mina (DAM)
originados por la presencia de minerales sulfurados, como la pirita (FeS,), que en
aerobiosis, agua y presencia de microorganismos desestabilizan su estructura mediante
reacciones de oxidacion (Johnson, 2003). EI DAM presenta altos contenidos de metales
pesados como el Fe que esta impactando la calidad de las aguas, suelos y pastos naturales
consumidos por el ganado de la comunidad campesina de Catac (Moreno & Vizconde,
2006).

Caniizares-Villanueva (2000), menciona que la persistencia de los metales pesados
(Fe, Mn, Al, etc.) en cuerpos de agua induce su toxicidad al biomagnificarse; poniendo en
grave riesgo la agricultura, la ganaderia y la poblacién donde hay PAMs.

Uno de los metales que se encuentran en abundancia en el DAM del PAM de
Mesapata es el hierro disuelto (406 mg/L (LCA, 2016), 870.47mg/L (ANEXO 3)), y el hierro
en grandes cantidades trae consecuencias como dificultades de respiracion, dolores de
cabeza, pérdida de peso, fatiga, mareo, e incluso coloracion grisacea en la piel (Elcinto,
2000). Dicho metal contribuye en desarrollo de las plantas, sin embargo su exceso en forma

de Fe*? genera toxicidad y muerte (Juarez et al., 2015).

Las estrategias de remediacion de los afluentes incluyen estrategias abioticas y
biéticas (Klein et al., 2013). Los tratamientos abiéticos comprenden cominmente el uso de
neutralizantes quimicos (NaOH, CaCO, NH3) y oxidantes (O2, Os), mientras que los
tratamientos bidticos incorporan humedales construidos que permiten la absorcion de
metales disueltos a través de microorganismos (hongos, algas, levaduras, bacterias) y
alguna de ellas en sinergia con las especies macrofitas. Otra tecnologia bittica se da
mediante el uso de microorganismos quimiolitétrofos como las Bacterias Oxidadoras de
Hierro (BOFe) que obtienen su energia de la oxidacion de Fe*? a Fe*3, precipitando como
Fe (OH); (Aziz et al., 2020, citado en Arp & Stein, 2003).
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En base a ello, presente trabajo de investigacion tuvo por objetivo optimizar la
remocioén de hierro del DAM del PAM de Mesapata, a través de pruebas experimentales

controladas (abioticas y bioticas).
Planteamiento del problema de investigacion

¢Es posible optimizar la remocion de hierro del Drenaje Acido de Mina del Pasivo

Ambiental Minero de Mesapata?
1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo general

Optimizar la remocion del hierro del Drenaje Acido de Mina del Pasivo
Ambiental Minero de Mesapata.

1.1.2. Objetivos especificos

= Determinar las condiciones 6ptimas de pH, oxigeno y ozono para la
remocion de Fe*2.

= Aislar, propagar y evaluar la capacidad oxidante de las bacterias

oxidadoras de hierro, apH 3y 4.

= Determinar la eficiencia de la sinergia del pH, oxigeno, ozono y las

bacterias oxidadoras de hierro en la remocion de Fe*2.
1.2. Hipotesis

Considerando que el hierro precipita a partir de un pH de 4.5 (Crittenden &
Montgomery, 2012), el oxigeno y el ozono son agentes oxidantes para el hierro en
medio acuoso (Vidal, 2003; Pretrusevski, 2003, citado en Burbano & Sanchez, 2003),
y evidencias de microorganismos como At. ferrooxidans y Ferrovum myxofaciens
oxidan el hierro incluso a pHs &cidos (Fan et al., 2019; Hedrich et al., 2011 y Luetters
y Hanert, 1989), es posible optimizar la remocién de hierro (Fe*?) encontrando la

sinergia de los factores mencionados.
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1.3. Variables
1.3.1. Variable independiente

= Optimizacién de variables abioticas (pH, Oz y Os) y bidticas (BOFe) bajo

condiciones de laboratorio.
1.3.2. Variable dependiente

= Remocioén del hierro (Fe*?) del DAM del PAM de Mesapata (formacién de

sedimento y concentracién de hierro en la fase acuosa).
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

A lo largo de los afios han venido desarrollandose técnicas para el tratamiento
de los DAM. Estas tecnologias pueden ser divididas en estrategias de remediacién
abidticas y bidticas, y presentan como finalidad modificar el pH, disminuir la
concentracion de metales y sulfatos, oxidar o reducir los contaminantes o aprovechar
metales acumulados en el sedimento. La estrategia éptima para el tratamiento de
DAM esta en funcion a la calidad y cantidad del efluente acido, las caracteristicas de
los contaminantes y el espacio disponible (Skousen et al., 1998; Lottermoser, 2010,
citado en Klein et al., 2013).

Los tratamientos convencionales usan neutralizantes para elevar el pH del
DAM, permitiendo la formacién de metales insolubles y su posterior precipitacion. En

este ambito se han realizado trabajos de investigacién tales como:

“Study of pH influence on selective precipitation of heavy metals from Acid Mine
Drainage” ejecutado por Balintova y Petrilakova (2011), tuvo por objetivo evaluar la
precipitacion de metales del DAM de la mina abandonada Smolnik ubicada en
Eslovaquia. Para elevar el pH del DAM usaron como neutralizante el hidroxido de
sodio (NaOH) a una concentracion de 0.5N. El DAM tuvo una concentracion inicial
de hierro de 256.8 mg/L y un pH inicial de 3.06, respectivamente. Durante el
experimento neutralizaron 500 mL de DAM bajo condiciones continuas de agitacion
y mediciones de pH. Este procedimiento se repiti6 a valores de pH gradualmente
crecientes: 3.5; 4.0; 4.5; 5.0; 5.5; 6.0; 6.5; 7.0; 7.7; y 8.2. Luego, el sedimento de cada

tratamiento fue filtrado y analizado.
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Los resultados mostraron que la precipitacion del hierro comenzé a pH 3.5y a
partir de pH 5.5 se present6 una rapida formacion de sedimento hasta alcanzar un

96.6% de eficiencia de sedimentacion a un pH de 8.2.

El trabajo realizado por Wei et al. (2005) “Recovery of iron and aluminum from
Acid Mine Drainage by selective precipitation” tuvo por objetivos evaluar la solubilidad
de metales del DAM en funcién al pH y desarrollar un proceso de precipitacion
selectiva para la recuperacion de Fe y Al como productos separados. EI DAM fue
obtenido de la mina de carbon (Upper Freeport seam), ubicado en los Estados
Unidos. El DAM tuvo un pH de 2.6 y una concentracion de Fe y Al inicial de 162.0
mg/L y 80.8 mg/L, respectivamente. Utilizaron un proceso de dos pasos para las
pruebas de recuperacion de metales: precipitacion de Fe seguida de precipitacion de
Al. Para la precipitacion de hierro neutralizaron 500 mL de DAM con una solucién de
NaOH 10 N hasta que obtuvieron un pH final entre 3.0 y 4.5, después de recuperado
el hierro afadieron 500 mL del DAM filtrado y continuaron neutralizando hasta llegar
a un pH alcalino.

Los resultados mostraron que en un rango de pH de 3.5 a 4.0 la concentracion
de hierro disminuyé hasta 98.6%. Por otra parte casi todo el aluminio fue removido

entre un pH 5.0 y 8.0, sin embargo resolubilizé6 a pH mayor a 10.

La investigacion realizada por Montesinos (2017) “Caracterizacion de efluentes
de mina para la eleccion de la alternativa éptima de tratamiento” se desarroll6 con el
objetivo de encontrar el mejor tratamiento para la remocién de metales mediante
pruebas experimentales que abarcé la caracterizacion de materiales y efluentes de
dos unidades mineras, los ensayos de laboratorio a los que fueron sometidos, fueron

la neutralizacion usando cal y remocidn de fases sdélidas formadas.

De acuerdo a los resultados, el tratamiento O6ptimo se fundament6
principalmente en el consumo de cal (costos) y eficiencias de remocién de metales
de los efluentes. El tratamiento 6ptimo de la primera mina posey6 dos etapas. La
primera etapa consisti6 en neutralizar el efluente hasta valores de pH 6 y la
eliminacion de las fases solidas de Fe y Al. La segunda etapa de tratamiento consistié
en alcalinizar el efluente filtrado hasta alcanzar un rango de pH entre 8.5y 9, lo que
permitié la separacion de los hidréxidos formados por Zn y Mn. Optaron por las dos
etapas debido a que los ensayos de neutralizacion directa hasta pH 8 o 9 consumiria

mayor reactivo, ya que al no ser retiradas las fases soélidas de Fe y Al formadas a pH
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5 a 6, estas se volverian a disolver cuando alcancen un pH superior a 7 y se

necesitarian cantidades adicional de cal para que vuelvan a formar la fase sélida.

Por otra parte, el tratamiento 6ptimo del efluente de la segunda mina tuvo una
sola etapa. Se alcaliniz6 el drenaje acido hasta un rango de pH entre 9.5y 10, con la

finalidad de lograr la hidrélisis de Zn y Mn.

Otros tratamientos abidticos usan oxidantes como el oxigeno y/u ozono. En

este &mbito se han realizado trabajos de investigacién tales como:

“Estudio experimental de la oxidacién de hierro en aguas subterraneas de
abastecimiento a través de aireacion”, el trabajo se realizé en Chile por Fuentes
(2013) y tuvo por objetivo implementar un sistema discontinuo de aireacion a escala
de laboratorio para realizar ensayos experimentales y analizar dos variables:
caudales de aire y tiempos de contacto de agua con el oxigeno. Estas condiciones
se manipularon y combinaron con la finalidad de cuantificar los cambios en las
concentraciones de hierro presentes en las muestras. El agua subterranea tuvo un
pH de 7.3 y concentraciones iniciales de hierro entre 1.83 mg/L y 1.92 mg/L, estos
valores superan en seis veces los limites de abastecimiento de agua potable de la

localidad.

Los resultados mostraron que la oxidacién del hierro es eficiente hasta la
segunda hora de aireaciéon y que los caudales aplicados tienen su mayor influencia
en la tasa de oxidacion, entre la primera y segunda hora. Puesto que utilizando un
flujo de 9.2 (L/m) existe una remocion de 66.72%, mientras que empleando un caudal
de 3.7 (L/m) la remocion alcanza los 51.14% a las dos horas de aireacion, ambas

pruebas fueron medidos después de 30 minutos de sedimentacion.

Otras investigaciones han usado el ozono como oxidante, tal es el caso del
trabajo de investigacion de Rodriguez et al. (2021) “Tratamiento de aguas residuales
producidas en el proceso de remojo de curtiembres empleando ozono y hierro como
catalizador”, tuvo por objetivo tratar las aguas residuales de una curtiembre por medio
del ozono y hierro ferroso (FeSO,) para catalizar la mineralizacion de la materia
organica (términos de DQO). El agua residual tratada se obtuvo de una empresa de
curtido de pieles ubicada en el municipio de Villapinzon, Colombia. Los factores
experimentales fueron el pH inicial de 4, 7 y 10, la dosis de Fe*? en el agua de 0 mg/L,
5mg/L y 10mg/L y eficiencia de remocién de la turbiedad y DQO. Todos los

experimentos fueron realizados por triplicado y se ajustaron el pH con NaOH 0.1N y
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H.SO, 0.1N. Ademas se mencionan que en el sistema desarrollado se aprecia que
el ozono oxida de Fe*? a Fe*® y asi genera radicales libres que mineralizan de forma

inmediata los contaminantes organicos (Huang et al., 2020; de Souza et al., 2010).

Los resultados sefialan que la méaxima remocion de turbiedad se da a pH
alcalino y para el DQO, la mayor remocién fue de 92.13% a pH 10 y 10 mg/L de Fe*2.
A valores de pH 4 y 10mg/L de Fe*?, la eficiencia de remociéon de DQO solo es del

40.34%, por lo que en medios alcalinos el ozono tiene mayor poder oxidante.

Por otro lado, los tratamientos biéticos llegan a usar microorganismos (como
las BOFe) para la oxidacion de metales y su posterior precipitacion. En relacion a ello
se han realizado los siguientes estudios:

Como el investigado por Perez (2016) “Aislamiento y determinacién de
bacterias bioxidantes del género Acidithiobacillus y Leptospirillum presentes en las
aguas residuales de las unidades mineras de Recuay-Ancash” el cual tuvo por
objetivos enriquecer los medios de cultivo para aumentar la poblacién bacteriana
bioxidante, aislar las bacterias de Acidithiobacillus y Leptospirillum, describir las
caracteristicas de las bacterias aisladas y determinar su actividad bioxidante. De
acuerdo a las coordenadas descritas en la investigacion, se tomaron 3 muestras del
efluente cercano a la Unidad Minera Huancapeti, después las muestras fueron
enriquecidas en medios de cultivo 9K y T&K liquidos a un pH 1.5. Después se realizé
el aislamiento del cultivo en medio 9K sélido (con agar-agar o agarosa) usando las
técnicas de siembra por estria y extension. Para la identificacibn microscopica se
realizé coloracién Gram a las bacterias y se observaron en un microscopio Leica a
1000X, por ultimo para determinar la actividad oxidante de las bacterias se realiz6 la

cuantificacion del Fe*? y Fe total en el medio 9K inoculada con BOFe.

Los resultados mostraron que en la etapa de enriguecimiento se encontraron
mayor crecimiento bacteriano en el medio 9K que en el T & K. En la etapa de
aislamiento en medio 9K con agar-agar observaron el crecimiento bacteriano
después de 14 a 25 dias, en el 50% de placas sembradas por extension y 10% por
estria. Los resultados de la observacion microscopica mostré bacterias con
morfologia bacilar y se pudieron diferenciar 3 tipos de colonias que coinciden con el
género de Acidithiobacillus, por Ultimo se observé la oxidacion progresiva del Fe*? a
Fe*® y el cambio de color del medio de cultivo de verde traslicido a anaranjado

amatrillento.
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La investigacidn realizada por Sheng et al. (2017) “Bioreactors for low-pH iron
(1) oxidation remove considerable amounts of iron” presenta por objetivos desarrollar
leyes de velocidad para la oxidacion biolégica de Fe*? a pH bajo y optimizar las
condiciones hidrogeoquimicas para la oxidaciébn de Fe*? en biorreactores de

tratamiento activo con presencia de Bacterias Oxidadoras de Hierro.

El trabajo de investigacion empez6 con la seleccién de dos lugares en la cuenca
de carbdn bituminoso de los Apalaches en los Estados Unidos para la obtencién de
microorganismos oxidantes de Fe*?, teniendo como base el nivel mas rapido de
oxidacion del hierro por estas. Los microorganismos obtenidos fueron enriquecidos
en biorreactores quimiostaticos con geoquimica controlada. Después de 74 a 128
dias con periodos de enriquecimiento continuo y experimentos de tiempos de
retencion hidraulica, cuatro biorreactores (dos de cada sitio) fueron operados en
modo de flujo continuo a través de una serie de puntos de ajuste de pH (2.1 a 4.2,
[Fe] fijo) o concentraciones de hierro (80 a 2400 mg/L, pH fijo) por 52 a 138 dias
adicionales usando DAM anoxica especifico del sitio como afluente.

Los resultados demostraron que las tasas de oxidacion de los tratamientos de
ambos lugares eran notablemente similares a pesar de que al principio mostraron
tasa de oxidaciones muy diferentes. Las tasas de oxidacion de hierro fueron mas

rapidos en flujos mas rapidos, bajo pH y altas concentraciones de Fe*2,

Es importante destacar que estos biorreactores también eliminaron
eficazmente el Fe total a tasas de 7 a 20 veces mejores que los estanques de
sedimentacion de tratamiento pasivo a un pH éptimo entre 2.9 y 3.3, alcanzando al
menos un 70% de remocién de hierro. Asi mismo, los resultados apuntaron como
una alternativa 6ptima a los biorreactores enriquecidos con microbios acidéfilos que

oxidan Fe*? para el tratamiento del DAM.

La investigacion realizada por Heinzel et al. (2009) “Bacterial diversity in a mine
water treatment plant” tuvo por objetivo estudiar comunidades microbianas oxidantes
de Fe*? en una planta piloto de pretratamiento de DAM, en Nochten, Lusacia,
Alemania. El resultado demostr6 que el pretratamiento del drenaje acido (pH cercano
a 3) por oxidacion biolégica disminuy6 significativamente la carga de hierro antes de
un tratamiento quimico y permitié la precipitacion de Fe*?en forma de schwertmannita
(mineral que contiene sulfato y hierro), por lo que la concentracion de sulfato en el

drenaje disminuye en cierta cantidad y puede ser usado en procesos industriales.
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Ademas, el analisis de la genoteca de ARNr 16S demostré que la dominancia de las
bacterias oxidantes de hierro en la planta fueron la Betaproteobacteria afiliada a

“Ferribacter polymyxa” y parientes de Gallionella ferruginea.

Otra investigacion relacionada al tratamiento biético fue desarrollada por
Sandstrom y Mattsson (2001) “Bacterial ferrous iron oxidation of acid mine drainage
as pre-treatment for subsequent metal recovery”. El objetivo de la investigacion fue
buscar un tratamiento a largo plazo del Drenaje Acido de Mina de la mina de cobre
de Falu en Suecia. El tratamiento permitié obtener un afluente a un pH neutro y libre
de metales.

La oxidacion de hierro se estudid inicialmente en laboratorio usando cultivos
por lotes de microorganismos mesofilos (35°C), termofilos moderados (45°C) y
terméfilos extremos (65°C) mantenidos a un pH de 1.6 y medio de cultivo 9K. Los
cultivos de microorganismos mesdfilos y termofilos extremos mostraron casi una
misma cinética de oxidaciéon, mientras que el cultivo de los microorganismos
terméfilos moderados no crecio bien. De acuerdo a estos resultados se eligié a los
microorganismos mesofilos para estudios posteriores a escala piloto, debido a su

baja temperatura de operaciéon y bajo costo.

Cerca de la mina se instalé una planta piloto con tres reactores en serie con
una capacidad de tratamiento de hasta aproximadamente 500 L/h. Los reactores
fueron llenados con cuerpos de plastico para apoyar la formacion de biopeliculas
permanentes y evitar el lavado bacteriano, ademas se inyect6 aire con 1% de CO, y
se afiadio una solucion de 22% de nitrégeno total en forma de urea, amonio y nitrato;
y 2.5% fdsforo como fosfato. La planta piloto operé continuamente durante varios
meses y se estudio la influencia del caudal, la concentracién de hierro ferroso, el pH
y la temperatura. Después de la oxidacién de hierro, el hierro ferroso se precipité en

forma de hidréxido, que luego pudo ser reutilizado como pigmento.

La viabilidad del paso biolégico para oxidacién de hierro ferroso se demostré
con éxito a una concentracion ferrosa de 3.5 g/ L, temperatura de 35°C, pH de 1.8,
tasa de flujo de 330 L/h y se obtuvo una tasa de oxidacion de hierro ferroso de 750
mg/L x h. Este resultado obtenido seria usado para calcular los costos de
construccion de una planta a gran escala, capaz de tratar 25 m*® de DAM por hora.
Antes de una final decisién, también se evaluaron otras alternativas tecnolégicas

como la oxidacion por ozono y peréxido de hidrégeno.
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2.2. Bases tebricas
2.2.1. Drenaje Acido de Mina (DAM)

Son drenajes acidos con un pH comprendido entre 2 y 4, y altos
contenidos de metales disueltos (Fe, Al, Mn, Zn, Cu, Pb, etc.), alcanzando sus
concentraciones en decenas y centenas de miligramos por litro (L6pez Pamo
et al., 2002). EI DAM se origina cuando los depdsitos de relaves contienen
minerales sulfurosos y estan expuestas a condiciones aerdbicas, cantidades
suficientes de agua y microorganismos, ocurriendo una desestabilizacion en

su estructura mediante reacciones de oxidacion (Johnson, 2003).

Dependiendo de la naturaleza de los desechos de rocas y depésitos de
relaves, el DAM contendra elevados niveles de metales pesados y soélidos en
suspension (Romero et al., 2012). Esta problemética constituye un costo
adicional y es una de las fuentes de contaminacion de las aguas superficiales
y subterraneas mas severas, que puede persistir durante décadas o cientos
de afios (Aduvire, 2006; Shim et al.,, 2015), por ello se recomienda el
tratamiento del DAM a medida que se va generando (Shim et al., 2015).

2.2.2. Mecanismos de formacién de aguas acidas

De acuerdo a Aduvire (2006) y Ford (2003), la generacién del agua

acida se da por la existencia de los siguientes cuatro elementos:

= Mineral sulfuroso (mayormente el sulfuro de hierro).
= Agua (como liquido o humedad).
= Oxidante (oxigeno proveniente del aire o de procedencia quimica).

= Bacterias como elemento catalizador.
2.2.3. Etapas de laformacién del DAM

Generalmente, se observa como un proceso de tres etapas marcadas

por el pH del agua.

La primera etapa da comienzo con la oxidacion quimica de los minerales
sulfurosos teniendo como principal oxidante al oxigeno. Esta oxidacion da
como resultado la liberacién de iones ferrosos (Fe*?), los cuales a un pH

mayor a 7, se oxidan rapidamente a iones férricos (Fe*?) y precipitan como
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hidroxidos (INAP, 2014). En esta etapa la velocidad de oxidacion es baja,
debido a que el hierro férrico no contribuye como oxidante por no contar con
la cantidad suficiente. La generaciéon de &cido continta, por lo que el pH del

agua va disminuyendo hasta 4.5.

En la segunda etapa las reacciones de oxidacion contindan tanto
gquimica como biol6gicamente, se produce sulfato ferroso que al ser oxidado
nuevamente se transforma en sulfato férrico, y este dltimo al ponerse en
contacto con el agua acida va formando acido sulfarico e hidréxido férrico que
produce la coloracién amarilla en el agua, este proceso continuard hasta que

el pH baje a niveles inferiores a 3.5 (Aduvire, 2006).

En la tercera etapa el agente oxidante de los sulfuros pasa a ser el hierro
férrico (Fe*®), cuya capacidad de oxidacion es mucho mayor que la del
oxigeno, en este sentido las reacciones de oxidacion producen el ion ferroso
(Fe*?), que bajo la presencia de bacterias se convierten en ion férrico (Fe*3),
el cual es el nuevo oxidador. Asi mismo, cuando el pH del agua desciende por
debajo de 4.5, el ion férrico se ve afectado por reacciones de oxidacion-
reducciébn y la accién bacteriana puede lixiviar el sulfuro de hierro
directamente del sulfato. Mientras sucede esto, la bacteria oxida el ion ferroso
a férrico, el que a su vez oxida a los sulfuros produciéndose asi grandes
cantidades de acidos a una velocidad de oxidacién considerable mas rapida

que la desarrollada en la primera etapa (Aduvire, 2006).

Estudios acerca de la dinamica y mecanismos de la oxidacién de la pirita
incluyen los efectos de factores ambientalmente relevantes como el pH, OD,
condiciones redox, coexistencia del clorito (Cl), metales sensibles a redox
como el hierro de valencia cero (Fe) y el aluminio (Al) y metales organicos

complejos (Aduvire, 2006).
2.2.4. Principales reacciones en la formacion de agua acida

Los sulfuros de hierro son los minerales mas comunes con capacidad
para generar drenaje acido. Dentro de ello, la pirita (FeS;) es considerada la
responsable de la formacion de la mayor parte de aguas acidas en el mundo
(Chandra & Gerson, 2010; INAP, 2014). El agente oxidante para la oxidacién
de la pirita puede ser el oxigeno o el hierro férrico (Fe*3), asi mismo Alvarez

et al. (2010) menciona: “Dependiendo de la ausencia o presencia de
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microorganismos que catalicen las reacciones de meteorizacion se habla de

oxidacion abidtica o bidtica, respectivamente” (p. 19).

Banks et al. (1997); Stumm y Morgan (1981); Alvarez et al. (2010) y
otros autores, dan a conocer la descripcién completa de la quimica de la

oxidacion de la pirita:

El inicio de la oxidacion directa se da cuando el sulfuro de hierro (pirita)
entra en contacto con la atmdésfera y el agua (reaccién 1). En esta reaccion
por cada mol de pirita se produce 1 mol de hierro ferroso (Fe*?), 2 moles de
ion sulfato (S04?) y 2 de protones (H*). Es decir, se produce acidez, se liberan
sulfatos y Fe, junto con otros elementos accesosrios (As, Cd, Co, Ni, Pb, etc.)
gue, en mayor o menor proporcion, forman parte de la pirita (Banks et al.,
1997).

FeSy +20; + Hy0 - Fe*2 + 2507 + 2H* ........... (1)

El hierro ferroso (Fe*?), que se libera en la reaccién (1), en presencia de
oxigeno tiende a pasar a hierro férrico (Fe*®), consumiendo un protén por cada
mol de Fe*2. Determinadas bacterias acidéfilas quimiolittrofas (aquellas que
se ‘alimentan’ de un susbtrato inorganico) como Thiobacillus ferroxidans y
otras, aumentan la tasa de conversion de hierro (Fe*?a Fe*3) en un factor de
cientos a un millén (Blowes et al., 2003), y tienen su desarrollo 6ptimo a
condiciones de pH 4&cido, catalizando las reacciones de oxidacion y

obteniendo energia de este proceso.
Fe?* 420, + H* > Fe3* +~H,0............ (2)

La tasa de oxidacion es de primer orden con respecto a la concentracion
de hierro ferroso y oxigeno, y de se segundo orden con respecto a la
concentracion de protones (Stumm & Morgan, 1981). Ademas, la tasa de
oxidacion (K = 3 = 102 mol/l/min a 20°C) depende de la temperatura (Stumm
& Morgan, 1981).

La ecuacién, que describe la tasa de oxidacion del hierro ferroso en
ambientes acuosos, segun lo postulado por Stumm y Morgan (1981) indica
que tanto la concentraciébn de oxigeno como el pH son pardmetros

importantes para dictar qué tan rapido se oxida el hierro.

@ ®0 Repositorio Institucional - UNASAM - Pera



—d[Fe*?] 'k *[0,] * [Fe*?]
dt [H]2

Una vez producido el hierro férrico (Fe*3), este puede actuar como un
aceptor de electrones para una mayor oxidacion de la pirita, o puede ocurrir
hidrolisis, ambos procesos liberan mas protones. Estas dos se explican en las
reacciones (3) y (4), respectivamente (Banks et al., 1997; Sandstrom &
Mattsson, 2001).

La oxidacién indirecta, reaccion (3), muestra que el agente oxidante es
el hierro férrico (Fe*®), y tiene la capacidad de oxidar a la pirita entre 10 y 100
veces mas rapidamente que el oxigeno (Ritchie, 1994).

FeS, + 14Fe*3 + 8H,0 - 15Fe*? + 250;% + 16H* ....(3)

La reaccion (3) implica la reduccion de Fe** a Fe*?, por tanto para que
se pueda producir debe existir una reoxidacion de Fe*? a Fe*® por oxigeno
reacciéon (2). Es decir,aunque en la reaccion de oxidacion indirecta no
intervenga el oxigeno, éste es necesario para que se produzaca. La reaccion
(3), depende de la disponibilidad de Fe*3, aunque la solubilidad del Fe*® es

muy baja en soluciones neutras y alcalinas.

La reaccion (4) da a conocer que el hierro férrico a pH alto se hidroliza
aln mas y se precipita en forma de hidroxido férrico, generando acidez,
(Sandstrom & Mattsson, 2001). Cabe sefalar, que los sélidos se van
formando si el pH esta por encima de aproximadamente 3.5 y por debajo se

precipitaran pocos o ningun solido (Ford, 2003).
Fe*3 +3H,0 > Fe(OH); + 3H"......... (4)

A valores de pH menores a 4 la oxidacion de la pirita mediante Fe*3 es
mucho més réapida que por el O, pero la reaccién (2) que controla la
disponibilidad de Fe*?, es extremedamente lenta, por esta razén, la oxidacion
de Fe*? a Fe*® es el proceso limitante en la oxidacién abiética de la pirita y
hace que, sin la intervencion de microorganismos, estas reacciones sean muy
lenta (Singer & Stumm, 1970).

Al aumentar las concentraciones de Fe*® se produce un incremento de

la oxidacién indirecta de la pirita, reaccién (3), que genera mas Fe*? y de
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nuevo se oxida a Fe*3, de forma que estas reacciones se retroalimentan en

un ciclo sin fin (Olias Alvarez et al., 2010).
2.2.5. Hierro (Fe)

Es uno de los elementos mas abundantes que se puede encontrar en la
corteza terrestre, estd presente en corrientes naturales de agua en
concentraciones que varian de 0.5 a 50 mg/L (Jiménez, 2001) ademas el
hierro se encuentra en dos estados de oxidacion en la naturaleza, en ion
ferroso (Fe*?), o en la forma mas oxidada, i6n férrico (Fe*®), suspendida o
disuelta (Ehrlich, 2002). Bajo condiciones oxidantes y alcalinas se favorece la
oxidacion del Fe*? a Fe*3, ocasionando la precipitacion del hierro, ya que los
compuestos férricos son insolubles en el agua. También, Bacterias
Oxidadoras de Hierro (BOFe) como el Thiobacillus ferrooxidans, oxidan el
Fe*? a Fe*® en medio acido, donde es imposible la oxidacién quimica (Marin,
2019).

El Fe es requerido en cantidades relativamente pequefias por
practicamente todas las formas de vida conocidas, puesto que el metabolismo
del Fe juega un papel central en la energia de los procariotas, ya sea el Fe*?
como donante de electrones (como fuente de energia Unica o contributiva) o
el Fe™ como un receptor de electrones (algunos anaerobios facultativos y
abligatorios). Algunas bacterias acidéfilas (generalmente definidas como
aquellas con un pH 6ptimo de crecimiento < 3) pueden usar el hierro ferroso,

dependiendo de la disponibilidad de oxigeno (Johnson, 2007).

En caso de los seres humanos requieren concentraciones de 60 a 170
microgramos por decilitro (mcg/dL) en sangre. La deficiencia de hierro es el
tipo mas comun de anemia y puede estar relacionado con patologias graves,
pero cuando las concentraciones alcanzan niveles entre 300 y 600 miligramos
por cada kilogramo de peso corporal, estamos hablando de una intoxicacion
aguda, y por ende puede causar respiracion agitada, fallas respiratorias,
convulsiones, problemas cardiacos y hasta llevar a coma (Marin, 1996, citado

en Restrepo et al., 2007).

Ademas, Pinedo y Tananta, (2019) evaluaron la influencia del consumo
de agua con hierro férrico (2.2 mg/L) en el Asentamiento Humano Nuevo

Jerusalén-Ucayali, los resultados demostraron que el 86.1% de la poblacion
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presentd algin sintoma del consumo del agua, siendo la afeccidn intestinal la

mas frecuente (32.3%).
2.2.6. Estrategias de remediacién del DAM

Debido a que el principal contaminante del DAM son los metales
biodisponibles (como el hierro y sulfatos), se han desarrollado en afios
recientes varias técnicas de remocion de estos contaminantes. Estas
tecnologias pueden ser divididas en estrategias abidticas y biodticas de
remediacion (Klein et al., 2013) y tanto sistemas abidticos como bioticos
incluyen aquellos que se clasifican como activos (necesitan entradas
continuas de recursos para mantener el proceso) o pasivos (requieren entrada
de recursos relativamente pequefia en el momento de su funcionamiento)
(Johnson & Hallberg, 2005).

2.2.7. Tecnologias de tratamiento abidtico del DAM

Las tecnologias de tratamiento convencional usan tratamientos
guimicos que incrementan el pH del DAM, causando la formacion de metales
insolubles y su subsiguiente precipitacion (Skousen et al., 1998), también se
usa la oxidacién forzada por medio de la oxigenacién u ozonizacién del DAM
(Sandstrom & Mattsson, 2001). El tratamiento dependera de las

caracteristicas del drenaje a tratar y de la calidad final requerida.
2.2.7.1. Oxigenacion

La oxigenacion es el proceso de afiadir oxigeno en el agua
(Skousen et al., 1998). Comunmente la inyeccién de oxigeno al
DAM es mediante la aireacidbn mecanica. La turbulencia creada por
el aireador dispersa burbujas de aire y mantiene el sistema
uniforme (Skousen et al., 1998) y dado que el contaminante
principal es el hierro ferroso (Skousen et al., 1998, citado en
Burbano & Sanchez, 2003), la aireacion provee el oxigeno disuelto
necesario para convertir el hierro de la forma ferrosa, a su forma
insoluble, ademas este tratamiento es frecuentemente utilizado
cuando existen concentraciones mayores a 5 mg/L de hierro
(Bracho et al., 2012).
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Asi mismo, Olias Alvarez et al. (2010) y Skousen et al. (1998)
mencionan que solo alrededor de 10 mg/L de oxigeno pueden
disolverse en el agua (depende de la temperatura), por lo que si hay
mas de unos 50 mg/L de hierro ferroso, el agua debe ser oxigenada
para favorecer su oxidacion. Incluso con concentraciones de Fe
mas bajas, la aireacion aumenta la cantidad de Oxigeno Disuelto

(OD) y promueve la oxidacién de hierro.

Hustwit et al. (1992) menciona que el agotamiento de OD en
el DAM puede ser critico para la oxidacién del Fe. Si por ejemplo el
DAM posee 63 mg/L de Fe*?, la oxidacién completa demandara 9
mg/L de OD. Pero a concentraciones mas altas de Fe*? se requiere
gue se reponga el OD por medios mecanicos para que continte la
oxidacion. Por lo tanto, la transferencia de oxigeno puede
convertirse en un limitante si la velocidad de reposicion de oxigeno
no satisface la demanda de oxigeno para la oxidacién de Fe*2.
Ademés, menciona que es posible remover hierro como hidroxido
de hierro (Fe(OH)) sin oxigenacidn,pero se requerira de pH muy

alcalino.

La eficacia de la inyeccion de oxigeno para oxidar Fe'?
depende del pH porque la oxidacién inorganica es lenta por debajo
de aproximadamente 5, sin embargo la oxidacion es usualmente
combinada con un tratamiento quimico que permite neutralizar el
pH y en algunos casos solo la aireacién es suficiente cuando el

drenaje esta cercano al pH alcalino (Skousen et al., 1998).

La aireacion después de la adicion quimica es beneficiosa
porque la conversién de hierro ferroso a hierro férrico es
dependiente del pH y es mucho mas rapida a un pH de 8. La
aereacion antes y después del tratamiento usualmente reduce la
cantidad de reactivos neutralizantes necesarios para precipitar el
hierro del DAM (Skousen et al., 1998).

2.2.7.2. Neutralizaciéon

De acuerdo a Olias Alvarez et al. (2010) y Skousen et al.

(1998), consiste en la adicion de una sustancia alcalina para la
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neutralizacién de la acidez del agua y elevar el pH a niveles que
permitan la formacién de hidroxidos metalicos insolubles y su
préxima precipitacién. El pH requerido para precipitar la mayoria de
los metales en el agua esta entre el rango de 6 a 9, sin embargo el
hidroxido férrico precipita alrededor de un pH 3.5 (Skousen et al.
1998).

Existen sustancias quimicas primarias que han sido utilizadas
para el tratamiento de DAM, cada sustancia quimica posee
caracteristicas diferentes que puden ser aprovechadas para un
tratamiento especifico, la mejor opcién entre las difrentes
alternativas depende de los factores fisicoquimicos y econémicos
(Skousen et al. 1998).

Algunos de los compuestos que usualmente se utilizan para
la neutralizacion del drenaje acido, son los siguientes (Ismail et al.,
2012 y Olias Alvarez et al., 2010):

» Cal (CaO), es comunmente usada para el tratamiento de DAM
(Othman et al., 2017) como un polvo finamente molido, tiende
a ser hidréfilo y se requiere una mezcla mecanica extensa para
su disolucidn. La cal hidratada o comunmente llamada lechada
de cal, es particularmente (til y rentable en situaciones de gran
flujo y alta acidez, generalmente se usa con un mezclador
aireador para ayudar a dispersar y mezclar el quimico en el
agua (Skousen y Ziemkiewicz, 1996). La cal hidratada tienen
una eficacia limitada si se requiere a un pH muy alto (>10) para
eliminar iones como el Mn, ademas a grandes cantidades
tiende a aumentar solo el volumen de sedimento sin reaccionar
con el DAM. (Skousen et al., 2019).

= Carbonato calcico (CaCOs), ha sido usado por décadas para
elevar el pH y precipitar metales en el DAM (Skousen et al.,
1998). Usado generalmente en forma de piedra caliza, que
tiene un menor precio que la cal y un escaso o nulo riesgo de
manipulacion. Su utilizacion esta recomendada cuando los

contaminantes a eliminar en el drenaje son fundamentalmente
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Fe y Al, y cuando la acidez no es muy alta. Cuando se vierte
directamente sobre el drenaje a tratar, ha de ser de un tamafio
de grano lo suficientemente pequefio para que se disuelva
antes de que las particulas puedan quedar encapsuladas por

precipitados en su superficie (Olias Alvarez et al., 2010).

» Hidréxido de sodio (NaOH), es usualmente usado en
locaciones remotas, en flujos lentos, drenajes con alta acidez y
con concentraciones elevadas de Fe y Mn. El sistema puede
alimentarse mediante goteo del NaOH directamente en el
DAM, esta solucién se solubiliza y se dispersa rapidamente
elevando el pH de forma inmediata (Skousen et al., 1998 y
Skousen & Ziemkiewicz, 2005). Ademas, el NaOH cambia el
pH mas no acompleja al hierro a temperatura ambiente (25°C),
por lo que Wei et al. (2005) recomiendan el uso del NaOH para
la recuperacion de metales debido a que garantiza la pureza
de los metales a recuperar en comparacion con la cal hidratada

gue generalmente genera complejos.

= Amoniaco (NHs), es un gas a temperatura ambiente,
comprimido y almacenado como liquido, se disuelve
rapidamente cuando entra en contacto con el agua. Al ser una
base fuerte sube rapidamente el pH hasta 9.2, su inyeccién
debe ser en flujo dinamico antes de ingresar a sedimentador
para que exista una buena combinacién debido a que el
amoniaco es menos denso (Skousen et al., 1998). El amoniaco
debe ser usado con mucho cuidado (Hilton 1990), ademas los
operadores deben realizar analisis adicionales rutinariamente

de la temperatura, la acidez y total de amonio en el DAM.

= Carbonato de sodio (Na>CO3), es generalmente usado para
tratar DAM en zonas remotas con flujo lento, baja acidez y baja
concentracion de metales ( Skousen et al., 2000), su costo no
es muy elevado por lo que su uso se basa mas en la
conveniencia del tratamiento. El carbonato de sodio viene en
forma de briquetas sélidas y se alimenta por gravedad a través

de contenedores de almacenamiento, la cantidad a usar
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depende de la tasa de flujo y la caracteristicas del DAM
(Skousen et al., 2019).

Los factores mas importantes que se deben tener en cuenta
para estas técnicas son la dosis quimica apropiada, el efecto
energético de la mezcla y el tiempo de la mezcla (Caviedes Rubio
et al., 2015).

Cada DAM debe ser probado con diferentes quimicos antes
de su aplicacién, la prueba para evaluar el reactivo quimico méas
eficaz para la precipitacion de los metales es mediante la titulacion,
ademas se deben ver los costos de cada sistema de tratamiento de
DAM basados en la neutralizacién (en términos de costo de
reactivo, la inversion del capital y mantenimiento del sistema de
dispersion) y la eliminacion del sedimento, deben evaluarse para
determinar el sistema més eficiente y rentable (Skousen et al.,
2019).

2.2.7.3. 0Ozonizacién

Debido a su elevado potencial redox el 0zono es un oxidante
quimico muy potente, propiedad que puede ser utilizada para la
degradacibn de compuestos contaminantes organicos e
inorganicos, actualmente el uso del ozono ha abarcado el
tratamiento de diferentes tipos de aguas (residuales, industriales)
(Rodriguez Vidal, 2003). Ricaurte (2006), menciona que el ozono
es recomendable en el pre-tratamiento de aguas para la remocion
de metales disueltos, lo que permitiria un ahorro en coagulantes y
tiempos de retencion. En 1960 se empez0 a realizar la aplicacion
del ozono para la oxidaciéon de Fe*?, para la eliminaciéon del color
del agua y por sus efectos coagulantes, puesto que la ozonizacion
es mas rapida y mas eficaz que otros métodos (aireacion, Cls,
KMnO.) (Rodriguez Vidal, 2003).

Asi mismo Rodriguez Vidal, (2003), menciona que el ozono
es un oxidante muy efectivo no solo para el Fe*?, sino para otras
especies inorganicas reducidas, como, Mn*2, S2 NHs, etc. La

aplicacion mas extendida es la oxidacién de Fe*? y Mn*2, especies
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gue pueden dar color al agua y provocar el crecimiento de bacterias
dependientes de dichos elementos. El ozono transforma dichas
especies reducidas en sus formas oxidadas insolubles: Fe**y Mn*#;
en estos casos, la ozonizacién es mas rapida y mas eficaz que otros

métodos (aireacién, cloracién).
2Fe?* + 05 4+ 5H,0 — 2Fe(OH)3 | +0, + 4H*
Mn2+ + 03 + H20 - Mn02 l +02 + 2H+

Los principales factores que afectan a la transferencia del
ozono al DAM son: el tamafio de las burbujas del gas, la agitacién
del medio acuoso y el tiempo de contacto del ozono. Es importante
mencionar que el ozono es muy poco soluble en el agua y muy
volétil (Ricaurte, 2006). Para el caso de desinfeccion se debe
mantener 1 minuto por cada litro (flujo 2.15 mg/L) (Ficha técnica
ozonizador GO-500 JMD).

2.2.8. Tecnologia de tratamiento bi6tico del DAM

En contraste con las estrategias de remediacion abiotica, la
biorremediacién ha sido objeto de investigacion y de desarrollo mas reciente
presentando resultados muy prometedores (Klein et al., 2013). Los principales
contaminantes en el DAM son el hierro y el azufre, y tienden a presentarse en
sus estados moviles, forma reducida (hierro ferroso, Fe*?) y oxidada (sulfato,
S0,2) (Stumm & Morgan, 1981), por lo que al transferirlos a sus estados
oxidado (hierro férrico, Fe*®) y reducido (sulfuro), disminuira su solubilidad en
el DAM, lo que a su vez conduce a la precipitacién y eliminaciéon de estos
contaminantes, de ello se deduce que la aplicacion de la biorremediacién
mediante actividades metabdlicas oxidativas y reductoras de los
microorganismos que obtienen energia usando hierro y sulfato es una

estrategia prometedora (Klein et al., 2013).
2.2.8.1. Oxidacion microbiana del hierro

La oxidacion de Fe'?> a Fe*™ es dependiente de la
concentracion de protones (pH) y oxigeno disuelto (OD) (Klein et

al., 2013). El Fe*?es quimicamente estable en medios muy acidos,
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y la oxidacion abidtica del hierro es rapida en aguas saturadas de
oxigeno con pH cerca al neutro (Singer & Stumm, 1970), por lo
tanto, el hierro se encuentra predominantemente en forma férrica
como hidréxidos de hierro poco solubles, lo que dificulta su acceso
a los sistemas bioldgicos. Por el contarrio, en condiciones 4cidas,
el Fe*? es estrable incluso en presencia de oxigeno atmosférico.
Esto proporciona una oportunidad para que los microorganismos
utilicen Fe*? como donante de electrones y como fuente de energia
gue no esté facilmente disponible para los microorganismos que

viven en entorno circunneutrales (Klein et al., 2013).

La oxidacion del Fe*? por bacterias acidéfilas oxidantes del
hierro es el principal proceso oxidativo en el DAM (Hallberg, 2010;
Johnson & Hallberg, 2005).

2.2.8.2. Bacterias Oxidadoras de Hierro (BOFe)

Las BOFe se encuentra entre las primeras procariotas en ser
observadas y registradas por microbidlogos pioneros, como
Ehrenberg y Winogradsky, en el siglo XIX (Hedrich et al., 2011).

Las BOFe son bacterias quimiolitétrofas (obtienen energia de
la oxidacién de materiales inorganicos y fijan el didxido de carbono)
(Walton & Johnson, 1992) no dafinas que producen su energia
oxidando el Fe*? a Fe*® (Larson et al., 2014; Aziz et al. 2020, citado
en Arp & Stein, 2003), haciendo que este Ultimo se precipite y
acumule (Hedrich et al., 2011). El hierro oxidado da a las bacterias
su color amarillento caracteristico. Estas bacterias crecen en
esteras o grupos grandes y permanecen en un lugar determinado
hasta que cambien las condiciones Optimas para su crecimiento
(Aziz et al., 2020).

La oxidacion del hierro ferroso por microorganismos acidofilos
oxidantes de hierro (por ejemplo, Acidithiobacillus ferroxidans)
ocurre tipicamente a pH < 3.5, en la interfaz andxica-oxica
(microaerofilica), en agua con contenido de oxigeno disuelto de
menos de 10% (Liang et al., 1993). Las condiciones para bacterias

oxidantes de hierro neutrofilas como Gallionella ferruginea y
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Leptothrix spp se dan en medios anoxicos y a un pH neutro (Kirby
et al.,, 1999; Hedrich et al.,, 2011); sin embargo, existe una
diversidad considerable de bacterias oxidadoras de hierro, cada
uno con diferentes afinidades por el hierro ferroso, temperatura y
pH 6ptimo, etc.(Sandstrém & Mattsson, 2001). Se podria anticipar
gue diferentes especies oxidantes de hierro serian mas apropiadas

para algunas situaciones que otras (Johnson & Hallberg, 2005).

Bonnefoy y Holmes, (2011) y llbert y Bonnefoy, (2013),
mencionan que la via de oxidacion microbiana de hierro ain no se
ha identificado para todos los oxidantes de hierro, pero difiere entre
los microorganismos oxidantes de hierro aciddfilos y neutrofilos. La
investigacion en esta area se ha concentrado en las ventajas
percibidas de diferentes medios de soporte para las bacterias y se
ha centrado exclusivamente en una Unica especie oxidante de

hierro aciddfila, el At. ferrooxidans (Hallberg y Johnson, 2001).

Sin embargo se tiene cierto conocimiento de la bacteria
autotrofa de tallo lateral, Gallionella ferruginea, que oxida Fe*? a
Fe*® (Luetters & Hanert, 1989) y de las bacterias de género
Leptospitilum que se encuentran oxidando el hierro ferroso en
compuestos férricos como la pirita. (Hallberg, 2003, citado en Arias
et al, 2012, p. 60), estas bacterias (Leptospitilum) son
consideradas como aerobias estrictas y el rango de pH en el que

se desarrollan es de 1.5 a 4.
2.2.8.3. Biorreactores de oxidacion de hierro

El hierro ferroso es quimicamente estable a pH < 3.5; por lo
tanto, el hierro que se encuentra en las aguas acidas de mina puede
eliminarse bioticamente (Singer & Stumm, 1970). Por lo tanto, los
biorreactores de oxidacion de hierro fueron desarrollados con un
enfoque de tratamiento de DAM (Simate & Ndlovu, 2014). Debido
al bajo rendimiento energético por oxidacion del hierro ferroso y al
bajo rendimiento celular asociado, se ha considerado la
inmovilizacion de células bacterianas en una matriz sélida (Kelly,
1978).
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Los estudios revelaron que la tasa de oxidacion y la eficiencia
de remocion son dependientes del material de la matriz, la
concentracion de hierro y los microorganismos usados. La mayoria
de estudios cultivaron At. ferrooxidans en biorreactores de lecho
compacto, usando varios materiales como matriz de soporte y el
hierro se llegb a oxidar con eficiencias de eliminacién de hasta el
95% (Klein et al., 2013).

Ademas, Rowe y Johnson (2008), mencionan que los
microorganismos tienen diferentes capacidades de oxidacion en
determinadas condiciones de proceso, ademas en uno de los
estudios se ha llegado a descubrir una nueva cepa bacteriana
aislada del Ferrovum, el cual tuvo una de las tasa de oxidacion méas
altas en biorreactores de lecho compacto comparado con el At.
ferrooxidans bajo condiciones similares. Por lo tanto, nuevas
bacterias oxidantes del hierro podrian tener una mayor potencial
para la remediacion de DAM que el conocido At. ferrooxidans, de
acuerdo a ello se concluy6 que los cultivos mixtos que contienen
varios microorganismos oxidantes del hierro parecen ser mas

eficientes que los cultivos puros para el tratamiento del DAM.

En dltima instancia, un biorreactor "hibrido", que contenga
una mezcla de aciddfilos oxidantes de hierro haciendo uso de las
caracteristicas beneficiosas de cada uno, podria ser el sistema de
lecho compacto mas eficaz para remediar aguas de minas de
diferentes composiciones quimicas (Rowe & Johnson, 2008; Hou et
al., 2020).

Por otro lado Janneck et al., 2010 mencionan que uno de los
mayores problemas de los biorreactores de oxidacion de hierro es
el blogueo del sistema como consecuencia de la formacion de
minerales férricos como la schwertmannita. Una posibilidad para
evitar el bloqueo es la instalacion de un limpiador para eliminarla de

la parte inferior de la planta.

A diferencia del lodo de hierro formado durante el tratamiento

abidtico, la schwertmannita puede deshidratarse con relativa
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facilidad y utilizarse para aplicaciones industriales como pigmento
para tintes o ceramicas (Barham, 1997; Sandstrém & Mattsson,
2001), asi mismo debido a su potencial para adsorber metales,
metaloides, fosfato y floururo, la schwertmannita se puede aplicar
en el tratamiento de agua de mina como adsorbente también
(Regenspurg & Peiffer, 2005). Se ha demostrado que elimina el
arseniato, cadmio, cromato, cobre, plomo y zinc de agua de la mina

por coprecipitacion o adsorcién (Regenspurg & Peiffer, 2005).
2.2.9. Sustratos esenciales para el crecimiento de las BOFe

El crecimiento de bacterias acidéfilas oxidantes de hierro ferroso puede
verse limitado por la disponibilidad de nutrientes esenciales en las aguas
afectadas por las minas.

El fosfato se encuentra solo en trazas en las aguas acidas de mina
(Banks et al., 1997; Walton & Johnson, 1992), porque el fosfato se precipita
como fosfato de hierro o se adsorbe a los minerales férricos presentes
(Stumm & Morgan, 1981). La baja biodisponibilidad resultante del fosfato se
manifiesta como una reduccién de la tasa de crecimiento, de la tasa de
oxidacion del hierro y de la tasa de fijacion de CO, como se describe para At.

ferrooxidans (Seeger & Jerez, 1993).

El CO; es el segundo nutriente esencial, puesto que la mayoria de los
microorganismos que viven en el DAM son autotrofos y debido a la escasa
solubilidad del CO; en condiciones acidas, las bacterias acidofilas oxidantes
del hierro pueden estar limitadas por el CO. en condiciones atmosféricas
(Stumm & Morgan, 1981). La tasa de crecimiento y oxidacion del At.
ferrooxidans mejora mediante la aireacion con aire enriquecido con CO;
(Barron & Lueking, 1990; Sandstrom & Mattsson, 2001).

El tecer nutriente importante es el nitrogeno, ademas se ha informado
gue el crecimeinto de bacterias oxidantes de hierro se inhibe por
concentraciones elevadas de nitrato (Blight & Ralph, 2008, Gyllenberg, 1971),
puesto que la fuente de nitrogeno mas importante es el amonio, la falta de
amonio puede resultar en una reduccion de la actividad bacteriana (Tuovinen
et al., 1979).
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Por ultimo la concentracién variable del sulfato de hierro (FeSO.),
impacta en el crecimiento e inhibicién de las Bacterias Oxidadoras de Hierro
(Blight & Ralph, 2008).

Los efectos limitantes de los nutrientes descritos, deben considerarse
para desempefio de las técnicas de tratamiento biético. En algunos casos,
una mayor disponibilidad de los nutrientes puede incrementar la eficiencia de

los biorreactores (Klein et al., 2013; Sandstrém & Mattsson, 2001).
2.2.10. Medios de cultivo
De acuerdo a Arias et al. (2012) mencionan:

“Se han desarrollado una gran variedad y tipos de medios de cultivo
especificos dependiendo de las necesidades de cada bacteria para proveer
el ambiente bioquimico adecuado. Los medios de cultivo son empleados para
el aislamiento de cultivos puros e identificacion de bacterias, de acuerdo a sus
propiedades bioquimicas y fisiolégicas” (p. 60).

Para el crecimiento de las BOFe los medios de cultivo mas usados son
el 9K y T&K (Jhonson, 2006; citado en Arias et al. 2012). De la misma manera
muchos autores han concordado que para Ferrobacillus ferroxidans, un tipo
de BOFe, la obtencion de minerales a partir de soluciones y minerales pueden
efectuarse usando el medio nutriente 9K liquido y soélido (Silverman &
Lundgren, 1959).

De acuerdo a Arias V y col., 2012, citado en Arias et al. 2012, menciona:
“Los medios liquidos son utilizados para el aislamiento y crecimiento de
consorcios bacterianos, mientras que los medios sélidos son preferentemente

utilizados para el aislamiento de las cepas puras”.
2.2.11. Recuperacion de metales de lodos de DAM

El tratamiento quimico del DAM produce precipitados de hidréxidos de
metales. Asi mismo el tratamiento pasivo de los DAM permite la acumulacion
de lodos de hidréxidos metalicos en areas discretas. Este lodo contiene
grandes y variadas cantidades de metales. Dado que la mayor parte del
drenaje de la mina contiene algun nivel de Fe, es posible la recuperacién y

utilizacién de hidréxidos, oxihidréxidos u 6xidos de Fe para pigmentos,
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revestimientos y catalizadores. Otros metales si son suficientes en cantidad
pueden ser recuperados para usos industriales y comerciales (Skousen et al.,
1998).

También puede recircularse la schwertmannita formada en la planta

para mejorar la eficiencia de oxidacion (Tischler et al., 2013).
2.3. Definicién de términos béasicos

a) Bioacumulacion: es un aumento de la concentracién de un producto quimico
(metales) en un ser vivo en un cierto plazo, de forma que llega a ser superior a

la del producto quimico en el ambiente (Navarro-Avifi6 et al., 2007).

b) Biorremediaciéon: es el empleo de microorganismos para la recuperacion de

escenarios perturbados o para el tratamiento de materiales (RAE, 2020).

c) Dosis: es aquella porcién o cantidad de algo, puede ser tanto inmaterial como
material. Ej. Dosis de carbonato de calcio (RAE: Real Academia Espafola,
2020).

d) Metales pesados: son aquellos elementos quimicos que presentan una
densidad igual o superior a 5 g/cm® cuando estan en forma elemental, o cuyo
namero atémico es superior a 20 (excluyendo a los metales alcalinos y alcalinos

térreos) (Navarro-Avifié et al., 2007).

e) Metales disueltos: son aquellos componentes (metalicos) de una muestra sin

acidular que pasan a través de un filtro de membrana de 0.45 um (APHA, 1992).

f) Metales totales: es la concentracién de metales determinada en una muestra
sin filtrar tras digestion intensa, o la suma de concentraciones de metales en las

fracciones disuelta y suspendida (APHA, 1992).

g) Microaerofilia: Son aquellos microorganimos que para sobrevivir requieren
niveles de oxigeno muy inferiores a los que se encuentran normalmente en la

atmésfera de la tierra (Liang et al., 1993).

h) Neutralizacién: es una reaccion quimica que se presenta al mezclar un acido
con una base en solucion acuosa. Los iones hidrénio del &cido y los iones oxidrilo
de la base, se combinan para formar agua y una sal. Este proceso es utilizado

como etapa de pretratamiento para la sedimentacion (Aduvire, 2006).
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i) Lechada de cal: es la combinacién de agua y éxido de calcio y es usualmente
usado para la neutralizacién y precipitacion de hidréxidos de hierro y manganeso
(Aduvire, 2006).

j) Oxidacién biolégica: es un proceso de transferencia de electrones de unas
moléculas a otras en las células vivas, para la elaboracion de energia, muchas
oxidaciones biolégicas pueden darse participacion de oxigeno molecular (Bender
et al., 2013).

k) Oxigeno disuelto: es la cantidad de oxigeno que esta disuelto en un liquido,
puede expresarse en miligramos por litro (mg/L) o en porcentaje de saturacion
(%) (Skousen et al., 1998).

[) pH: es un cologaritmo (-(1) log) de la concentracién de los iones hidronio (H*) en
una solucion. Sirve para describir si una solucién es acida o alcalina en una
escala de 1 a 14. Las soluciones que tienen valores de pH entre 1y 7 son acidas
y las de 7 a 14 son alcalinas o basicas. Solo un agua neutra tiene valor de 7 a
24°C (Jiménez, 2001).

m) Pirita (FeSy): es el sulfuro mas comun en la naturaleza, encontrdndose en
formaciones hidrotermales, rocas igneas y depésitos sedimentarios, junto a ella
se encuentran otros sulfuros metalicos como la marcasita (FeS.), arsenopirita
(FeAsS), galena (PbS), etc. (Olias Alvarez et al., 2010).

n) Precipitacion: procede de un cambio sobrevenido a la naturaleza del disolvente
trayendo como consecuencia una separaciéon del cuerpo de su disolucién
(Fresenius, 1846).

0) Sedimentacién: es la deposicién o precipitacién de materiales transportados por
distintos agentes, los metales suelen precipitar como una pasta poco compacta
de pequefios granos llamada “floc” que progresivamente se va compactando

como un lodo de color anaranjado o rojo (Olias Alvarez et al., 2010).

p) Sinergia: es la acciébn de dos 0 mas componentes cuyo efecto es superior al

efecto individual de cada componente (RAE, 2022).

g) Schwertmannita: es un mineral que fue originalmente descubierto en drenajes

acidos y luego fue sintetizado en laboratorios, puesto que tiene un considerable
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potencial como adsorbente, por lo que puede ser usado como un remediador
ambiental (Zhang et al., 2018).

r) Formaciones de Terrazas de Hierro (TIFs, por sus siglas en inglés): del
término inglés Terraced Iron Formations, son estructuras laminadas que cubren
areas en la superficie de ambientes con drenaje acidos y depdsitos de relaves,
y brinda informacién relevante sobre los microorganismos acidéfilos y sus
entorno (Shuster et al., 2018; Sanchez et al., 2007).
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

3.1. Tipo deinvestigacién

o Experimental, por la manipulacién de variables (pH, Oz, Os) y consorcios de

BOFe) a nivel de laboratorio para la remocién de Fe*?y

e Cuantitativa, por la evaluacion de causa-efecto mediante registro de

concentraciones de Fe*?,
3.2. Disefo de lainvestigacion
3.2.1. Procedimiento pre-experimental

Consistié en dos etapas, la etapa de laboratorio y de campo. La etapa
de laboratorio permiti6é el acondicionamiento del lugar de trabajo mediante la
adquisicion de estantes metalicos, organizadores (39 L), oxigenador OLIVE
OLV-10 (0-10 L/min), ozonizador GO-500 JMD (2.15 L/min), Multiparametro
WTW Multi 3630 IDS y balanza analitica (0.1-500 g). La etapa de campo tuvo
como primer objetivo muestrear comunidades bacterianas oxidadoras de
hierro de Pastoruri, Mesapata y Campanayoc, para ello se utilizaron
materiales como: probetas (100 y 200 mL), pipetas y pipeteadores (2.5 mL y
10 mL), jarras (50, 250 y 1000 mL), cintas de pH (0 a 6.5), frascos estériles
de plastico (50 mL), espétulas de plastico, cooler (icepack a 4°C), kits de
medicién de Fe*? (Mcolortest Iron test — Merk -0.0 a 2.5 mg/L) y pH-metro
HANNA HI98129 (pH/EC/TDS/°C). El segundo objetivo consistié en recolectar
el DAM del PAM de Mesapata, para ello se utilizaron bidones (350 L) y baldes
(20y 4L).
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3.2.2. Procedimiento experimental

En esta etapa se pretendié demostrar la remocién de Fe*? mediante

tratamientos abidticos y bidticos, en condiciones de laboratorio.

Para dicho proposito se realizé las pruebas de pH (frascos herméticos
estériles de polietileno de 40 mL), oxigeno y ozono (contenedores de
polietileno 4 litros), y BOFe (sistema Aquarium-Fe), cumpliendo con las

pruebas por triplicado para la:

1. Determinacion del pH oOptimo para la remocion de hierro ferroso
mediante la neutralizacion por hidroxido de calcio a diferentes

dosificaciones.

2. Determinacion del tiempo de oxigenacion 6ptimo para la remocién de

hierro ferroso en el DAM.

3. Determinacion del tiempo de ozonizacion 6ptimo para la remocién de

hierro ferroso en el DAM.

4. Aislamiento, propagacion y evaluacion de la capacidad oxidante de las
bacterias del hierro para oxidar hierro ferroso del DAM.

3.2.3. Procedimiento post-experimental

En esta etapa se ha realizado el analisis de datos obtenidos en la etapa
previa, que se ha sistematizado y analizado. La eleccion de las alternativas
Optimas de tratamiento se realizé comparando la eficiencia de los tratamientos
con pH, O,, O3 y comunidades bacterianas en base a aspectos de mayor
remocion del Fe*?. En la figura 1 se observa el resumen del disefio de la

investigacion.
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Acondicionamiento I:> Recoleccion de BOFe de Pastoruri,
de laboratorio Mesapata y Campanayoc

Pre

Recoleccion de DAM del PAM de Mesapata y Experimental
analisis inicial de parametros fisicoquimicos y
concentracién de Fe*?

I

Pruebas experimentales controladas

1. Potencial de 2. Oxigeno L. 4. Bacterias r | Experimenta
S - . - 3. Ozono optimo .
hidrégeno 6ptimo disuelto optimo - oxidadoras de
. L (triplicado) . o
(triplicado) (triplicado) hierro (triplicado)

Analisis final de parametros fisicoquimicos y
concentracién de Fe*?

5 L Post

Experimenta

Determinacion de la eficiencia de la sinergia de
variables para la remocién de Fe*?

Figura 1. Resumen del disefio de investigacién

3.3. Métodos o técnicas

En campo, las muestras de DAM fueron tomadas del sedimentador N° 02
ubicado en el lado norte del Pasivo Ambiental Minero de Mesapata, de acuerdo al
protocolo para Monitoreo de la calidad de los Recursos Hidricos Superficiales (ANA,
2016).

3.3.1. Determinacién del pH é6ptimo para laremocién de Fe*>?del DAM
3.3.1.1. Preparacion y dosificacién de hidroxido de sodio (NaOH)

Se realiz6 la preparacion de hidréxido de sodio a diferentes
concentraciones 10N, 1IN y 0.1N. Para ello se pes6 40.0g, 4.0 g
y 0.4 g de NaOH sdlido, respectivamente, y se disolvié lentamente
en 100 mL de agua destilada para cada concentracion (Science
ASSIST, 2014). La dosificacion a diferentes niveles de pH (DAM
actual, 3.0, 3.5; 4.0; 4.5; 5.0; 5.5; 6.0; 6.5; 7.0; 7.5; 8.0; 8.5; 9.0;

9.5; 10.0) se establece en la tabla 1 para lo cual se emplearon
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volimenes de NaOH afiadidos en 30 mL de DAM contenido en
recipientes de 40 mL de capacidad y se agit6 la solucion por 1 min

después de la dosis por triplicado (Balintova & Petrilakova, 2011).

De acuerdo a lo anterior la siguiente tabla resume los

volimenes de NaOH empleado para cada tratamiento del DAM:

Tabla 1. Volumenes de NaOH empleado para cada tratamiento.

NaOH; pL
10N IN 0.1N

TRATAMIENTOS

DAMpHa*, DAMpHDb*, DAMpHc*,

DAMpH - 3.0a; DAMpH - 3.0b ;DAMpH - 3.0c 500 800
DAMpH - 3.5a ; DAMpH - 3.5b ;DAMpH - 3.5¢ 500 900
DAMpH - 4.0a ; DAMpH - 4.0b ;DAMpH - 4.0c 600 1000
DAMpH - 4.5a ; DAMpH - 4.5b ;DAMpH - 4.5¢ 600 1600
DAMpH - 5.0a ; DAMpH - 5.0b ;DAMpH - 5.0c 700 1600
DAMpH - 5.5a ; DAMpH - 5.5b ;DAMpH - 5.5¢ 1200 1600
DAMpH - 6.0a ; DAMpH - 6.0b ;DAMpH - 6.0c 100 2600

DAMpH - 6.5a ; DAMpH - 6.5b ;DAMpH - 6.5¢ 100 400 100

DAMpH - 7.0a ; DAMpH - 7.0b ;DAMpH - 7.0c 100 400 300

DAMpH - 7.5a ; DAMpH - 7.5b ;DAMpH - 7.5¢ 100 400 350

DAMpH - 8.0a ; DAMpH - 8.0b ;DAMpH - 8.0c 100 400 550

DAMpH - 8.5a ; DAMpH - 8.5b ;DAMpH - 8.5¢ 100 400 850

DAMpH - 9.0a ; DAMpH - 9.0b ;DAMpH - 9.0c 100 400 900

DAMpH - 9.5a ; DAMpH - 9.5b ;DAMpH - 9.5¢ 100 400 1300

DAMpH - 10.0a ; DAMpH - 10.0b ;DAMpH - 100 400 1800
10.0c
*a, b, c: Representan tres réplicas

3.3.1.2. Medicion de los pardmetros fisicoquimicos, formacion de
precipitado, concentracion y eficiencia de remocién de Fe™ en
lainfluencia del pH del DAM

Alinicio y después de 24 horas de realizado las pruebas de pH,
se midieron los parametros fisicoquimicos: pH, conductividad
(uS/cm) y TDS (ppm) con el pH-metro HANNA (HI HI98129),
también, se calcularon los volimenes de precipitado (cm?®) en base a

la altura (h) y radio (r) de los tubos tapa rosca de 30 mL de capacidad.
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Las concentraciones de Fe*? se midieron en mg/L con los Kits
Test de Hierro (Mcolortest Irontest - Merck) de rango bajo (114403:
0.0-0.2 mg/L) y alto (114438: 0.2-2.5 mg/L), durante la medicion se
determinaron solo las fracciones solubles, haciendo las diluciones
con agua desionizada y ozonizada, segun el limite de deteccion del
kit.

En base a las concentraciones de hierro ferroso inicial y final
se calcularon las eficiencias de remocion para cada uno de los
tratamientos de acuerdo a la siguiente ecuacion (Perry & Green,
1992, citado en Berrospi, 2019):

i—f

x100

Eficiencia (%):

Donde:
i = concentracion de hierro ferroso inicial en el DAM (mg/L).

f = concentracion de hierro ferroso final en DAM tratado (mg/L).

3.3.2. Determinaciéon de oxigeno disuelto éptimo para la remocién de Fe*? del
DAM

3.3.2.1. Ajuste del caudal del oxigeno

Se instalé un sistema de oxigenacién, que conté con un
generador de oxigeno (0-10 L/min), manguera (=4 mm), piedra
difusora (& de poro=140 pm) de oxigeno, contenedores de
polietileno de 4 L de capacidad y oximetro (Multiparametro WTW
Multi 3630 IDS).

Para determinar el caudal mas eficiente en los tratamientos,
se realiz6 ensayos de saturacién de oxigeno a diferentes caudales,
1 L/min, 2 L/min y 3 L/min, teniendo un tiempo de saturacion de
2.22, 2.54 y 2.44 minutos, respectivamente, de acuerdo con estos
resultados se tomé como flujo de caudal 1 L/min para todas las
pruebas de oxigenacion, debido a que saturé en un menor tiempo

y caudal.
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3.3.2.2. Dosificacion de oxigeno al DAM original, pH 4.5y 7.0

Se tom6 3 L de DAM en contenedores de polietileno de 4 L
de capacidad. El generador inyecté oxigeno a un flujo constante de
1 L/min a través de una manguera que tuvo un difusor cuya funcién
fue generar pequefias burbujas de oxigeno, las cuales rompieron
en la superficie del agua liberandolo y creandose una corriente
capaz de aumentar el &rea superficial del DAM en contacto con el
oxigeno. Se dosifico el oxigeno a diferentes tiempos de contacto en
horas (0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5 y 3.0). Al finalizar el tiempo de
oxigenacion de cada tratamiento, se tomaron 14 mL de muestra por
triplicado en tubos Falc6n® de 15 mL de capacidad.

Con el NaOH preparado anteriormente se realizd la
dosificacién para dos niveles de pH (4.5 y 7.0), en la tabla 2 se
muestran los volumenes de NaOH afiadidos a 3 L de DAM para
alcanzar el pH querido, después se agito la solucién por 2 minutos
y se dejo6 estabilizar por 10 minutos, luego se inyect6 el oxigeno (1

L/ min) a diferentes tiempos de contacto.

Tabla 2. Volimenes de NaOH empleado para 3 L de DAM
para las pruebas de oxigenacién.

NaOH; pL
TRATAMIENTOS 10N N
DAM pH original (2.32) 0 0
DAM pH - 4.5 (pH final* 4.0) 8100 8700
DAM pH - 7.0 (pH final 5.5) 8100 9600

* pH final (después de 24 horas)

3.3.2.3. Medicion de los pardmetros fisicoquimicos, formacion de
precipitado, concentracion y eficiencia de remocién de Fe*? en

lainfluencia de la oxigenacion del DAM

Al inicio y después de 24 horas de inyectado el oxigeno a los
tratamientos, se midieron los parametros fisicoquimicos: pH,
conductividad (uS/cm) y TDS (ppm) con el pH-metro HANNA (HI
HI98129). Ademas, se calcularon los volimenes de precipitado en

mL.
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Las concentraciones de hierro ferroso se midieron en mg/L
con el Kit Test de Hierro (Mcolortest Irontest - Merck) de rango bajo
(114403: 0.0-0.2 mg/L), durante las mediciones se determinaron
solo las fracciones solubles, haciendo las diluciones con agua

desionizada y ozonizada, segun el limite de deteccion del kit.

En base a las concentraciones de hierro ferroso inicial y final
obtenidos, se calcularon las eficiencias de remocion de hierro de
acuerdo a la siguiente ecuacion (Perry & Green, 1992, citado en
Berrospi, 2019):

1
Eficiencia (%): fxlOO

i
Donde:
i = concentracion de hierro ferroso inicial en el DAM (mg/L).

f = concentracion de hierro ferroso final en DAM tratado (mg/L).
3.3.3. Determinaciéon de ozono éptimo para laremociéon de Fe*? del DAM
3.3.3.1. Consideraciones del flujo de ozono

Se instalé un sistema de ozonizacién, que conté con un
generador de ozono GO-500 JMD (flujo constante de 2.15 L/min),
una manguera (d=4mm), piedra difusora (J de poro=140 um) de
0zono y contenedores de polietileno de 4 L de capacidad.

3.3.3.2. Dosificacion de ozono al DAM original, pH4.5y 7.0

Se tomé 3 L de DAM en contenedores de propileno de 4 L de
capacidad, después se dosificd el ozono a un flujo de 2.15 L/min a
diferentes tiempos de contacto en minutos (0.5; 1.0; 3.0; 5.0; 7.0;
9.0; 11.0; 13.0; 15.0; 17.0). Al finalizar cada tiempo de contacto se
tomaron 14 mL de muestra por triplicado en tubos Falcén® de 15

mL de capacidad.

Se realizé la dosificacion de NaOH al DAM para obtener dos
niveles de pH (4.5 y 7.0), en la tabla 3 se muestran los volimenes
de NaOH afadidos a 3 L de DAM para alcanzar el pH querido, luego

se agitdé la solucion por 2 minutos y se dejé estabilizar por 10
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minutos, después se inyectd el ozono (2.15 L/min) a diferentes

tiempos de contacto.

Tabla 3. Volumenes de NaOH empleado para 3 L de DAM
para las pruebas de ozonizacién.

NaOH; pL
TRATAMIENTOS 10N N
DAM pH original (2.35) 0 0
DAM pH - 4.5 (pH final* 4.0) 8100 8700
DAM pH - 7.0 (pH final 5.5) 8100 9600

*pH final (después de 24 horas)

3.3.3.3. Medicion de los pardmetros fisicoquimicos, formacion de
precipitado, concentracion y eficiencia de remocién de Fe*2 en
lainfluencia de la ozonizacién del DAM

Al inicio y después de 24 horas de inyectado el ozono a los
tratamientos, se midieron los parametros fisicoquimicos: pH,
conductividad (uS/cm) y TDS (ppm) con el pH-metro HANNA (HI
HI98129). Ademas, se calcularon los volimenes de precipitado en

mL.

Las concentraciones de hierro ferroso se midieron en mg/L
con los Kits Test de Hierro (Mcolortest Irontest - Merck) de rango
bajo (114403:0.0 - 0.2 mg/L). Se determinaron solo las fracciones
solubles, haciendo las diluciones con agua desionizada y

ozonizada, segun el limite de deteccidn del kit.

En base a las concentraciones de hierro ferroso inicial y final
obtenidos, se calcularon las eficiencias de remocion de hierro
ferroso para cada uno de los tratamientos. Se us6 la misma férmula

de eficiencia que en la oxigenacion.

3.3.4. Aislamiento, propagacién y evaluacion de la capacidad oxidante de las

bacterias oxidadoras de hierroapH3y 4
3.3.4.1. Preparacion de medio de cultivo 9K Modificado

El medio 9K desarrollado inicialmente fue llamado asi por

contener 9 g de Fe*? /L pero fue modificandose en el tiempo de
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acuerdo a las necesidades del sistema (Quatrini et al., 2007). Para
la investigacion se usé el medio de cultivo 9K Modificado con la
finalidad de aislar especificamente las BOFe traidas de los puntos
de muestreo, la composicion del medio de cultivo final comprendié
la fusion de dos medios previos: el de Silverman y Lundgren (1959)

y el de Johnson (1995), la cual se presenta en la tabla 4.

Tabla 4. Composicion del medio de cultivo 9K Mod.
semisolido para 1 L.

Cantidad (1 L)

Soluciones Reactivos
FeS04 7H20 209
Solucién A
Agua 0.3L
(NH4)2S04 39
KCI 0109
K2HPO4 0509
Solucién B MgSOa. 7H20 0.50 g
Ca(NOs)2 001g
H2S04, 10N 1mL
Agua 0.6L
Solucién C Agar 59
Agua 0.1L

El modo de preparacion del medio 9K Mod., se realiz6 de la

siguiente manera (Silverman & Lundgren, 1959):

1. Solucion A: Pesar 20 g de FeSOa. 7H20 y disolver en 0.3 L de
agua desionizada, ozonizada y caliente, ajustar a pH 3 0 4 con

H.S0O4 10N, agitando hasta su disolucion completa.

2. Solucion B: Los reactivos pesados disolver en 0.6 L de agua
desionizada, ozonizada y caliente, ajustar a pH 3 04 con H,SO,
10N.

3. Solucidn C: Disolver 5 g de agar en 0.1L de agua desionizada

y ozonizada, por ebullicion.
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Mezclar las tres soluciones a una temperatura no menor de
60°C vy distribuir en frascos, tubos o placa de acuerdo a la

necesidad.

Se realiz6 controles de calidad en frascos estériles bajo las
mismas condiciones de medios de cultivo con bacterias estandar,

asi demostrando la no contaminacion de los medios de cultivo.
3.3.4.2. Muestreo de Bacterias Oxidadoras de Hierro (BOFe)

Se sali6 de Huaraz con destino a Pastoruri, Mesapata, y
Campanayoc, para tomar las muestras de las BOFe. El criterio de
muestreo se hizo en base a estudios precedentes de Sheng et al.
(2017), (i) se llegd a los puntos de muestreo con ayuda de un GPS
Navegador GARMIN Etrex 30, después (ii) se tomaron con una
espatula de plastico 50 ml de muestras por separado ya sea de
lodo, Formaciones de Terrazas de Hierro (TIFs), 6xidos de hierro
y/o sedimento (iii) las muestras obtenidas fueron almacenadas en
un cooler a 4°C e (iv) inmediatamente, fueron transportadas a un
laboratorio acondicionado en la ciudad de Huaraz para el

aislamiento y propagacion de las BOFe en Medio 9K Modificado.

50 ml de muestra
deTIFs Almacenamiento

| y transporte de
muestras a 4°C

N - Toma de muestra
en recipiente
esterilizado

Figura 2. Esquema de la recoleccion de muestras de BOFe.

Durante el muestreo se midieron los pardmetros de campo
(pH, conductividad, TDS, temperatura) con el pH-metro HANNA (HI
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HI198129), a la vez se midieron las concentraciones de Fe*? (mg/L)
con el Kit Test de Hierro (MColortest Irontest - Merck) de rango alto
(0.2-2.5 mg/L) y se tomaron las coordenadas UTM de cada punto
de muestreo con el GPS Navegador GARMIN Etrex 30.

3.3.4.2.1. Pastoruri

Se arribé a Pastoruri a horas de la mafana. La zona
presentd 4°C de temperatura atmosférica, 11 Km/h de velocidad
del viento y no hubo presencia de precipitacion pluvial (The
weather Channel, 2020).

260500 261200 0

(4 -
Parqueo de %
m A oo

O Puntos de muestreo

900000

L) -

—— Rios

8904500
8904500

9099930

9099930

8999930
8999930

8903800

8903800
8899930
8899930

8799930

8919930

8919930

‘ £

BIORREM - FCAM - EPIA

Nevado PUNTO DE MUESTREOQ DE BOFe-PASTORURI
Pastoruri MAPA DE UBICACION DIBUJO: IK.TM

P CUADRILLADO: UTM CADA 7 KM ESCALA: 1: 10 000
DATUM WCS-84 ZONA:185| FECHA:ENERO-2021

8899930
8899930

8903100
8903100

260500 261200

Figura 3. Mapa de los puntos de muestreo de las BOFe de Pastoruri.

El punto POO fue un punto de control donde se realizaron
mediciones de los parametros fisicoquimicos, mas no se
recolectaron muestras de BOFe.
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Tabla 5. Coordenadas, parametros fisicoquimicos y concentracion de Fe*? en cada
punto de muestreo de Pastoruri.

Coordenadas Parametros fisicoquimicos
Pto UTM 9 Fe*2 | Tipo de cuerpo | Tipo de
' X v oH EC TDS T |(mg/L) de agua muestra
(uS/cm) | (ppm) | (°C)
Efluente de
humedal No se
P00 | 260708 | 8903881 | 3.16 | 420 216 |6.21 - : recolecté
construido y de
muestra.
la laguna.
A la mitad del
P01 | 260704 | 8903852 | 3.09 494 246 5.7 20 humedal Sedimento
construido.
Laguna encima Sedimento
P02 | 260709 | 8903823 | 3.12 492 246 6.2 16 del humedal
) con algas
construido.
PO3 | 260754 | 8903762 | 4.4 | 101 | 96 | 7.9 | - |CRucedeamoyo g inento
con flujo menor.
P04
" | 260775 | 8903705 | 3.1 | 505 | 253 | 83 | 35 |cAucedeamoyol g
con flujo mayor.
P05
P06 | 260790 | 8903680 | 3.17 | 484 | 243 |81 | - | Charcoencima | oo
del arroyo.
Charco al Precipitad
PO7 | 260846 | 8903739 | 2.96 | 600 | 299 | 85 | - |Mmagenderecho | osade
del circuito hierro con
peatonal algas.
Escorrentia con
presencia de Fe
P08 | 260978 | 8903913 | 3.12 | 470 238 | 8.7 - en zona rocosa Lodo
con poca
vegetacion.
Afloramiento de
agua
P09 | 260997 | 8903953 | 5.57 97 52 5.3 20 subterranea que TIFs
tributa a una
laguna.
Afloramiento de
P10 agua
—1 261103 | 8904384 | 5.78 45 22 6.5 4 subterraneay | Sedimento
P11 humedal
periglaciar.
Parte alta de
P12 | 260756 | 8904851 | 5.76 | 8 4 |138| og | humedalcon oo imento
predominio de
Plantago rigida.
P13 | 260652 | 8904917 | 6.19 | 27 14 | 9 .| Parte mediadel | g0 yimento
humedal.
P14 | 260547 | 8904961 | 6.21 | 17 9 |163| o2 | Patebaadel | o non
humedal.

3.3.4.2.2. Mesapata

Se llegd a Mesapata a horas de la tarde. La zona presenté

18°C de temperatura atmosférica, 5 Km/h de velocidad del viento
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(The weather Channel, 2020) y precipitacion pluvial leve. En la
figura 4, se observa que las muestras en su mayoria fueron

tomadas de la zona norte del relave.

233600 233900 0 900000
T L

ECUADOR F\‘QOLDNB‘A
ey
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Puntos muestreo
de BOFe
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8919930
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Figura 4. Mapa de los puntos de muestreo de las BOFe de Mesapata.

Tabla 6. Coordenadas, parametros fisicoquimicos y concentraciéon de Fe*? en cada
punto de muestreo de Mesapata.

Coordenadas Parametros
UTM fisicoquimicos Fe*? Tipo de
Pto. EC (mg/| cuerpo de

X Y pH | (uS/c TDS L) agua
m | PPm)

Tipo de
muestra

Salida del
primer
MO1 | 233730 (8917842 | 2.56 |>3999 |>1999 | - . TIFs
sedimentador
del lado norte.
Riachuelo al
MO2 | 233727 | 8917833 | 2.56 |>3999 [>1999| - ;‘r’iﬁ?"de' TIFs
sedimentador
Entrada al
sedimentador

de la zona
central.

Humedal Sedimento
construido.

MO3 | 233704 | 8917769 - - - - TIFs

MO04 | 233685 | 8917800 | - - - -
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MO5 Segundo Precipitad
F) 233735 (8917840 | 2.56 |>3999 |>1999 | 800 |sedimentador. ode
hierro.

3.3.4.2.3. Campanayoc

Se arrib6 a Campanayoc a horas de la mafiana. La zona
presentd una temperatura atmosférica de 11°C (The weather

Channel, 2020) y no hubo precipitacion pluvial.

222000 224000 226000 N 505008

T

ECUADOR F \Q‘Y'-WB'A
e

LEYENDA

O Punto de muestreo

—— Rios

8300000

V.l‘ﬂ‘ /.*-‘I‘ C’ )' ‘L g
F = £Ah

WATHUARAZ

RS e 8
REcuay, - g

&

B
ah

8942000

)

8942000

ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AMBIENTAL

PUNTO DE MUESTREO DE BO Fe-CAMPANAYOC
MAPA DE UBICACION DIBUIO: LK.T.M.

CUADRILLADO: UTM CADA 2 KM | ESCALA: I: 24000

DATUM: WGS-84 ZONA:185 | FECHA-ENERO-2021

222000 224000 226000

Figura 5. Mapa de los puntos de muestreo de las BOFe de Campanayoc.

Tabla 7. Coordenadas, parametros fisicoquimicos y concentracion de Fe*? en cada
punto de muestreo en Campanayoc.

Coordenadas Pardametros Tino de
UTM fisicoguimicos Fe*? P Tipo de
Pto. cuerpo de
X v H EC TDS | (mg/L) aqua muestra
b (uS/cm) | (ppm) 9
CO1 | 225869 | 8943140 |4.45| 138 | 70 | =+ | Sedimentador | Precipitado
2 de hierro.

* Elevadas concentraciones de Fe en Campanayoc (canal Huapish-Shallap-Toclla) (Zimmer
et al., 2018).

3.3.4.3. Aislamiento de las BOFe

En la figura 6 se observa el procedimiento utilizado para
aislamiento de las BOFe. Se inici6 con la homogenizacion de los 50
ml de cada muestra de BOFe traidos de Pastoruri (14), Mesapata
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(5) y Campanayoc (1), después se inocularon 5 ml de muestra en
frascos independientes con 0.3 L de Medio 9K Mod., semisdlido, a
pH 3y 4; seguidamente, las muestras se agitaron, de manera que
los microorganismos se distribuyeron homogéneamente por todo el
medio de cultivo, después se incubaron a una temperatura de 21°C,
una humedad relativa de 40% y se evaluaron semanalmente por 33

dias.

Se combiné
20 ml de cad
muestra (400 Incubado
$ ml de a 21°C,
consorcio). 40%
Inocular a 5L
50 ml de Homogenizando de medio 9K
muestra de 50 ml de BOFe Mod.
BOFe
33 dias
E Y Se vertié 5
muestra a B Vuestra
Shetio 9k - | homoge e
Mod.. nlzadla afé-%cv
I | ene
semisolido. | Med. 9K |
Mod.
sem.
CosT] Do ]

Figura 6. Esquema de aislamiento de las BOFe del DAM y DAR en frascos
independientes y en sistemas Aquarium-Fe.

Por otro lado, se combiné 20 ml de cada muestra de BOFe en
un recipiente estéril y se inocularon al sistema Aquarium-Fe con 5
L de Med. 9K Mod., semisélido a pH 3 y 4, posteriormente las
muestras se homogenizaron para permitir el crecimiento de los
consorcios bacterianos en todo el medio, una vez terminado se
incubaron en las mismas condiciones anteriores por 33 dias con

evaluacién semanal.
3.3.4.4. Evaluacion del crecimiento de las BOFe

En la figura 7, se observd y anot6 los cambios sufridos en los
medios de cultivos sembrados, tanto en los frascos independientes

como en los sistemas Aquarium-Fe, estos cambios fueron: el
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enturbiamiento en la parte superior del medio, el desarrollo de un
velo o pelicula en la superficie de un color anaranjado amarillento
propio de la oxidaciéon de Fe™?a Fe*3, la consistencia, la forma de

las colonias y el olor.

Una vez que aparecieron los precipitados de hierro en los
Aquarium-Fe, se introdujo DAM a diferentes concentraciones y se

mantuvo a condiciones de aerobiosis y microaerofilia.

DAM U523 100" P26 0s/oriar

[Fe]l 700* ppm, pH2.6

gy

BO Fe a 21°C, 40% .
HR por 33 dias de Inoculaciéon de 1.5 L a 5L de

incubacion medio 9K Mod. + 10L de DAM

[Fel 200 nom. 21°C
40%

DAM[FA 700 phzs OB/0L/2t

Generacion de
microaerofilia con el
método de la vela

* S

L
m § > .

pH4+BO Fe+DAM

[Fel 700** ppm. pH

DAM [¥el 200 pHa as/b1/21

[Fel 200 pom. pH 4

Figura 7. Evaluacion del crecimiento de las BOFe a diferentes concentraciones de
Fe*2 en el sistema Aquarium-Fe con DAM.

3.3.4.5. Propagacion y conservacion de las BOFe

En la figura 8 se muestra que una vez alcanzada la fase
logaritmica de crecimiento bacteriano de los cultivos iniciales (figura
6); con la ayuda de un asa bacterioldgica se propagé las BOFe en
frascos con 0.2 L de Medio 9K Mod., semisélido tanto a pH 3 como
a pH 4, segun corresponda. Se tuvo cuidado de poner a las BOFe
solo en la parte superficial del medio, puesto que es la zona donde
se observo crecimiento, luego se incubaron con una inclinacion a
pico de flauta a una temperatura de 21°C, humedad relativa de 40%

y con evaluacion inter diaria.
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Caracteristicas del crecimiento de
BOFe en Medio 9K Mod, tras 33 dias
de incubacién a 21°C y 40% de HR

Crecimiento de BOFe (repique
de acuario) a los 19 dias

pH3 pH4

L J
Y

Se transfirié consorcios de BOFe
a 0.2 L de nuevo Med 9K
semisolido

Siembras incubadas con
inclinacién a pico de flauta
a 21°Cy 40% HR con
evaluacién semanal

Al dia 8 se

transfirié una
asada de BOFe
a tubos 13x100

Conservacion de
BOFe en cepario
a temperatura
ambiente

| pH4

Figura 8. Repique de BOFe en frascos y su conservacion de cepas de BOFe en
Medio 9K Mod.

Al octavo dia de crecimiento se realizé la propagacion de las
BOFe en tubos independientes tapa rosca de vidrio 13 x 100 mm
(9ml) con 0.003 L de Medio 9K Mod., sélido, tanto a pH 3 como a pH
4. La propagacion se realizé con la ayuda un asa bacterioldgica, el
cual permitié realizar movimientos suaves sobre la superficie del
medio s6lido. Una vez terminado se conservaron con una inclinacion
a pico de flauta a una temperatura de 21°C y una humedad relativa

de 40% con evaluacion interdiaria.

3.3.4.6. Evaluacion la capacidad oxidante de los consorcios

bacterianos del hierro

Se realizé pruebas experimentales para demostrar la
capacidad oxidante de las BOFe en Medio 9K Mod., soélido, a
diferentes concentraciones de FeSO,, ademas se vio el
comportamiento de las BOFe a diferentes concentraciones de
hierro ferroso en DAM en el sistema Aquarium-Fe.
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3.3.4.6.1. Crecimiento de las BOFe a diferentes concentraciones de

sulfato de ferroso (FeSO.)

Caracteristicas del crecimiento de BOFe en medio 9K
Mod, tras 32 dias de incubacion a 21°C y 40% de HR

Se inoculé 3 ml de
BOFe a Medio 9K Mod.,
con diferentes
concentraciones de
FeSO4 7H20

J
Y

L Se incub6

az2l1°C,

40% HR

con

evaluacion

semanal

0.25g/L 0.5g/L 1g/L 5g/L 10g/L 20g/L

Baterias inoculadas a pH3 vy pH4 con control sin inoculacién

Figura 9. Evaluacion del crecimiento de las BOFe a diferentes
concentraciones de FeSO4 en medio semisoélido 9K Mod.

Una vez alcanzado el crecimiento logaritmico de las BOFe
en el sistema Aquarium-Fe, con la ayuda de un asa bacteriolégica
se tomO muestras de consorcios de la parte superficial y se
sembré en frascos con 0.2 L de Medio 9K Mod., sélido con
diferentes concentraciones de FeSO, (0.25; 0.5; 1; 5; 10 y 20g/L).
La siembra se realizé en la parte superficial a pH 3 y 4, luego se
incub6 a una temperatura de 23°C y 40% de humedad relativa. Se

registrd el crecimiento tomando como indicador la tabla 9.

3.3.4.6.2. Comportamiento de las BOFe en sistemas Aquarium-Fe con
DAM a diferentes concentraciones de Fe*?.

A 8.5 L de DAM con cédigo T100 (100 mg/L de Fe*?) se
afadio 425 ml de medio amonio (amonio al 1.7%), preparado a
partir de orina hidrolizada con ureasa de sandia cuyo detalle se
explica en el ANEXO 8. Después se inocul6 0.2 L del consorcio
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de BOFe (cepas de Campanayoc, Pastoruri y Mesapata) por
duplicado, a una se prendi6 la vela para generar microaerofilia y
la otra se mantuvo en aerobiosis. Se repiti6 el mismo
procedimiento para los tratamientos T200 (200 mg/L de Fe*?),
T400 (400 mg/L de Fe*?), T600 (600 mg/L de Fe*?) y T800 (800
mg/L de Fe*?).

Se incubaron todos los tratamientos en un sistema de
solario (temperatura promedio de 20 °C + 3, humedad relativa
promedio 45%).

&

o, i Inoculacion
Inoculacion ... p— de 0.2 L de
de 0.2 L de DAM (8.5L) DAM (8.5L) consorcio
consorcio BOFe

BOFe
[Fe*?] = 100 mg/L

[Fe*? = 100 mg/L

Se afiadi6 425 ml
de amonio al
1.7%

DAM (8.5L)+BOFe (0.2L)

[Fe*? 100 - Aerobiosis [Fe*?] 100 Microaerofilia

Incubado a 23°Cy
45% de HR con
evaluaciéon semanal
de [Fe*?] y pH.

Después de 45 dias tomar
una alicuota de cada uno e

inocular en Medio 9K Mod.

T TT U7

Figura 10. Esquema de implementacion de los sistemas Aquarium-Fe
con BOFe y medio amonio.
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Semanalmente se determinaron las concentraciones de Fe*?
en mg/L de cada tratamiento, con el Kit Test de Hierro (Mcolortest
Irontest - Merck) de rango bajo (114403: 0.0-0.2 mg/L) y alto (114438:
0.2-2.5 mg/L), durante la mediciobn se determinaron solo las
fracciones solubles, haciendo las diluciones con agua desionizada y
ozonizada, segun el limite de deteccidn del kit. También se registrd
los parametros fisicoquimicos: pH, conductividad (uS/cm) y TDS
(ppm) con el pH-metro HANNA (HI HI98129).

Tras la estabilizacion de los sistemas Aquarium-Fe (al dia 45)
se procedid a tomar con un asa microbiolégica una porcién de BOFe
para sembrarlas en tubos tapa rosca de plastico con 0.002 L de
Medio 9K Mod., semisélido. Se incub6 a una temperatura de 23°C,
humedad relativa de 45% y con evaluacion interdiaria.

3.4. Poblacion y muestra
3.4.1. Poblacion
Drenaje Acido de Mina del Pasivo Ambiental Minero de Mesapata
3.4.2. Muestra

Drenaje Acido de Mina del sedimentador N° 02 de la cara norte del
Pasivo Ambiental Minero de Mesapata. EI DAM posee elevadas
concentraciones de metales totales y disueltos, respectivamente: hierro
(870.47 mg/L: 683.47 mg/L), arsénico (245.41 mg/L: 104.97), manganeso
(95.73 mg/L: 93.61 mg/L), zinc (83.817 mg/L: 82,78 mg/L) y aluminio (62.889
mg/L: 60.27 mg/L) (ANEXO 3: Informe de ensayo N° 160760 - 2022 S.A.G.).

Muestras de BOFe traidas de Mesapata, Pastoruri y Campanayoc.
3.5. Descripcion de los instrumentos utilizados para la medicién de las variables.
3.5.1. Determinacién de los parametros fisicoquimicos

Los pardmetros fisicoquimicos se midieron con el pH-HANNA (HI
HI198129). De acuerdo a su informacion técnica el equipo ha sido producido,
calibrado y probado usando normas e instrumentos de referencia, tomando

en cuenta el National Institute of Standards and Technology (NITS) de los
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Estados Unidos y por los estdndares fisicos nacionales que han sido

aceptados internacionalmente.

Para la medicién del oxigeno disuelto se usé el Multiparamétrico WTW
3630 IDS, el cual posee un sensor FDO 925 éptico de excelente precision que
trabaja en el rango de 0-20 mg/L £ 0.5% del valor de oxigeno. En la tabla 8
se muestran las especificaciones técnicas de acuerdo al manual de

instrucciones de los instrumentos mencionados.

Tabla 8. Especificaciones técnicas de los instrumentos usados para
la determinacion de variables de estudio.

Variable Instrumento Rango. f’e Sensibilidad
medicién
. pH-metro HANNA
P I
hi d(:éer;(:z (dz) Waterproof Tester 0al4 +0.01
genop (H198129)
Conductividad ~ PHmetro HANNA =, . 3909
eléctrica (EC) Waterproof Tester uS/em +0.2%
(H198129)
Solidos Totales ~ PMEUO HANNA 5600
Disueltos (TDS) Waterproof Tester m +0.2%
(H198129) PP
pH-metro HANNA
Temperatura (°C)  Waterproof Tester 0a60°C +0.5°C
(H198129)
Oxigeno . .
. - Multiparametrico
+ 0,
multlp?Cr)aDr?etrlco WTW 3630 IDS 0a 20 mg/L +0.5%

3.5.2. Indicadores del crecimiento de las BOFe

En la tabla 9 se muestra una clasificacion progresiva para la
determinacion del crecimiento de las BOFe en el Medio 9K Mod., y en los
Aguarium-Fe. La clasificacion se realizé en base a indicadores macroscépicos
como el enturbiamiento en la parte superior del medio, el desarrollo de
peliculas de color anaranjado amarillento (Fe*? a Fe*3) en la superficie, asi

como la consistencia, la forma, el olor de la pelicula formada.
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Tabla 9. Niveles de crecimiento de los
consorcios bacterianos de hierro.

Simbolo Valor Descripcion
) 0 No hay crecimiento
(-1+) 0.25 Muy poco crecimiento
(+1-) 05 Poco crecimiento
- 1 Crecimiento fase inicial
(+2) 2 Crecimiento medio
(+3) 3 Crecimiento alto
(+4) 4 Crecimiento notable

3.5.3. Determinacién del hierro ferroso (Fe*?)

Los Kits Test de Hierro (Mcolotest Irontest — Merck) de rango bajo
(114403: 0.0-0.2 mg/L) y alto (114438: 0.2-2.5 mg/L), contienen por separado
dos frascos de reactivo Fe-1 (en caja de aluminio); una jeringa de plastico
graduada de 5 ml; dos tubos de ensayo con tapa roscada (en bloque
comparador) y una tarjeta colorimétrica. La determinacién de la concentracién
Fe*?, es mediante el comparador de tarjeta colorimétrica y el blogue
comparador con tubos de ensayo.

El ensayo permite que todos los iones de hierro se reduzcan a iones de
Fe*2. Estos, en medio amortiguado con tioglicolato, forman con un derivado
de triazina un complejo violeta rojizo. La concentracion de Fe*? se determina
semicuantitativamente por comparacion visual del color de la solucién de

medicién con las zonas de color de una tarjeta colorimétrica.

Tabla 10. Intervalo de medida y la graduacion de la escala
colorimétrica de los Kits de test de hierro

Intervalos de Namero de

Nominacién medidas determinaciones Sensibilidad
(mg/L de Fe) (unid.)

. 0.01-0.02 -
S 000-004-
baio 9 0.06 - 0.08 - 300 +0.01

0.10-0.15 -

(cod.114403) 0.20
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Kit de test de 0.2-0.4-0.6

hierro rango -08-1.0-
+
alto (cod.  1.3-1.6-2.0 500 +£0.02
114438) -25

3.5.4. Determinacion de la eficiencia de remocion de Fe*?

En base a las concentraciones de hierro ferroso inicial y final obtenidos,
se calcularon las eficiencias de remocion de hierro para cada uno de los
tratamientos de acuerdo a la siguiente ecuacion (Perry & Green, 1992, citado
en Berrospi, 2019):

i —
Eficiencia (%): i fxlOO

Donde:
i = concentracion de hierro ferroso inicial en el DAM (mg/L).

f = concentracion de hierro ferroso final en DAM tratado (mg/L).
3.6. Plan de procesamiento y analisis estadistico de lainformacion

Los instrumentos que se utilizaron para el procesamiento, analisis e
interpretacion de los resultados fue mediante el software Microsoft Excel 2019, para
medidas de tendencia central (promedios), barras de error (desviaciones estandar),
pruebas de diferencia entre un tratamiento otro y curvas de tendencia, con la finalidad

de determinar el 6ptimo tratamiento.

@ ®0 Repositorio Institucional - UNASAM - Pera



CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Caracterizacion del Drenaje Acido de Mina del PAM de Mesapata

4.2.

En la tabla 11 se presentan los resultados de las mediciones iniciales de los
parametros fisicoquimicos del DAM: pH, conductividad (uS/cm) y TDS (ppm) con el
pH-metro HANNA (HI HI98129); el oxigeno disuelto con el Multiparamétrico WTW
3630 IDS; la concentracién de Fe*? se midié con el Kit Test de Hierro (Mcolortest
Irontest - Merck) de rango alto (114438: 0.2 - 2.5 mg/L) y el sulfato con el Kit Test de
Sulfato (Mcolortest Sulfatetest — Merck) de rango (114411: 25 - 300 mg/L).

Tabla 11. Parametros iniciales del DAM usados en los tratamientos abiéticos
(pH, O2y O3) y bidticos (BOFe).

CE DS oD Fet2 Sulfato

Drenaje acido pH
ws/em) | PPM) | mg) | (mg/L) (mg/L)

DAM del PAM | 2.33 -

de Mesapata | 2.56 >3999 | >2999 2.51 800 15000

Resultado de las condiciones 6ptimas de pH para laremocién de Fe*?del DAM

Pasadas las 24 horas desde cada tratamiento, se midieron los valores de los
parametros fisicoquimicos, formacién de precipitado, concentracion de hierro soluble

y la eficiencia de remocion de hierro de cada uno de los tratamientos.

4.2.1. Variacién de los pardmetros fisicoquimicos después de 24 horas de

alcalinizar el DAM
4.2.1.1. Potencial de hidrégeno (pH)

En lafigura 11, se observa la diferencia que existe entre el pH

inicial y el pH después de 24 horas. De acuerdo a la regresion lineal
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de los datos de pH después de 24 horas, el coeficiente de
determinacion (R?) es del 94.6%, lo que indica que existe un alto
ajuste de datos. En la mayoria de los casos existe una reduccién

del pH, excepto en el pH 5.5 que aumenté el valor hasta pH 6.55.

9.5 .
9.0 8.39 -_.-"8'65
8.5 y =0.9453x - 0.064 7.96

2_
8.0 R?=0.9469 3.40
*8.09

pH (24 horas)

20 ¥ 2.61
20 2.5 3.0 35 40 45 50 55 60 65 70 7.5 80 85 9.0 9.5 10.0

pH inicial
=—&—pH (24 horas)

Figura 11. Valores del pH inicial y pH después de 24 horas del
tratamiento con NaOH (10N,1N, 0.1N).

4.2.1.2. Conductividad (EC) y Sdlidos Totales Disueltos (TDS)

El segundo parametro fisicoquimico medido en el tratamiento
con NaOH fue la conductividad; en todos los casos se registraron
valores superiores a 3999 uS/cm.

Los resultados de los TDS mostraron que todos los

tratamientos se encuentran por encima de los 2000 ppm.
4.2.2. Influencia del pH sobre la precipitacién y concentracién de Fe*2del DAM

En lafigura 12, se observa que a medida se incrementa el pH, se genera
mayor volumen de precipitado (relacion directamente proporcional), asi
mismo, los valores obtenidos se ajustan a una regresion polinémica de
segundo orden con un coeficiente de determinacion (R?) del 94.8%. La
precipitacion empez6 a partir de pH 2.50 (inmediatamente después de afiadir
NaOH) formandose 2.39 cm?, mientras que a un pH de 8.40 se obtuvo 12.21
cm?. Sin embargo, en algunos tratamientos a pHs mas alcalinos fluctda la

formacion de precipitado.
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También se observa que a pHs mas alcalinos la concentracion de hierro
ferroso disminuye (relacién inversamente proporcional), los datos obtenidos
se ajustan a una regresion potencial de segundo orden con un coeficiente de
determinacion (R?) del 71.2%. EI DAM con un pH final de 2.5, presenta una
concentracion de 160 mg/L con un 80% de remocién de Fe*? y a pHs iguales
y superiores a 5.61 presentan una concentracién de Fe*2 por debajo de los 2

mg/L poseyendo un 99.9% de eficiencia de remocién de Fe*?2.

e ol
O L, N Wb

Precipitado (cm3)

800.0
0%

I

y =-0.2134x% + 3.9982x - 6.9125
R?=0.9475

ot

y =36221x5534
R?=0.7587

800
750
700
650
600
550
500
450
400
350
300
250
200
150

—
—l
By

ob
(S

—
o~

de Fe*

0.33
99.9%

3

Concentracion

0.170.011.390.251.56%:33 95100100
99.9% 100% 99.8% 100% 99.8% ~99.9% 99.9% 50

O R, N WP UI OO OO

5.5
pH

6.0

70 75 80

O~ Precipitado, cm3 == [Fe], mg/L

Figura 12. Influencia del pH en la formacién de precipitado y
concentracion de hierro ferroso.

4.3. Resultado del tiempo de oxigenacién (Oz) 6ptimo para la remocién de Fe*? del
DAM

Pasadas las 24 horas desde la oxigenacién, se midieron los valores de los
parametros fisicoquimicos, formacion de precipitado, concentracion de hierro ferroso

y la eficiencia de remocion de hierro ferroso de cada uno de los tratamientos.

4.3.1. Influencia de la oxigenacién en la variacion de los pardmetros

fisicoguimicos

4.3.1.1. Potencial de hidrégeno (pH)

En la figura 13 se muestra que el pH del DAM original (2.32)
se mantiene sin variacion durante las 3 horas de oxigenacion.

Inicialmente el DAM pH 4.0 tuvo un pH de 4.5 pero después de 24
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horas tuvo los siguientes resultados: a las 0 horas de oxigenacién
el pH fue de 4.21 y a partir de las 0.5 horas se produjo una ligera
acidificacion en funcion del tiempo llegando a 4.03 a las 2.5 horas;
y, a las 3 horas se elevd a 4.07. En general los valores de pH 4.0
no sufren un cambio drastico, manteniéndose en un rango de 4.03
a 4.21. Los datos se ajustan a una regresion polinémica de tercer

orden con un coeficiente de determinacién (R?) del 98.6%.

El DAM pH 5.5 inicialmente se llevé a pH 7.0 pero después
de 24 horas se observaron los siguientes resultados: a las 0 horas
de oxigenacion el pH tuvo un valor de 5.40 y a las 0.5 horas sufrio
un descenso a 5.30 y a partir de alli sufre un incrementé hasta
obtener un pH de 5.80 a las 2.5 horas; y, 5.55 a las 3 horas. Los
valores mantienen un ligero cambio en el tiempo en un rango de
5.40 a 5.80. Los datos para este tratamiento también poseen una
egresion polindbmica de tercer orden con un coeficiente de
determinacién (R?) del 96.1%.
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7.5 y = -0.0194x3 + 0.2267x? - 0.6798x + 5.8824
. g R?=0.986 : 0
. 5.70 :
5 y = 0.0044x3 - 0,0485x2 + 0.1179x + 4.1405
45 R2 = 0.9608
:5 a j L RRRTTTLLRRSS J ACTER TP PPTR 7 CRRRT T Preeeceseaans FAXTETPPPPPP) fyoeeeescens PAY
3.2 4.21 4.22 4.19 4.09 4.08 4.03 4.08
23 O 0 0 0 0 0 a
1.5 2.32 2.32 2.32 2.32 2.32 2.32 2.32
1
0.5
0
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Tiempo de oxigenacién (horas)
e=ill== DAM pH original A== DAM pH 4.0 e=Qu= DAM pH 5.5

Figura 13. pH (original, 4.0 y 5.5) en funcién del tiempo de
oxigenacion.

4.3.1.2. Conductividad (EC) y S6lidos Totales Disueltos (TDS)

La conductividad no presentd variaciéon, los valores

registrados fueron superiores a 3999 uS/cm.
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Los TDS se mantuvieron constantes en el tiempo mostrado

un valor mayor a 2000 ppm.

4.3.2. Influencia del oxigeno sobre la precipitacion, concentracion y eficiencia

de remocién de Fe*2 del DAM original

La inyeccién de oxigeno al DAM original (pH 2.32) no produjo formacién
de precipitado ni variacion en los parametros fisicoquimicos (pH, EC y TDS).
En consecuencia, tampoco hubo variaciéon en la concentracién de Fe*? y

mucho menos eficiencia de remocion de Fe*2.

4.3.3. Influencia del oxigeno sobre la precipitacion, concentracion y eficiencia
de remocion de Fe*? del DAM pH 4.0

En la figura 14 se observa los volimenes de formacion de precipitados
del tratamiento DAM pH 4.0, los resultados muestran que a las 0 horas se
formd 1.90 ml de precipitado y a partir de las 0.5 horas de inyectado el oxigeno
existié una disminucién constante del precipitado hasta alcanzar el valor de
1.70 mlalas 2 horas, pero alas 2.5 horas el volumen del precipitado se vuelve
a elevar a 1.97 ml y decae nuevamente hasta el valor minimo de 1.63 ml a las
3 horas. Los datos de precipitacion se ajustan a una regresion polinébmica de

cuarto orden con un coeficiente de determinacion (R?) del 78.9%.

Ademas, la figura muestra los siguientes resultados; a las 0 horas se
tuvo una concentracion de hierro soluble de 80.0 mg/L, a las 0.5 horas y 1
horas de inyectado el oxigeno, la concentracion es de 61.67 mg/L y 56.67
mg/L (desviacidon estandar 5.77) con 22.92% y 29.17% de eficiencia de
remocion de Fe'?, respectivamente, a partir de ese momento se dio un
incremento progresivo de la concentraciéon de Fe*? hasta obtener un valor
méximo de 75.00 mg/L con una eficiencia de remocion de 6.25% a las 2.5
horas, sin embargo, a las 3 horas la concentracién vuelve a decaer con un
valor de 71.67 mg/L. Los datos se ajustan a una regresion polindbmica de

tercer orden con un coeficiente de determinacion (R?) del 95.9%.
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Figura 14. Influencia del tiempo de oxigenacion en la disminucion de hierro
ferroso y formacién de precipitado del DAM pH 4.0.

4.3.4. Influencia del oxigeno sobre la precipitacion, concentracion y eficiencia
de remocion de Fe*? del DAM pH 5.5

En la figura 15 se observa el volumen de formacién de precipitados del
tratamiento DAM pH 5.5, los resultados muestran que a las 0 horas se formé
2.50 ml de precitado y a partir de la 0.5 horas existe una disminucion
progresiva hasta obtener 2 ml a las 1.5 horas, el cual continGia constante hasta
las 3 horas. Los datos se ajustan a una regresion polinémica de segundo

orden con un coeficiente de determinacién (R?) del 93.4%.

Ademas, la figura muestra resultados de la concentracién y eficiencia
de remocion de Fe. A las 0 horas se tuvo una concentracion de 0.80 mg/L, a
las 0.5 horas se posey6 una concentracion de 0.61mg/L con una eficiencia de
remocion del 23.3% y una desviacion estandar de 0.48, a las 1.5 horas se
tuvo una eficiencia de remocion del 80.8%, a partir de alli la eficiencia decae
debido a que se eleva la concentracién de Fe*? hasta obtener un maximo de
0.34 mg/L a las 2.5 horas, pero a las 3 horas se obtuvo el minimo valor de
concentracion de Fe*? de 0.03 mg/L con una eficiencia de remocién del 95.8%.
Los datos se ajustan a una regresion polinémica de cuarto orden con un

coeficiente de determinacion (R?) del 99.7%.
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Figura 15. Influencia del tiempo de oxigenacion en la disminucion de hierro
ferroso y formacién de precipitado del DAM pH 5.5.

4.4. Resultado del tiempo de ozonizacién (Os) 6ptimo para la remocion de Fe*? del
DAM

Pasada las 24 horas desde la ozonizacion se midieron los valores de los
parametros fisicoguimicos, formacion de precipitado, concentracion y eficiencia de
remocién de hierro ferroso de cada uno de los tratamientos.

4.4.1. Influencia de la ozonizaciébn en la variacion de los parametros
fisicoquimicos del DAM

4.4.1.1. Potencial de hidrégeno (pH)

En la figura 16 se muestra que el pH del DAM original (2.35)
no presenta cambios durante los 17 minutos de ozonizacién. El
DAM pH 4.0 inicialmente se llevo a pH 4.5 pero después de 24
horas se observaron los siguientes resultados; a las 0 horas de
ozonizacion el pH es de 4.22, este valor se mantiene poco variable
hasta el minuto 7, pues a partir de alli empieza a modificarse
ligeramente hasta obtener un valor minimo de 4.07 a los 17
minutos. Pero en términos generales el pH no Vvaria

significativamente Los datos se ajustan a una regresion polinémica
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de segundo orden con un coeficiente de determinacion (R?) del
83.5%.

Inicialmente el DAM pH 5.5 tuvo un pH de 7.0 pero después
de 24 horas se tuvo los siguientes resultados: a las 0 horas de
ozonizacion el pH se encuentra a 5.45 y se mantiene sin mucha
variacién hasta el quinto minuto y a partir de alli el DAM empieza a
cambiar el pH obteniendo un valor maximo de 5.74 a los 13 minutos.
Los datos se ajustan a una regresion polinémica de segundo orden
con un coeficiente de determinacion (R?) del 76.3%.

8
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Figura 16. pH (original, 4.0 y 5.5) en funcién del tiempo de ozonizacién.

4.4.1.2. Conductividad (EC) y Sdlidos Totales Disueltos (TDS)

La conductividad no presentd variacion en los tratamientos,
los valores registrados fueron superiores a 3999 uS/cm y los TDS
se mantuvieron constantes en el tiempo mostrado un valor mayor
2000 ppm.

4.4.2. Influencia del ozono sobre la precipitacion, concentracion y eficiencia

de remocion de Fe*2 del DAM pH original

La inyeccién de ozono al DAM original (pH 2.35) no produjo

variacion en los pardmetros fisicoquimicos (pH, EC y TDS) ni formacién
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de precipitados. En consecuencia, tampoco hubo variacion en la

concentracion de Fe*2y mucho menos eficiencia de remocion de Fe*2.

4.4.3. Influencia del ozono sobre la precipitacion, concentracion y eficiencia
de remocién de Fe*2 del DAM pH 4.0

La figura 17 muestra los resultados de los tratamientos DAM pH 4.0, a
los 0 minutos se formd 1.88 ml de precipitado y a partir de los 5 minutos se
presentd una ligera disminucién que continué hasta obtener 1.73 ml a los 13
minutos, sin embargo, a los 17 minutos vuelve a incrementar el volumen a
1.97 ml. Estos datos se ajustan a una regresion polinémica de tercer orden
con un coeficiente de determinacion (R?) del 81.02%.
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Figura 17. Influencia del tiempo de ozonizacion en la disminucion de
hierro ferroso y formacién de precipitado del DAM pH 4.0.

La inyeccion de ozono a los tratamientos DAM pH 4.0 muestran que a
los 0 minutos la concentracién de Fe*? es de 83.3 mg/L la cual posee una
desviacion estandar de 5.57, pasado 0.5 minutos de ozonizado el DAM, la
concentracion es de 73.33 mg/L con una eficiencia de remocién de Fe*? del
12.00% y a los 5 minutos se obtuvo la minima concentracion de hierro (53.33
mg/L) con una eficiencia remocién del 32.00% y una desviacion estandar de
11.55, a partir de ese momento la concentracién vuelve a incrementarse
progresivamente hasta los 17 minutos alcanzando una concentracion de

61.67 mg/L, el cual que posee una eficiencia de remocién de Fe*?del 26.00%.

61
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Los datos obtenidos se ajustan a una regresion polinomica de tercer orden

con un coeficiente de determinacion (R?) del 88.0%.

4.4.4. Influencia del ozono sobre la precipitacion, concentracion y eficiencia
de remocién de Fe*2 del DAM pH 5.5

En la figura 18 se muestran los resultados de la inyeccion de ozono al
DAM pH 5.50, a los 0 minutos se tuvo 2.43 ml de precipitado y a partir del
tercer minuto existe una disminucion progresiva del volumen de precipitado
hasta alcanzar 1.97 ml a los 17 minutos. Estos datos se ajustan a una
regresion polindmica de segundo orden con un coeficiente de determinacion
(R?) del 91.8%.
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Figura 18. Influencia del tiempo de ozonizacién en la disminucién de hierro
ferroso y formacién de precipitado del DAM pH 5.5.

La figura también muestra resultados de la concentracién de Fe*? y su
eficiencia de remocion. Se observa que a los 0 minutos se tuvo una
concentracion de 0.78 mg/L, a partir del primer minuto se observa una
disminucién progresiva de la concentracion de Fe*? hasta alcanzar una
concentracion minima de 0.218 mg/L con una eficiencia del 72.00% y una
desviacion estandar de 0.10 a los 7 minutos, y a los 17 minutos se posee una
concentracion de 0.229 con una eficiencia de remocién de Fe*? del 70.7%.
Los datos se ajustan a una regresion polinomica de segundo orden con un
coeficiente de determinacion (R?) del 91.8%.
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4.5. Resultados del aislamiento, propagaciony evaluacién de la capacidad oxidante

de las bacterias oxidadoras de hierroapH3y 4

Una vez muestreadas las Bacterias Oxidadoras de Hierro de tres zonas que
presentaron Drenajes Acidos de Roca y Mina (Pastoruri, Mesapata y Campanayoc),
se procedio a realizar el aislamiento en (i) frascos con 0.3 L de Medio 9K Mod,
semisélido y (ii) Aquarium-Fe con 5 L de Medio 9K Mod., semisdlido; y, una vez que
presentaron su crecimiento logaritmico se realizé el repique en (iii) frascos con 0.2 L
de Medio 9K Mod., semisdlido y al momento de presentar su crecimiento logaritmico
se guardaron en tubos tapa rosca de 13x100 con 0.003 L de Medio 9K Mod., sélido.

Una vez aisladas las BOFe se evalu6 su dinAmica de crecimiento en frascos
con 0.3 L de Medio 9K Mod., sélido, a diferentes concentraciones de sulfato ferroso
(solucién A). Ademas, se evaluaron los comportamientos de las BOFe en condiciones
de aerobiosis y microaerofilia, en funcion de la concentracion de Fe*?, en el sistema

Aquarium-Fe.
4.5.1. Aislamiento y propagacion de las BOFe

45.1.1. Dinadmica del crecimiento de las BOFe en frascos con 0.3 L de
Medio 9K Mod., semisolido

Se tom6é como referencia la tabla 9, detallada en la
metodologia para la valorizacion del crecimiento bacteriano. Se

poseen los siguientes resultados:
45.1.1.1. Muestras provenientes de Pastoruri

En la tabla 12 se observa la dinamica de crecimiento
bacteriano de los 14 puntos provenientes de Pastoruri en Medio
9K Mod., a pH 3y 4. Al dia 33 el crecimiento del punto PO1 al P09
es de alto a notable, sin embargo, a partir del punto P10 al P14 no
existe crecimiento de las BOFe, a excepcion del punto P11 a pH

4 que presenta un crecimiento en fase inicial.
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Tabla 12. Dinamica de crecimiento delas BOFe de Pastoruri en

33 dias.
Puntos de | Codigo de Dia
muestreo cultivo 1 9 12 19 23 33
POL PO1_pH3 | (5) ) ) (+2) | (+3) | (+4)
PO1_pH4 | () (-) () (+2) | (+3) | (+4)
P02 PO2_pH3 | () () ) ) (-1+) | (/%)
P02_pH4 | () (-) ) () () )
P03 PO3_pH3 | () (-) () (+-) | (+) | (+2)
P0O3_pH4 ) ) (-1+) (-1+) (+/-) (+2)
o4 P04_pH3 | () () () () (+2) | (+3)
P04_pH4 ) ) (-/+) (+2) (+2) (+3)
POS PO5_pH3 | () ) () | (+2) | (+2) | (+3)
PO5_pH4 | () () (+-) | () | (+2) | (+3)
P0G PO6_pH3 | () (-) () () () (+2)
P06_pH4 ) ) (-/+) (+/-) (+2) (+3)
o7 PO7_pH3 | () () () () (+-) | (+2)
PO7_pH4 | () (-) () () (+-) | (+3)
PO8 P08_pH3 | () ) ) (+-) | (+3) | (+4)
P08_pH4 | () () () (+-) | (+3) | (+4)
P09 P09_pH3 | () (-) (+-) | () | (+2) | (+3)
PO9_pH4 | (1) | (+/) | (+) (+) | (+2) | (+3)
P10 P10_pH3 | () () () () () ()
P10_pH4 | () () () () () ()
P11 P11 pH3 | () ) ) ) ) ()
PlLpHd | O | O [ &m | eh | 0 [N
P12 P12 pH3 | () () () () () ()
P12 pH4 | () ) ) ) ) ()
P13 P13 pH3 | () () () () () ()
P13 pH4 | () () () ) () ()
P14 P14 pH3 | () () () () () ()
P14_pH4 | () () () () () ()

En la figura 19 se muestra que el crecimiento de las BOFe
se da en la mayoria de los puntos Pastoruri y empiezan a crecer
a partir del dia 12, alcanzando su fase logaritmica del dia 15 al dia
23, tiempo recomendado para realizar los repiques para las
pruebas de eficiencia de remocién de Fe? y para su

almacenamiento.
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Figura 19. Crecimiento de las BOFe provenientes de Pastoruri.

4.5.1.1.2. Muestras provenientes de Mesapata

En la tabla 13 se observa la dindmica de crecimiento de los
5 puntos provenientes de Mesapata en Medio 9K Mod., apH 3y
4. Los resultados muestran que al dia 33 existe crecimiento
notable y/o alto en los puntos M05 (F) y MO1L apH 3y 4;y, en los
puntos M02 y M03 solo existe un crecimiento alto a pH 3, mientras
gue a pH 4 hay un crecimiento bajo y nulo, respectivamente. Por

otro lado, en el punto M04 existe poco crecimiento a pH 3y 4.

Tabla 13. Dinamica de crecimiento de las BOFe de Mesapata en 33

dias.
Pu(;](taos Cobdigo de Dia
muestreo cultivo 1 9 12 19 23 33
MOL MO01_pH3 ) ) (+/-) (+) (+2) (+3)
MO1_pH4 ) ) +) (+2) | (+3) (+4)
MO2 M02_pH3 ) ) ) (+-) | (+2) (+3)
M02_pH4 ) ) ) ) ) )
MO3 MO03_pH3 ) ) ) (-1+) | /) | (#3)
MO03_pH4 ) ) ) (1+) | ) | )
MO4 M04_pH3 ) ) ) (-) -1+) | 1)
MO04_pH4 () (-) () (-) (-1+) | 1)
MO5 (F) MO5 (F)_pH3 | () ) 1) | (+2) | (#3) (+4)
MO5 (F)_pH4 | (-) (-) (-+) | (+2) | (+3) (+4)
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En la figura 20 se observa que al igual que en las muestras
provenientes de Pastoruri, en Mesapata el crecimiento de las BOFe
es a partir del dia 12, alcanzando su fase logaritmica del dia 15 al dia

23. Tiempo en el que se realizé los repiques.

—8— M01_pH3
3.5 e MO1_pH4
3 M02_pH3
) MO02_pH4

2.5
—e— MO03_pH3

2

= MO3_pH4

Valores de crecimiento (unid.)

1.5 —0— M04_pH3
1 —8— M04_pH4
—o— MO05
0.5 (F)_pH3
—0 — M05
0 (F)_pH4
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (dias)

Figura 20. Crecimiento de las BOFe provenientes de Mesapata.

45.1.1.3. Muestras provenientes de Campanayoc

En la tabla 14 se observa la dindAmica de crecimiento del
punto proveniente de Campanayoc, en Medio 9K Mod., a pH 3y
4. Los resultados muestran que al dia 33 existe crecimiento medio
en el cultivo C01 a pH 4 y crecimiento nulo en el cultivo C01 a pH
3.

Tabla 14. Dinamica de crecimiento de las BOFe de
Campanayoc en 33 dias

de Cédigo de

muestreo | cultivo 11| 9 | 12 | 19 | 23 | 33
CO1 _pH3 | (1) | () ) ¢) ) )
COl pH4 | ()| () | (+/) | (+) | () | (+2)

Cco1

En la figura 21 se observa que el crecimiento de las BOFe
es a partir del dia 9, alcanzando su fase logaritmica del dial2 al
dia 23.
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Figura 21. Crecimiento de las BOFe provenientes de Campanayoc.

45.1.2. Dinadamica del crecimiento de los consorcios bacterianos de
hierro repicados en Aquarium-Fe con 5 L de Medio 9K Mod.,
semisoélido.

En la tabla 15 se observa la dinamica de crecimiento del
consorcio de BOFe proveniente de Pastoruri, Mesapata y
Campanayoc, en Medio 9K Mod., a pH 3 y 4. Los resultados
muestran que al dia 33 existe crecimiento notable en el cultivo Aqu_

pH 3y crecimiento alto en el cultivo Aqu_pH 4.

Tabla 15. Dinamica de crecimiento del consorcio de las BOFe en

33 dias
Dia
Punto de Cédigo de
muestreo cultivo 1 9 12 19 23 33
Pastoruri, Aqu _pH3 | () G) | (+-) [ (+2)| (+3) | (+4)
Mesapata y
Campanayoc, | AQUPHA | O | O | ¢+F) | (2] (+3) | (+3)

En la figura 22 se observa que el crecimiento de las BOFe es
a partir del dia 9, alcanzando su fase logaritmica de crecimiento del
dia 12 al dia 23, tiempo en el que se recomienda hacer los repiques

para las pruebas y para su almacenamiento.
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Figura 22. Crecimiento de consorcio de BOFe en Aquarium-Fe,
provenientes de Pastoruri, Mesapata y Campanayoc.

45.1.3. Dinadmica del crecimiento de los consorcios bacterianos de
hierro repicados en frascos con 0.2 L de Medio 9K Mod.,

semisdlido.

Durante la fase logaritmica de crecimiento de las BOFe se
realizé el repique en frascos con 0.2 L de Medio 9K Mod.,
semisolido, al momento de incubar se puso a los frascos con el
medio en forma inclinada con un angulo aproximado de 45° (pico
de flauta). La valorizacion del crecimiento bacteriano se realiz6 en

base a la tabla 9.
4.5.1.3.1. Muestras repicadas provenientes de Pastoruri

En la tabla 16 se observa la dindmica de crecimiento de las
BOFe proveniente de Pastoruri en Medio 9K Mod., apH 3y 4. Los
resultados muestran que al dia 16 existe crecimiento alto en la
mayoria de los cultivos pero en los cultivos P02 y P11 no hubo

crecimiento a pH 3y 4, asi como en el cultivo P03 a pH 3.

Tabla 16. Dinamica de crecimiento de las BOFe de repique de
Pastoruri en 16 dias.

Puntos de Codigo de Dia
muestreo CUI.tIVO
(rep|q ue) 1 5 10 16
b0l PO1b_pH3 () () () (+2)
POl1b_pH4 ) (-1+) (+) (+3)
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P02 P02b_pH3 () () () ()
003 PO3b_pH3 ) ) ) ()
PO3b_pH4 () (I+) | (1) (+3)
P04 PO4b_pH3 () (+/-) (+) (+3)
P04b_pH4 ) (+-) | (+) (+2)
b0S PO5b_pH3 () (+/-) (+) (+3)
PO5b_pH4 ¢) +-) | (+) (+3)
P06 PO6b_pH3 () () (+) (+3)
PO6b_pH4 () () (+/-) (+3)
007 PO7b_pH3 ) (+1-) (+) (+3)
PO7b_pH4 ) (1+) | (+) (+3)
p08 PO8b_pH3 ) (1+) | (+) (+3)
PO8b_pH4 ) (+/-) ) (+3)
09 PO9b_pH3 () (+/-) (+) (+3)
P0O9b_pH4 ) ) (-1+) (-1+)
PO11 P11b_pH4 ) ) ) )

En la figura 23 se observa que el crecimiento de las BOFe
en la mayoria de los cultivos empieza a hacerse visible a partir del
quinto dia, alcanzando su fase logaritmica del dia 8 al dia 16,
tiempo en el que se recomienda hacer los repiques para las

pruebas y para su almacenamiento.

@ P01b_pH3

3 —®— PO1b_pH4
P02b_pH3
PO3b_pH3

—@— P03b_pH4
@ P04b_pH3
—@— P04b_pH4
—@— P0O5b_pH3
—@— PO5b_pH4
—@— P0O6b_pH3
—@— PO6b_pH4
—@— P07b_pH3
PO7b_pH4
POSb_pH3
POSb_pH4
P09b_pH3

@ P09b_pH4

0 2 4 6 8 10 12 14 16 P11b_pH4

2.5

15

Valores de crecimiento (unid.)

—o

Tiempo (dias)

Figura 23. Crecimiento de las BOFe repicadas de Pastoruri.
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4.5.1.3.2. Muestras repicadas provenientes de Mesapata

En la tabla 17 podemos observar la dindAmica de crecimiento
de las BOFe de repigue proveniente de Mesapata en Medio 9K
Mod., a pH 3 y 4. Los resultados muestran que al dia 16 existe
crecimiento en todos los cultivos, siendo de crecimiento alto en su

mayoria.

Tabla 17. Dinamica de crecimiento de las BOFe de repique de
Mesapata en 16 dias.

Puntos de C(Z?Jil?i(\)/:e Dia
muestreo (repique) 1 5 10 16
VOL MO1b_pH3 ) (+1-) (+) (+3)
MO1b_pH4 ) (-1+) (+) (+3)
M02 MO02b_pH4 ) (+1-) (+) (+3)
MO3 MO03b_pH3 () () (-)
M03b_pH4 | () ) (-1+)
MO4 MO4b_pH3 ) ) (-1+)
MO04b_pH4 (-) (+-) (+) (+3)
MOS (F) MO5(F)b_pH3 ) (+1-) (+) (+3)
MO5(F)b_pH4 ) (-1+) (+) (+3)

Al igual que el crecimiento de Pastoruri. En la figura 24 nos
muestra que el crecimiento de las BOFe de repique de Mesapata
se evidencia a partir del quinto dia, alcanzando su fase logaritmica
del dia 8 al dia 16.

—8— MO01b_pH3

T 25

= —@— M01b_pH4
o 2 MO02b_pH4
8

c

2 MO3b_pH3
g 15

S —@— MO03b_pH4
S 1

o @ M04b_pH3
©

3 05 —e— M04_pH4
—

° —e—M05

> 0 (F)b_pH3

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dias)

Figura 24. Crecimiento de las BOFe repicadas de Mesapata.
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4.5.1.3.3. Muestras repicadas provenientes de Campanayoc

En la tabla 18 se observa la dinamica de crecimiento de las
BOFe de repigue proveniente de Campanayoc en Medio 9K Mod.,
a pH 3 y 4. Los resultados muestran que al dia 16 existe
crecimiento alto de las BOFe.

Tabla 18. Dinamica de crecimiento de las BOFe de repique de
Campanayoc en 16 dias.

Punto de Czﬂ:gt:]i?/ode Dla
muestreo (repique) 1 5 10 16
co1 CO01 _pH4 ) (+1-) (+) (+3)

Al igual que el crecimiento de Pastoruri y Mesapata. En la
figura 25 muestra que el crecimiento de las BOFe de repique de
Campanayoc se da a partir del quinto dia, alcanzando su fase
logaritmica del dia 8 al dia 16.

Valores de crecimiento (unid.)
=
[95]

0.5
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dias)
COlb pH4

Figura 25. Crecimiento de las BOFe repicadas de
Campanayoc.

4.5.1.4. Conservacion de cepas de Pastoruri, Mesapata, Campanayoc
y consorcio

Se tienen cepas aisladas de las BOFe: 8 de Pastoruri, 6 de
Mesapata, 1 de Campanayoc y 2 del Consorcio Pastoruri,

Mesapata y Campanayoc, que hace un total de 17. Estan
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conservadas en tubos de 13x100 mm con 0.003 L de Medio 9K

Modificado, sélido.

Tabla 19. Cantidad de cepas aisladas de BOFe en
Medio 9K Mod., sélido.

Lugares Codigo de cepas aisladas de
de muestreo BOFe
PO1lb_pH3/P01lb_pH4
PO3b_pH4

PO4b_pH3/P04b_pH4

PO5b_pH3/P05b_pH4

Pastoruri
P0O6b_pH3/P06b_pH4
PO7b_pH3/PO7b_pH4
P0O8b_pH3/P08b_pH4
P09b_pH3/P09b pH4
MO1b_pH3/M01b_pH4
MO2b_pH3/M02b_pHA4
Mesapata MO3b_pH3/M03b_pH4
MO04b_pH3/M04b_pHA4
MO5(F)b_pH3/MO5(F)b_pH4
MO5(F) pH4
Campanayoc CO0lb _pH4
Consorcio
(Pastoruri, Aq_pH3
Mesapata y
Campanayoc) Ag-green _pH3
Tofcal, 17
cultivos

4.5.2. Evaluacion de la capacidad oxidante de los consorcios bacterianos de

hierroapH 3y pH 4

Una vez aisladas y propagadas las BOFe se evalu6 su dinamica de

crecimiento en frascos con 0.3 L de Medio 9K Modificado sélido, a diferentes

concentraciones de sulfato ferroso (solucién A), para ello se tomd el consorcio

bacteriano a Ag_pHS3.

45.2.1.

Dinamica de crecimiento de BOFe en Medio 9K Modificado a

diferentes concentraciones de sulfato ferroso (FeSO.)

En la tabla 20, los resultados muestran que al dia 19 hubo

crecimiento en todos los cultivos. Ademas, se observa que por

debajo de una concentracion de 5 g/L de sulfato ferroso en el

medio, se da poco y muy poco crecimiento de las BOFe, mientras

© ®9®
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gque valores mayores e iguales a 5 g/L permite un crecimiento
bacteriano de medio a alto. Asi mismo, hay una ligera preferencia

por el medio a pH 3.

Tabla 20. Crecimiento de consorcios de BOFe a diferentes
concentraciones de FeSOs4 a pH 3y pH 4.

Puntos de tgtg:ﬁi%r?g Dia
muestreo ([Fe] g/L) 1 4 8 13 19
0.25_pH3 | () ) ) () |G
0.25_pH4 | () ) ) () | (&)
0.5_pH3 ) ) ) () [CH)
Fe-Aquarium 0.5_pH4 ) ) ) () [CH)
con consorcio | 1.0_pH3 | (-) ) ) (-1+) | ()
deinoculo | 10 pH4 | ) | O | O | O |64
(Pastoruri,

Mesapatay | 2-0_PH3 | () () +) | () |(#2)
Campanayoc) | 50 pH4 | (-) ) +) | (+) [+1.9)
apH3 00pH3 | O | O | @ | @) (@23
10.0_pH4 | (-) () (+-) | (v) [+2.1)
20.0 pH3 | () ) +-) | () (#3.0)
20.0_pH4 ) ) (+/-) +) |[(+2.5

Se puede observar en la figura 26 que a partir del octavo dia
empieza a crecer las BOFe, alcanzando su fase de crecimiento

logaritmico entre los dias 10 al 19.

#—20.0 g/L_pH3
©—20.0 g/L_pH4

- —#—0.25 g/L_pH3
— 3 g —0—0.25g/L_pH4
'g *+—0.5g/L_pH3
Y 2.5 : 0—0.5g/L_pH4
_g 5 #-1.0g/L_pH3
g 0—1.0g/L_pH4
S 15 +—5.0 g/L_pH3
3 O—5.0g/L_pH4
g 1 —%—10.0 g/L_pH3
;?, 05 -/ o —0—10.0 g/L_pH4

(-;//5
15

+
0 .H/O —

0 5 10
Tiempo (dias)

20

Figura 26. Crecimiento de las BOFe a diferentes concentraciones de
FeSOsapH 3y 4.
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4.5.2.2.

45.22.1.

Comportamiento de las BOFe en condiciones de aerobiosis y
microaerofilia, en funcién a la concentracién de Fe*? (100, 200,

400, 600 y 800 mg/L), en el sistema Aquarium-Fe.

En todos los tratamientos el primer dia de instalado el DAM
(100 mg/L) por duplicado, se prendié velas a una de ellas para
mantener el sistema en condiciones de microaerofilia y a la otra no,

para mantenerla en condiciones de aerobiosis.

Asi mismo, en las dos primeras semanas de inoculado el
consorcio de BOFe no se presencié cambio en la concentracion de
Fe*2, después de este tiempo se le afiadié medio amonio (1.7%) en
funcibn a la cantidad indicada en el protocolo del Medio 9K
Modificado para el adecuado crecimiento de las BOFe.

Aquarium-Fe con DAM (100, 200, 400, 600 y 800 mg/L de Fe*?)
en condiciones de aerobiosis

En la figura 27, se observa que a partir de dos semanas de
instalado los sistemas Aquarium-Fe, la concentracién de Fe*? va

disminuyendo en el tiempo.

Concentracion de Fe*2 (mg/L)

0,
800 A 0%
0%
600 X
0% 9
400 & S0% )
63% NAS 50%
50% 69% X—— 2%
0% . 25% | 56% X0% 44%
200 © ‘0 35% & ’ 80% ¢
0% ? 78%
O O s b TS j
\ K o 00%0g0,100%
0 98 98%n 98§y 100% 98%6 ©98%
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tiempo (dias)
—A—T800  —X—T600 ©—T400 O T200 O T100

© ®9®

Figura 27. Sistemas Aquarium-Fe en condiciones de aerobiosis.

El tratamiento T100 (100 mg/L de Fe), tuvo una eficiencia de

remocion de Fe*? inicial del 98%, el cual se mantuvo hasta el dia
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49, durante el tratamiento se observd el crecimiento Optimo de
algas verdes (cholorophyta) y el pH inicial que fue de 3 se elevo
hasta 7.9. En el tratamiento T200 (200 mg/L de Fe*?), se observa
una remocion de Fe*?inicial del 75%, al dia 25 la remocion de Fe*?
es del 99%, manteniendo ese valor hasta el dia 49, también se dio
el crecimiento de hongos y algas verdes (cholorophyta); el pH

inicial de 3 se elevo a 5.

En el tratamiento T400 (400 mg/L de Fe*?), se observa que
al dia 15 la eficiencia de remocién de Fe*? fue del 25% vy al dia 41
la eficiencia lleg6 hasta el 75%, sin embargo al dia 49 la eficiencia
de remocioén baj6 al 44%, ademas se observo el crecimiento de
algas verdes (cholorophyta), hongos y BOFe; el pH inicial de 3
aumento6 a 4. Por otro lado, tanto para el tratamiento T600 (200
mg/L de Fe*?) y T800 (800 mg/L de Fe*?), se observa una
eficiencia de remocion de Fe*2del 50%, al dia 41 el T800 muestra
una eficiencia de remocion de hierro del 80% y el T600 posee
47%, sin embargo al dia 49 la eficiencia bajé ligeramente. Se
observé menor crecimiento de cholorophyta y hongos en T600 y
ninguno en T800, pero las BOFe tuvieron mayor crecimiento en
T800. En ambos tratamientos el pH inicial de 2.6 se mantiene en

el tiempo.

4.5.2.2.2. Aquarium-Fe con DAM (100, 200, 400, 600 y 800 mg/L de Fe*?)

en condiciones de microaerofilia

En la figura 28 se observa que a partir de dos semanas de
instalado los sistemas Aquarium-Fe, la concentracién de hierro

ferroso va disminuyendo en el tiempo.

El tratamiento T100 (100 mg/L de Fe*?), tuvo una eficiencia
de remocion de Fe*? inicial del 98%, el cual se mantuvo hasta el
dia 49, durante el tratamiento se observoé el crecimiento éptimo de
algas verdes (cholorophyta) y el pH inicial de 3 se elevé hasta 8.
En el tratamiento T200 (200 mg/L de Fe), se observa una
remociéon de Fe*? inicial del 75%, al dia 25 se observa una

remocion de Fe*? del 99%, el cual se mantiene hasta el dia 49,
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también se observd el crecimiento de hongos y algas verdes

(cholorophyta); el pH inicial de 3 se elev6 a 5.5.
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Figura 28. Sistemas Aquarium-Fe en condiciones de microaerofilia.

En el tratamiento T400 (400 mg/L de Fe*?), se observa que
al dia 15 la eficiencia de remocién de Fe*? fue del 65% y al dia 41
lleg6 hasta el 70%, sin embargo al dia 49 la eficiencia de remocién
bajo al 63%, ademas en el sistema se observé crecimiento de
algas verdes (cholorophyta), hongos y BOFe; vy, el pH inicial de 3
aument6 a 4. Por otra parte, el tratamiento T600 (600 mg/L de
Fe*?) tuvo una eficiencia de remocién de Fe*? del 50% al dia 15,
al dia 41 se tuvo una eficiencia del 67%, en cambio el T800 (600
mg/L de Fe*?) tuvo una eficiencia de remocion de Fe*? del 69% y
al dia 41 fue de 85%, sin embargo tanto para T600 y T800 al dia
49 la eficiencia disminuyé a 63% y 80%, respectivamente.
Ademas, se observo menor crecimiento de cholorophyta y hongos
en T600 y ninguno en T800, pero las BOFe crecieron bastante
bien. En ambos tratamientos el pH inicial de 2.6 se mantuvo en el
tiempo.
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45.2.3. Dinamica de crecimiento de las BOFe en los Aquarium-Fe con

DAM a diferentes concentraciones de Fe*?,

En la figura 29 los resultados muestran que al dia 49 no hubo
crecimiento en el T100 y hubo crecimiento bajo en T200. Ademas,
se observa que hay una relacién directamente proporcional entre el
crecimiento de las BOFe y concentraciones elevadas de Fe*?,
puesto que a una concentraciones de 800 mg/L y 600 mg/L se tuvo
crecimientos notables y altos, respectivamente. Mientras que a
valores de 400 mg/L los crecimientos fueron medios. Asi mismo los
sistemas Aquarium-Fe en condiciones de microarofilia presentaron

mayor crecimiento bacteriano que en condiciones de aerobiosis.
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5
—#—T100 M

(unid.

—O—T200 A

N~
"

—O—T200 M
—0O—T400 A
—0—T400 M

=
n

—O—T600 A
—O—T600 M

Valores de crecimiento

—4A—T800 A

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
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Figura 29. Crecimiento de las BOFe en los Aquarium-Fe con DAM
a diferentes concentraciones de Fe*? y en condiciones
de aerobiosis y microaerofilia.

4.5.2.4. Dinamica de crecimiento de las BOFe provenientes de los

sistemas Aquarium-Fe, en Medio 9K Mod., semisélido.

Una vez que se estabilizaron los Aquarium-Fe, se tomaron
muestras de las BOFe en Medio 9K Mod., semisolido. En la figura
30 los resultados muestran que al dia 19 existe una relacién
directamente proporcional entre el crecimiento bacteriano y los
BOFe provenientes de sistemas Aquarium-Fe con mayor
concentracion de Fe*?, puesto que a valores por encima de 400

mg/L. se muestran crecimientos notables a altos y valores por
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debajo de 400 mg/L, muestran crecimientos bajos y nulos. Por otra
parte los BOFe provenientes de los sistemas en condiciones de

microaerofilia poseen un ligero crecimiento mayor.

4
—O—T100 A
35 —A—T100 M
o
g 3 O T200 A
=
o A-—T200 M
25
g —O—T400 A
3 2 —A—T400 M
o
Q15 —0—T600 A
(%]
S —A—T600 M
s ! Al
= —@—T800 A
0.5
A —A—T800M
0 X A
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Figura 30. Crecimiento de las BOFe provenientes de los Aquarium-
Fe, en Medio 9K Mod., semisdlido
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CAPITULO V

DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. pH 6éptimo paralaremocién de Fe*? del DAM

Los resultados obtenidos de la modificacion del pH del DAM con NaOH (0.1N,
1N, 10N) para la remocion de hierro, mostraron que existe una relacion directamente
proporcional entre el pH y la precipitacion de Fe*?, ya que, después de 24 horas la
precipitacion comenz6 a partir de un pH final de 2.50 y a pH mayores de 4.52 se
presentd una mayor formacion de precipitado, puesto que al afiadir una sustancia
alcalina para elevar los niveles de pH este forma hidroxidos metalicos insolubles y
causa su precipitacion (Skousen et al., 1998). Algunos de los hidroxidos metalicos
que podrian haberse formado son el hidroxido férrico (Fe(OH)s, el arseniato férrico
simple (FeAsQ,) e), o arseniato férrico basico (FeAsO.-xFe(OH)3), dependiendo de
las relaciones molares As/Fe (Lawrence & Higgs, 1999), también se formarian
precipitados de aluminio en un rango de pH de 4.0 a 5.5 (Balintova & Petrilakova,
2011) y de acuerdo a Sheremata y Kuyucak (1996), citado en Balintova y Petrilakova
(2011), precipitados de zinc en un rango de pH entre 5.5 y 7.0. Ademas, en los
resultados se observa fluctuaciones de volumen de precipitado a pH mas alcalinos,
ello puede deberse a que ciertos hidroxidos como el Al(OH); se vuelven a disolver a

soluciones mas alcalinas (Crittenden & Montgomery, 2012).

Los resultados también demuestran que la alcalinizacion del pH es
inversamente proporcional a la concentraciéon de Fe*?, y a valores superiores de pH
4.52 se presentaron concentraciones de Fe*? por debajo de 2 mg/L alcanzando una
eficiencia de remocién de Fe™ de hasta 99.9%. Crittenden y Montgomery (2012),
mencionan que el Fe*? precipita a partir de un pH 4.5. Por otro lado, estudios
realizados por Balintova y Petrilakova (2011) muestran que la precipitacién del Fe*?
empieza a pH 3.5y a un pH de 4.05 se llega a una eficiencia de remocion del 97.16%.

Asi mismo Wei et al. (2005) obtuvo una eficiencia de remocion del 98.6% en un rango

@ ®0 Repositorio Institucional - UNASAM - Pera


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/arsenate

de pH entre 3.5 y 4.0, usando NaOH como base para modificar el pH. Montesinos
(2019), optd por neutralizar el drenaje acido hasta pH 6.0 para retirar las fases sélidas

del Fe y Al formadas, porque a pH mas alcalinos estos resolubilizarian.

Los parametros fisicoquimicos (pH, EC, TDS), no presentaron cambios muy
perceptibles antes y durante la modificacion del pH, aunque el pH se vio acidificada
en el tiempo, esto podria deberse al consumo del NaOH (0.1N, 1N, 10N) y a la
produccién de acidez por la oxidacién del S presente en el DAM (Crittenden &
Montgomery, 2012; Aduvire, 2006). En los casos de EC y TDS llegaron a poseer
valores superiores a 3999 uS/cm y 2000 ppm; respectivamente, durante todo el
tratamiento, esto pudo deberse a las cantidades elevadas de otros metales presentes
(As, Zn, Mn, AL, etc.) que no llegaron a precipitar.

De acuerdo a los a los resultados obtenidos en la investigacion, el pH 6ptimo
para la remocién de hierro varia entre 4.52 y 5.61, poseyendo eficiencias de remocion
de hierro de 94.6% y 99.9%; respectivamente; ademas, dentro de ese rango se formé
menos cantidad de precipitado y se consumié menor cantidad de NaOH que a

tratamientos mas alcalinos.
5.2. Tiempo de oxigenacién (O2) 6ptimo para laremocion de Fe? del DAM

De acuerdo a los resultados de la inyeccion de oxigeno (1 L/min) para la
remocion de hierro soluble del DAM se tiene que; la oxigenacion al DAM original (pH
2.32) no modifico los parametros fisicoquimicos (pH, EC y TDS), tampoco produjo
formacion de precipitados; en consecuencia, no hubo remocién de Fe*? y mucho
menos eficiencia de remocion de Fe*?. Esto pasé debido a que la eficacia de la
inyeccién de oxigeno para oxidar Fe*? es dependiente del pH; ya que, la oxidacién
inorganica es lenta por debajo de aproximadamente 5; de acuerdo a ello, para la
remocion de Fe*?por oxigenacion usualmente se combina con un tratamiento quimico

gue permita neutralizar el drenaje acido (Skousen et al., 1998).

De los resultados a DAM pH 4.0 se determind que el tiempo 6ptimo de inyeccion
de oxigeno se encuentran entre la 0.5y 1 hora; puesto que, a esos tiempos se poseen
las eficiencias méas altas de remocion de Fe*?, siendo 22.92% y 29.17%,
respectivamente, después de la primera hora, la eficiencia disminuye
progresivamente. En base a ello, se observa que a mayor tiempo de contacto del

oxigeno con el DAM, el Fe resolubiliza, esto puede deberse a que el oxigeno
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inyectado oxid6 al S remanente y este fue formando acidez permitiendo que el Fe

precipitado se vuelva nuevamente soluble (Aduvire, 2006).

Los resultados del DAM pH 5.5 determinaron que el tiempo 6ptimo de inyeccion
de oxigeno se encuentra entre la 1.0 y 1.5 horas, debido a que estos tiempos poseen
las mas altas eficiencias de remocion de Fe*™?, siendo 65.0% y 80.8%,
respectivamente, luego de ese tiempo la eficiencia disminuyd progresivamente.
Fuentes (2013) tuvo como resultado que la mayor eficiencia de la oxidacion de hierro
ferroso en drenaje acido a pH 7.3 se dio en la segunda hora de aireacion, y después
de este tiempo esta se volvio lenta. En su trabajo usé caudales de 9.2 (L/min) con
una remocion del 66.72% y caudal de 3.7 (L/min) con una remocion del 51.14% a las
dos horas de aireacién, después de ese tiempo la eficiencia disminuy6. Se debe tener
en cuenta que en la aireacion se posee menos porcentaje de oxigeno que en la
oxigenacion directa, y en algunos casos solo la aireacion es suficiente cuando el
drenaje esté cercano al pH alcalino (Skousen et al., 1998), posiblemente por ello los
tiempos 6ptimos obtenidos en la investigacién son menores que los obtenidos por
Fuentes (2013).

Por otra parte, tanto a DAM pH 4.0 como a DAM pH 5.5, los precipitados
disminuyen respecto a las 0 horas, Hou et al. (2020) menciona que algunos
precipitados metdlicos formados previamente en el DAM (Al (OH)s) pueden llegar a
resolubilizarse, de modo que disminuye el volumen de precipitado formado. Ademas,
los parametros fisicoquimico medidos como el pH, EC y TDS, no presentaron
cambios muy perceptibles antes y durante la inyeccion de oxigeno, aunque el pH se
vio acidificada en el tiempo, esto puede deberse al consumo del neutralizante quimico
(NaOH ) afiadido en el DAM (Crittenden & Montgomery, 2012) y a la generacién del
acido. En caso de EC y TDS llegaron a poseer valores superiores a 3999 uS/cm y
2000 ppm, respectivamente, durante todo el tratamiento, esto pudo deberse a las
cantidades elevadas de otros metales presentes en el DAM que no llegaron a
precipitar (ANEXO 3: Informe de ensayo N° 160760 - 2022 S.A.G.).

En base a los resultados obtenidos de la oxigenacion del DAM, se observa en
términos generales, una menor eficiencia de remocion de Fe*? a pH 4.0 (22.92% y
29.17%) que a pH 5.5 (65.0% y 80.8%), puesto que la oxidacion inorganica es lenta
por debajo de aproximadamente pH 5 (Skousen et al., 1998), y a valores de pH mas
alcalinos el oxigeno disuelto provoca mayor oxidaciéon del Fe*? (Crittenden &

Montgomery, 2012). Comparando ambos resultados, la sinergia entre el pH y tiempo
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de oxigenacion, el éptimo para la remociéon de Fe*? se encuentra entre la 1y 1.5

horas con un pH final de 5.5.
5.3. Tiempo de ozonizaciéon (Oz) 6ptimo para laremociéon de Fe*?del DAM

De acuerdo a los resultados de la inyeccién de ozono (2.15 L/min) para la
remocién de Fe*2. La ozonizacion del DAM original (pH 2.35) no produjo la variacion
de los pardmetros fisicoquimicos (pH, EC y TDS), tampoco la formacién de
precipitados ni disminucién en la concentracion de Fe*? y mucho menos eficiencias
de remociéon de Fe'2. El ozono es un oxidante quimico muy potente y es
recomendado para la remocién rapida de metales disueltos como el Fe*?, Mn*2, S2,
NHs, etc, (Rodriguez Vidal, 2003; Ricaurte, 2006). Sin embargo, en la investigacion
se demostré que el ozono es dependiente del pH; puesto que, a pHs muy acidos no
llega a precipitar al Fe*?; entonces, el tratamiento debe estar acompafiado de una

alcalinizacion del drenaje acido.

Los resultados del DAM pH 4.0 determinaron que el tiempo 6ptimo de inyeccion
de o0zono se encuentra entre 3.0 y 5.0 minutos, puesto que, esos tiempos de contacto
poseen las eficiencias mas altas de remocion de Fe*?, siendo 28.0 % y 36.0%,
respectivamente. A partir de los 5.0 minutos la eficiencia disminuye progresivamente,
su causa se deberia a la oxidacion del S por el ozono (Rodriguez Vidal, 2003), dando
como resultado la formacién de acidez por el acido sulfarico generado, el cual

promueve la resolubilizaciéon del Fe*® formado (Crittenden & Montgomery, 2012).

Para el caso del DAM pH 5.5 los resultados mostraron que la mayor eficiencia
de remocién de Fe'? se da entre los 5 y 7 minutos, con 71.3 % y 72.0%;
respectivamente, a partir de alli la eficiencia va disminuyendo progresivamente,
debido a que el ozono es un oxidante potente y genera acidez por la oxidacién de
azufre remanente que puede llegar a formar acido sulfarico. Asi mismo los tiempos
Optimos son mas cortos comparado con la oxigenacién; porque, el ozono es muy
volatil y poco soluble en el agua por lo que se lo utiliza en pequefios periodos de
tiempo en minutos y en el caso del Fe*?, Mn*? y compuestos de As, la oxidacion

ocurre mucho mas rapido (Ricaurte 2006).

Asi mismo, tanto a DAM pH 4.0 como a DAM pH 5.5, los precipitados
disminuyeron respecto a las 0 horas. Se observl, que a pesar de que bajo la
precipitacion también bajé la concentracion de Fe*?, ya que en el DAM no solo se

encuentran el Fe sino también metales como el As, Mn, Zn, Al, etc. (ANEXO 3:
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Informe de ensayo N° 160760 - 2022 S.A.G.), estos metales pudieron precipitar al
principio en forma de hidréxidos y después resolubilizaron a medida que se inyectaba
el ozono. (Crittenden & Montgomery, 2012). Por otra parte y de manera similar que
en la inyeccion de oxigeno, los parametros fisicoquimico medidos como el pH, EC,
TDS, no presentaron cambios muy perceptibles antes y durante la inyeccién de
oxigeno, aunque el pH se vio acidificada en el tiempo, esto puede deberse al
consumo del NaOH (1IN, 10N) afiadido en el DAM y a la formacion de

acidez(Crittenden & Montgomery, 2012).

En base a los resultados obtenidos de la ozonizacion del DAM, se observa en
términos generales que existe una menor eficiencia de remocién de Fe*? a pH 4.0
(28.0 % y 36.0%) que a pH 5.5 (71.3 % y 72.0%), esto puede deberse a que la
descomposicion del ozono en el agua esta afectada por el pH inicial de la solucion,
debido a que se van formando radicales OH cuando el ozono se descompone a
valores altos de pH y estos radicales tienen un alto poder oxidante (De Souza et al.,
2010). Comparando ambos resultados, la sinergia entre el pH y tiempos de
ozonizacion éptimos para la remocioén de Fe*? se da entre las 5.0 y 7.0 minutos con
un pH final de 5.50.

5.4. Aislamiento, propagacién y evaluacion de la capacidad oxidante de las

bacterias oxidadoras de hierroapH3y 4
5.4.1. Aislamiento y propagacion de las BOFe

Las BOFe provenientes de Pastoruri sembradas en Medio 9K Mod., a
pH 3 y 4, mostraron en su mayoria crecimiento alto en los 9 primeros puntos
y sobre todo las tomadas de los TIFs. Las zonas de muestreo presentaron
drenajes acidos con mayor concentracion de Fe*? (16-35 mg/L) y pH acidos
(2.96-5.57). Por otra parte, desde el punto 10 al 14 las BOFe no presentaron
crecimiento alguno, las muestras tomadas de estos puntos fueron sedimentos
de humedales naturales y presentaron menor concentracion de Fe*? (0.2-
4mg/L) y pH menos acido (5.78 - 6.21). De manera similar Sheng et al. (2017)
recolectd las BOFe de sedimentos y TIFs de drenajes con concentraciones
de Fe™ entre 92.3 y 114 mg/L y pH entre 2.89 y 3.37, las bacterias
recolectadas tuvieron muy buen crecimiento en los biorreactores y
presentaron altas tasas de oxidacion en condiciones de pH bajo y altas

concentraciones de Fe*?.
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Las BOFe provenientes de Mesapata sembradas en Medio 9K Mod., a
pH 3 y 4 mostraron un crecimiento alto en los 5 puntos de muestreo, las
muestras tomadas fueron sedimentos, TIFsy precipitados de hierro; las zonas
de muestreo presentaron drenajes con una concentracion de 800 mg/L de
Fe*2y 2.56 de pH. De acuerdo a Aziz et al. (2020) las BOFe crecen en grupos
0 esteras grandes y existen una gran diversidad de ellas, cada una con cierta
afinidad al hierro ferroso, temperatura y pH 6ptimo (Sandstrom & Mattsson,
2001); y, Blight y Ralph (2008) menciona que las BOFe tienden a crecer mejor

en ambientes con mayor Fe*2.

Las BOFe provenientes de Campanayoc sembradas en Medio 9K Mod.,
mostraron crecimiento alto solo a pH 4. Las muestras tomadas fueron
precipitados de hierro y se encontraron en drenajes con altas concentraciones
de Fe*? y a un pH de 4.45; por lo tanto, al sembrarse en un pH similar al
encontrado tuvo més oportunidades de crecer (Perez, 2016). Por otra parte el
crecimiento del consorcio de BOFe proveniente de Pastoruri, Mesapata y
Campanayoc, en Medio 9K Mod., a pH 3y 4, tuvieron un crecimiento notable
a pH 3 y alto a pH 4, debido a que un consorcio (cultivo mixto) tiene mas
posibilidades de un crecimiento éptimo (Rowe & Johnson, 2008) y mas aun si
se encuentran a pHs muy acidos (mayor concentracion de Fe*?) (Sheng et al.,
2017).

El crecimiento bacteriano de los puntos muestreados (Pastoruri,
Mesapata, Campanayoc y consorcios) en los frascos con 0.3 L de Medio 9K
Mod., se evidenciaron a partir del dia 12, alcanzando su fase logaritmica de
crecimiento del dia 15 al dia 23, este tiempo es similar al obtenido por Perez
(2016) durante el aislamiento de las BOFe, ella observé el crecimiento
bacteriano entre los dias 14 y 25. Para el caso de los repiques (0.2 L de Medio
9K Mod.) se observé un crecimiento en menor tiempo, a partir del dia 5,
alcanzando su fase logaritmica del dia 8 al 16, esto podria explicarse por la
capacidad de las bacterias a superar la fase de adaptacion o fase Lag, donde
su metabolismo se lleg6 a adaptar a las nuevas condiciones ambientales del

Medio 9K Modificado; por lo que, crecieron en menor tiempo (Perez, 2016).

Las cepas de las BOFe conservadas a pH 3 y 4 fueron: 8 de Pastoruri,
6 de Mesapata, 1 de Campanayoc y 2 del consorcio Pastoruri, Mesapata y

Campanayoc, haciendo un total de 17. Las bacterias conservadas que
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podrian estar presentes son los Acidithiobacillus ferroxidans, debido a que
oxidan el Fe*?a pH < 3.5y en la interfaz andxica-oxica (microaerofilica) (Liang
et al.,, 1993). Otras bacterias que puede estar presentes son del genero
Leptospitillum, que son consideradas aerobias estrictas y crecen en un rango
de 1.5 a 4 de pH (Hallberg, 2003, citado en Arias et al., 2012, p. 60). En
general existen una diversidad considerable de BOFe, cada uno con
diferentes afinidades por el hierro ferroso, temperatura y pH Optimo,
etc.(Sandstrom & Mattsson, 2001); ademas, la via de oxidacién microbiana
de Fe*2 aun no se haidentificado para todos los oxidantes de hierro (Bonnefoy
& Holmes, 2012; llbert & Bonnefoy, 2013).

Asi mismo, Rowe y Johnson (2008), mencionan que se ha llegado a
descubrir una nueva cepa bacteriana aislada del Ferrovum, el cual tuvo una
de las tasas de oxidacion mas altas en comparacion con el At. ferrooxidans,
bajo condiciones similares. Por lo tanto, nuevas bacterias oxidantes del hierro
podrian tener un mayor potencial para la remediacion del DAM que el
conocido At. ferrooxidans, de acuerdo a ello se tendria en cuenta que en las
cepas conservadas en la investigacién podria haber microorganismos mas

eficientes que las BOFe conocidas.

5.4.2. Evaluacion de la capacidad oxidante de los consorcios bacterianos de

hierroapH 3y pH 4

Los resultados de la dinamica de crecimiento de BOFe (consorcio) en
Medio 9K Mod., a diferentes concentraciones de sulfato ferroso (FeSO.)
mostraron que por debajo de una concentracién de 5 g/L de FeSO,en el
medio, se da poco y muy poco crecimiento de las BOFe, mientras que a
valores mayores e iguales a 5 g/L permitieron un crecimiento bacteriano de
medio a alto. Quatrini et al. (2007), Blight y Ralph (2008) y Gyllenberg (1971)
exponen que los medios de cultivo para los procariotas acidofilicos necesitan
contener preferentemente sales de sulfato ferroso; es decir, altas
concentraciones de Fe*2. Asi mismo, Blight y Ralph (2008), mencionaron que
la concentracion variable del FeSO,, impacta en el crecimiento e inhibicion de
las BOFe; por lo que, se deberia tener en cuenta la importancia de conocer
los efectos limitantes de los nutrientes para el tratamiento biético de drenajes
acidos (Klein et al., 2013; Sandstrdm & Mattsson, 2001). Cabe mencionar,

que las bacterias sembradas a diferentes concentraciones de FeSO.
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crecieron a partir del dia 8, alcanzando su fase de crecimiento logaritmico
entre los dia 10 y 19; puesto que, las bacterias podrian haber llegado a
adaptarse al Medio 9K Mod., (Perez, 2016). Por otro lado las BOFe tuvieron
mayor crecimiento en Medio 9K Mod., a pH 3 que a pH 4; dado que, en el

consorcio inoculado predominaron las bacterias aciddéfilas a pH 3.

De acuerdo a los resultados del comportamiento de las BOFe en los
sistemas Aquarium-Fe con DAM a concentraciones de 100, 200, 400, 600 y
800 mg/L de Fe*? y en condiciones de aerobiosis y microaerofilia, se
observaron que a partir de los 15 dias de instalado el sistema el Fe*?empez6
a disminuir. Cabe recordar, que en cada sistema Aquarium-Fe, se inocularon
0.2 L de consorcio de BOFe (Pastoruri, Mesapata y Campanayoc); porque,
Rowe y Johnson, (2008), indicaron que los cultivos mixtos poseen mas
oportunidades de remociéon de Fe*? que los cultivos puros; ademas, se
afadieron 0.425 L de medio amonio (1.7%); debido a que el nitrégeno es un
nutriente importante para el crecimiento de las BOFe y debe estar en forma
de amonio (Blight & Ralph, 2008, Gyllenberg, 1971; Tuovinen et al., 1979).

Para el caso de los Aquarium-Fe con DAM a concentraciones de 100
mg/L y 200 mg/L de Fe*?, se observaron que llegaron a poseer remociones
muy altas de Fe*? de hasta el 99.9% al dia 49, sin embargo, a pesar de
haberse inoculado las BOFe la reduccion de Fe*? podria no haberse dado por
oxidacion de las BOFe; puesto que, el pH final terminé siendo de 7.9 y 5 para
aerobiosis y 8 y 5.5 para microaerofilia, respectivamente, éstas condiciones
de pH no propician la oxidacién biética sino la abidtica, debido a que a pH
superior a 4.5 el Fe*? se oxida a Fe*® (Crittenden & Montgomery, 2012). El pH
se podria haber elevado por afadir el medio amonio 1.7% a los sistemas
diluidos del DAM. Por otro lado, durante los 49 dias de evaluacion del sistema
se observaron el crecimiento de hongos y algas verdes (cholorophyta), mas
no se formaron biopeliculas de BOFe. Para comprobar esta teoria se tomaron
muestras de los Aquarium (100 mg/L y 200 mg/L) y se sembraron en Medio
9K Mod., los resultados mostraron que no hubo crecimiento de las BOFe
obtenidas de T100 y solo hubo crecimiento medio obtenidas de T200. Esto
puede explicarse que al estar las BOFe en medios con alto contenido de Fe*?
(Medio 9K Mod.), y al inocularlas en medios poco favorables, podrian llegan

a perecer, por lo que antes de inocularlas en estos sistemas se recomendaria
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realizar un acondicionamiento progresivo de ellas a condiciones bajas de Fe*?
(Blight & Ralph, 2008)-

Para el caso de los sistemas Aquarium-Fe con DAM a 400 mg/L y 600
mg/L de Fe*?, llegaron a tener eficiencias muy altas de remocién de Fe*2. Al
dia 49 el T400 en condiciones de aerobiosis llegd a tener 44% de eficiencia
de remocién de Fe*? y en condiciones de microaerofilia a 63%. Para el caso
de T600, a condiciones de aerobiosis llegé hasta un 50% de remocién de Fe*?
y en condiciones de microaerofilia a 63%. En ambos casos se observaron que
existen mayor eficiencias de remocién de Fe*™ en condiciones de
microaerofilia (con vela), puesto que la oxidacién del hierro ferroso por BOFe
(por ejemplo, Acidithiobacillus ferroxidans) ocurre en la interfaz andxica-oxica
(microaerofilica) (Liang et al., 1993). Ademas, Stumm y Morgan (1981)
mencionan que el CO; es un nutriente esencial para las BOFe y que llega a
ser un compuesto limitante para su crecimiento. Por otra parte, durante los 49
dias el pH de los sistemas T400 varié de 3 a4y para los T600 no vari6 (2.56),
lo que propicié condiciones 6ptimas de desarrollo de las BOFe (Marin, 2019).
En el tiempo de evaluacion de los sistemas Aquarium-Fe, se observaron el
crecimiento de hongos y algas verdes (cholorophyta) pero en menor cantidad
que enlos T100y T200, ademas, se formaron biopeliculas de BOFe y fl6culos
de hierro. Por otra parte, los resultados de las muestras sembradas de cada
sistema Aquarium-Fe (400 mg/L y 600 mg/L) en Medio 9K Mod., mostraron
un crecimiento alto al dia 19, corroborando la presencia de BOFe en los

sistemas.

Para el caso de los sistemas Aquarium-Fe con DAM a 800 mg/L de Fe*2.
Al dia 49 se observaron que en condiciones de aerobiosis llegd a un 78 % de
remocién de Fe*? y en condiciones de microaerofilia llegé a un 80%, aqui se
ve influencia del CO, administrado. El pH inicial de 2.56 se encuentra
invariable durante los 49 dias, brindando condiciones Gptimas de crecimiento
bacteriano (Marin, 2019). El crecimiento de las BOFe en los sistemas
Aquarium-Fe durante los dias fue muy perceptible (formacién de biopeliculas),
por otra parte no se observl crecimiento de hongos ni de algas verdes
cholorophyta, como si se habia visto a concentraciones menores. Por otro
lado, los resultados de las muestras sembradas de los sistemas Aquarium-
Fe, mostraron un crecimiento notable a los 19 dias, corroborando que las

BOFe, crecieron en el sistema. Las investigaciones de Sheng et al. (2017)
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mostraron que la maxima remocién de Fe*? superaba el 70% y ocurrieron en
un rango de pH entre 2.9 y 3.3. Asi mismo, los resultados apuntaron como
una alternativa Optima a los biorreactores enriquecidos con microbios

acidoéfilos que oxidan Fe*? para el tratamiento del DAM.

5.5. Determinacién de la eficiencia de la sinergia del pH, oxigeno, ozono y las

bacterias oxidadoras de hierro en laremocion de Fe*?

De acuerdo a los resultados obtenidos, los tratamientos abidticos (pH,
oxigenacion y ozonizacion) estan en funcion del pH del DAM a tratar; puesto que, a
pH iniciales inferiores de 3.0 no se produjo la oxidacion de Fe*? por oxigenacion ni
por ozonizacion. A pH finales mayores de 4.0 si se produjeron la oxidacion de Fe*?,
pero con eficiencias de remocién no tan altas, a medida que el pH es mas neutro o
alcalino, mayor es la eficiencia de remocién por oxigenacion y ozonizacion (De Souza
et al,, 2010; Skousen et al., 1998). De esta manera, existe una accion conjunta
(sinergia) del pH con el O, y O3 para la remocién de Fe*? del DAM.

Para el caso del tratamiento abiodtico con las BOFe, se observd que las
bacterias crecen mejor en ambientes &cidos y en concentraciones altas de Fe*?; por
lo que, existe una sinergia de las BOFe con el pH acido, debido a que a pHs mas
acidos mayor es la concentracién de Fe*2. No habria sinergia entre la las BOFe con
el oxigeno inyectado, debido a que las BOFe son microaerofilicos; crecen en la parte
anoxica-Oxica en el drenaje con contenido de oxigeno disuelto de menos de 10%
(Liang et al., 1993), ademas en lugar de O necesitan mas al CO, gaseoso (Stumm
& Morgan, 1981). Por otra parte, la sinergia entre las BOFe y el ozono inyectado, no
es posible; puesto que el ozono al tener un alto poder oxidante y al ser usado como
desinfectante podria llegar a matar a las BOFe (como At. ferrooxidans y Ferrovum

myxofaciens) (Ricaurte, 2006).

Es posible optimizar la remocién de hierro (Fe*?) del DAM del PAM de Mesapata
con tratamientos abidticos (pH, Oz y Ogz) y tratamientos biéticos (BOFe), teniendo en
cuenta la sinergia con el pH. El tratamiento mas 6ptimo entre todas ellas se debe de
elegir en funcion a los altos costos de la demanda de quimicos e instalaciones
requeridas para el proceso, mano de obra que menudo se extiende durante décadas
(Johnson & Hallberg, 2005; Skousen et al., 2000 ; Skousen et al., 2019). En base a
todos los resultados, el tratamiento bidtico (BOFe) llegaria a ser un método muy

prometedor para ser aplicado in situ (Sheng et al., 2017).
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

¢ Laformacion de precipitado es directamente proporcional a la variacion del pH
y la concentraciéon de Fe*? y a la eficiencia de remocién de Fe*? son
inversamente proporcional a la variacion del pH. El pH 6ptimo para la remocion
de hierro ferroso varia entre 4.52 y 5.61, poseyendo eficiencias de remocion de
hierro de 94.6% y 99.9%, respectivamente; y, dentro de ese rango hubo menor

consumo de NaOH que a tratamientos mas alcalinos.

e La oxigenacioén (1 L/min) y ozonizacién (2.15 L/min) al DAM original (pH 2.32-
2.35) no modificaron los parametros fisicoquimicos (pH, EC y TDS) ni
produjeron formaciones de precipitados; tampoco removieron el Fe*? y no
hubieron eficiencias de remocién de Fe*?, por lo que la eficacia de la inyeccion
de oxigeno y ozono para oxidar Fe*? son dependientes del pH, haciendo
necesario la alcalinizaciéon del DAM antes de la inyeccion de oxigeno y ozono.
El tiempo éptimo de inyeccién de oxigeno para la remocién de Fe*?se encuentra
entre la 1.0 y 1.5 horas a pH final de 5.5, poseyendo eficiencias de remocién
de Fe*? de 65.0% y 80.8%, respectivamente. El tiempo 6ptimo de inyeccion de
ozono se encuentra entre los 5.0 y 11.0 minutos a pH final de 5.5, con

eficiencias de remocién de Fe*? de 71.3% y 72.0%, respectivamente.

e Las BOFe provenientes de los puntos de muestreo (TIFs, sedimentos y lodos)
gue contienen drenajes acidos con concentraciones mayores de 16 mg/L de
Fe*? y pH acidos (2.56 - 5.57), presentaron crecimiento en el Medio 9K Mod.,
a pH 3 y 4, mientras las obtenidas en puntos con drenajes acidos con menor
concentracion de Fe*? (0.2-4mg/L) y pH menos &cido (5.78 - 6.21) no

presentaron crecimiento. Se conservaron 17 cepas de BOFe en el Medio 9K

@ ®0 Repositorio Institucional - UNASAM - Pera



Mod., sélido, tanto a pH 3 como a pH 4, siendo 8 de Pastoruri, 6 de Mesapata,

1 de Campanayoc y 2 del Consorcio Pastoruri, Mesapata y Campanayoc.

e La inoculacion de consorcio de BOFe a diferentes concentraciones de sulfato
ferroso (FeSO.) muestran que por debajo de una concentracion de 5 g/L de
FeSO.en el medio se da poco y muy poco crecimiento de las BOFe, mientras
que valores mayores e iguales a 5 g/L permite un crecimiento bacteriano de
medio a alto, por lo que las BOFe tienden a crecer mejor en ambientes con
mayor Fe*2. Las BOFe deben tener condiciones éptimas que favorezcan su
crecimiento, como concentraciones altas de Fe*?, nitrbgeno en forma de
amonio y carbono en forma de CO,. Los sistemas Aquarium-Fe a pH &cidos
(2.56-4) y DAM con 400 mg/L, 600 mg/L y 800 mg/L de Fe*?, mostraron en
condiciones de aerobiosis eficiencias de remocién de Fe*2de 44%, 50% y 78%,
y en condiciones de microaerofilia las eficiencias de remocion fueron de 63%,
63% y 80%, respectivamente. Siendo mayor la remocion de Fe*? en
condiciones de microaerofilia, medios &cidos (pH 2.56-4) y altas

concentraciones de Fe*2.

e Es posible optimizar la remocién de Fe*? del DAM del PAM de Mesapata con
tratamientos sinérgicos de los factores abiéticos (pH, Oz y O3) y bibticos

(BOFe), teniendo en cuenta la concentracién de hierro y pH.
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6.2. Recomendaciones

o Realizar el uso de las BOFe como primer paso para la remediacién de DAM,
seguido de la neutralizacion (NaOH) y por ultimo la inyeccidon de oxigeno u

0zono.

o Realizar las caracterizaciones genéticas Y fisioldgicas de las BOFe conservadas
en el cepario (Pastoruri, Mesapata, Campanayoc y consorcio) para el analisis de
posibles nuevas bacterias con mayor poder oxidante de Fe*2.

e Recuperar el Fe*? oxidado por las BOFe (schwertmannita) para pigmentos,
revestimientos y/o catalizadores; y, si precipitan otros metales en suficiente

cantidad pueden aprovecharse para la industria y comercio.

e Probar fuentes de amonio a partir de orina, que permitan mejorar tanto el pH'y

la fuente de nitr6geno de las BOFe, para el tratamiento de DAM y DAR.
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ANEXO 1
UBICACION DEL AREA DE ESTUDIO

El Pasivo Ambiental Minero de Mesapata se encuentra en el departamento de Ancash,
provincia de Recuay y distrito de Catac, exactamente en la parte baja de un bofedal y en
la margen izquierda del rio Yanayacu, con un area de 3 ha y una altura promedio de 22 m,

a una elevacion de 3552 msnm.

Constituye un relave polimetélico de flotacién de minerales sulfurados de Pb, Ag, Zny Cu
(UNASAM, 2004). Estos depositos de relave generan continuamente Drenajes Acidos de
Mina (DAM) originados por la presencia de minerales sulfurados, como la pirita (FeS-), que
en aerobiosis, agua y presencia de microorganismos desestabilizan su estructura mediante

reacciones de oxidacion (Johnson, 2003).
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ANEXO 2.

ACCESIBILIDAD AL PAM DE MESAPATA

Accesibilidad al Pasivo Ambiental Minero de Mesapata.

) ) ) ) ) i Forma de
Origen Destino Longitud Tiempo Tipo de via ]
desplazamiento
Huaraz Catac 38.2 Km 50 min  pista Automovil,

camioneta, etc.

Catac Pasivo Ambiental 3.2Km 5 min pista Automovil,

Minero de Mesapata camioneta, etc
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ANEXO 3

INFORMES DE ENSAYOS
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL o=
¥'7/./H ORGANISMO DE ACREDITACION INACAL-DA = oo
CON REGISTRO N° LE - 047 |

Registro N” LE - 047

INFORME DE ENSAYO N° 160760-2022
CON VALOR OFICIAL

RAZON SOCIAL : UNIVERSIDAD NACIONAL SANTIAGO ANTUNEZ DE MAYOLO

DOMICILIO LEGAL : AV. CENTENARIO NRO. 200 INDEPENDENCIA - ANCASH - HUARAZ

SOLICITADO POR : JENNIFER TRUJILLO «

REFERENCIA : PROYECTO BIODAM - UNASAM

PROCEDENCIA : MESAPATA, CATAC, RECUAY, ANCASH

FECHA(S) DE RECEPCION DE MUESTRAS : 2022-02-15 °

FECHA(S) DE ANALISIS : 2022-02-15 AL 2022-02-18 ~
FECHA(S) DE MUESTREO : 2022-02-11

MUESTREADO POR .~ : EL CLIENTE _ak,
CONDICION DE LA MUESTRA : LOS RESULTADOS DE ANALISIS SE APLICAN A LA MUESTRA(S) TAL COMO SE RECIBIO.

1. METODOLOGEA DE ENSAYO:

Ensayo Método LC. Unidades
METALES TOTALES: Aluminio, Antimonio, Arsénico, Bario, - &
Boro, Berilio, Cadmlo, Calcio, Cerio, Cromo, Cobalto, Cobre, { EPA Method 200.7, Rev.4.4. EMMC Version / 1994. Determination of
Hierro, Plomo, Litlo, Magnesio, Manganeso, Mercurio, Metals and Trace Elements in Water and Wastes by Inductively - - mg/L
Molibdeno, Niquel, Fésforo, Potasio, Selenio, Silice(Si0;), Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry.

Plata, Sodio, Estroncio, Talio, Estaiio, Titanio, Vapadio, Zinc.

METALES DISUELTOS: Aluminio, Antimonio, Arsénico, Bario,
Boro, Berilio, Cadmio, Calcio, Cerio, Cromo, Cobalto, Cobre, : EPA Method 200.7, Rev.4.4. EMMC Version / 1994. Determination of
Hierro, Plomo, Litio, Magnesio, Manganeso, Mercurio, Metals and Trace Elements in Water and Wastes by Inductively ——- - mg/L
Molibdeno, Niquel, Fésforo, Potaslo, Selenio, Silice(SI0,), Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry.
Plata, Sodio, Estroncio, Talio, Estafio, Titanio, Vanadio, Zinc. i

L.C.: Limite de cuantificacion.

Quim. B&lfelh Fayardo Leon

mbun m
mmvmﬂm

EXPERTS
WORKING
FOR YOU

OBSERVACGIONES: # Esté prohibida la reproduccion parcial o totai del presente documento a menos que sea bajo la autorizacion escrila de Servicios Analiticos Generales S.A.C. # Los resultados emitidos en este documenta séio son vilidos para
Ias mueslras referidas en el presente informe. « Las musstras serdn conservadas de acuerdo al periodo de perecibilidad del do con un méximo de 30 dfas de haber ingresado las muestras al [aboratorie. Luego serén eliminadas.

* Para corroborar la AUTENTICIDAD del presente informe comunicarse al correo laboratorio@sagperu.com,  Cualquier modificacion no autarizada, fraude o falsificacién del contenido o de la apariencia de este documento es ilegal y los culpables
pucden ser procesados de acuerdo a ley.
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Cod. FI $02 / Versién 09/ F.E.: 09/2020

UnNASARNY

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL
ORGANISMO DE ACREDITACION INACAL-DA
CON REGISTRO N° LE - 047

INACAL

G =

Registro N LE - 047

Acreditado

)

INFORME DE ENSAYO N° 160760-2022
CON VALOR OFICIAL

II. RESULTADOS:

ua Superficial -
Producto declarado Ag D::'f
Matriz anallzada Agua Natural
Fecha de muestreo 2022-02-11
Hora de inicio de muestreo (h) 12:04
Refrigerads;
Condiciones de la muestra Presgerv 3‘_‘5_{ mmmmmm
Céddigo del Chiente BDA-O1
Cédigo del Laboratario 22020539
Ensayos i LD.M. i Unidades Resultados
| les (Lectura por Dilucié L
Plata (Ag) : 0.0006 -~ mg/L <0.0006
Aluminio (Al) < .0.014 mg/L 652.889
ﬁg_l_co (As) 0.0017 mg/L. 245.4128
iBoro (B) 0.002 ~  mgfL <0.002
iBario (Ba) 0.0023 % mag/L 0.0266
iBerilio (Be) 0.00021 ma/L 0.00482 * .
Calcio (Ca) g S 0.024 ~— i~ ma/L 204.553 —
Cadmio (Cd) © 0.0003 ma/t 0.5450
Cerio (Ce) 0.003 mg/L 0.303
Cobalto (Co) 10.0005 ma/L 0.3886
Cromo (Cr) » 0.0005 i'ng_/L + 0,0669
Cobre (Cu) 0.0007 mg/L 7.6216
Hierro (Fe) ~ 0.0024 ma/L - 870.4700
Mercurio (Hg) =" ™ 0.001 mg/L - <0.001
Potasio (K) 0.04 ma/L 4.81
-ojlitio (Li)- — . - .. o . ' 0.003 ma/L 0.160
Magnesio. (Mg_) - 0.04 ma/L 60.08 Ay
Manganeso (Mn)  * - 0,0008 : mg/L 95.7250
Molibdeno (Mo) 1 0.0014 } mg/L 0.0114 {
Sodio (Na) 0.04 mag/L 9.96
Niquel (NI) ' K 0.0006 mg/L 0.0666
Fésforo (P) 5 0.003 mo/L 2,060 - ! iy
Plomo (Pb) 0.0008. mag/L 3.7901 . ;
Antimonio (Sb) 0.0022 ™ mo/L 0.1835 .« ~ :
Selenio (Se) < 0.004 mg/L <0.004
Sllice (Si0,) 0,017 A, --.ma/L 44838
Estafio (Sn) ¥ 0.001 " mo/L 0.015
Estroncio (Sr) .. 0.0007 mg/L 1.4834 = =
Titanio (Ti) 0.0003 ma/L 0.0878 - -
Talio (T1) ] ) 0.004-. mg/L 0.047
Vanadio (V) ‘AN ] ., 0.0005 "~ mg/L 0.0176 &
zZinc (Zn} N '0.0023 mg/L 83.8165
L.D.M.: limite de deteccién del métado. e 7
Rl -
. ” -
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OBSERVACIONES: # Esté prohibida la reproduccién parcial o total del presente documento 2 menos que sea bajo la autorizacion escrita de Servicios Anaiflics Generales SA.C. o Los resultados emitidos en este documento séio son vélidos para
fas muesiras referidas en el presente informe. ® Las muestras serdn conservadas de acuerdo al periodo de perecibilidad del pardmetra analizado con un méximo de 30 dias de haber ingresado las muestras al laboratorio. Luego serdn efiminadas.
* Para corroborar fa AUTENTICIDAD del presente informe comunicarse al correo laboratorio@sagpenu.com.  Cualquier medificacion no autorizada, fraude o falsificacion del ido 0 de la ia de este documento es ilegal y los culpables
pueden ser pracesados de acusrdo a ley.
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Cod. Fi 002 / Version 09/ F.E.: 09/2020

A/ [

II. RESULTADOS:

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL
ORGANISMO DE ACREDITACION INACAL-DA
CON REGISTRO N° LE - 047

INACAL
Acreditade

&

Registro N° LE - 047

INFORME DE ENSAYO N° 160760-2022

CON VALOR OFICIAL

Producto declarado i ngaﬂdal 3
Matriz analizada Agua Natural
Fecha de muestreo 2022-02-11
Hora de inicio de muestreo (h) 12:04
erada/
Condiciones de la muestra mmda
Cédigo del Cliente B8DA-01
Cédigo del Laboratorio 22020539
Ensayos i LDM. Unidades Resultados
les Disueltos (1 por Dilucién) =
Plata (Ag) 0.0006 - mg!L <0.0006
Aluminio (Al) 0.014 mg/L 60.267
Arsénico {As) 0.0017 mg/L 104.9703
Boro (B) 0.002 ma/L - <0.002
[Barlo (Ba) 0.0023 mg/L 0.0257
iBerilio (Be) 0.00021 ma/L 0.00466
Calcio (Ca) 0.024 —- ma/L "197:873 "\
Cadmio (Cd) 0.0003 .mg/l. °0.5104
Cerio (Ce) 0.003 mg/L +0.255
Cobalto (Co) 0.0005 mg/L ©...0.3817
Cromo (Cr) 0.0005 mg/L 0.0624
Cobre (Cu) 0.0007 hvg/t 7.4115
Hierro (Fe) : 0.0024 ‘mg/L . 683.4700
Mercurio (Hg) - « 0,001 mo/L <0.001
Potasio (K) ! 0.04 mg/L \ 4.62
o [V IV, YA — 1 0.003 mg/L 0.153
—.-.iMagnesio. (Mg) - 0.04 mo/L 58.44
Manganeso (Mn) . 0.0008 me/L 93.6075
Moiibdeno (Mo) 1 0.0014 mg/L <0.0014
Sodio (Na) - 0.04 mg/L 9.56
Niguel (Ni) 0.0006 mg/L 0.0662
Fésforo (P) 0.003 ma/L 0.877"
Plomo (Pb) Y 0.0008 ma/L 2.7521
(Sb) D 0.0022 mag/L 0.0554
iSelenio (Se) 0.004 mg/L <0.004
!SIlloe (SI0,) . 0,017 mg_/L . 44.062
{Estafio (Sn) 0.001 “mg/l 0.009°
Estroncio (Sr) . 0.0007 mg/L 1.4185
Titanio (T1) 0.0003 mg/L 0.0304
Talio (T1) /. 0.004.. mg/L 0.047
Vanadio (V) N -, 0.0005 " mg/L 0.0064
Zinc (Zn) R '0.0023 mg/L 82,7790
L.D.M.: limite de deteoﬂén del método.

Lima, 28 de Febrero del 2022,
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ANEXO 4

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE pH
PARA LA REMOCION DE Fe*2 DEL DAM

Materiales usados para la alcalinizacion progresiva (3.0;-3.5; 4.0; 4.5; 5.0; 5.5; 6.0; 6.5;
7.0; 7.5; 8.0; 8.5; 9.0; 9.5; 10.0) del DAM del PAM de Mesapata con NaOH (0.1 N; 1 N;
10 N).

Tratamientos a pH 3.5 (por triplicado) | Tratamientos a pH 3.5 (por triplicado) 24
minutos después de afiadido NaOH (0.1 N | horas después de afiadido NaOH (0.1 Ny
y 1 N). 1N).

DAM original y grupos tratados después de 24 horas de afiadido NaOH (0.1 N; 1
N;10 N).

@ ®0 Repositorio Institucional - UNASAM - Pera



ANEXO 5

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE OXIGENACION
PARA LA REMOCION DE Fe*2 DAM

Medicion de la saturacién de oxigeno en el
DAM del PAM de Mesapata con el
Multiparametro WTW Multi 3630 IDS.

Medicion de los parametros
fisicoquimicos (pH, EC, TDS) antes de la
inyeccion de oxigeno.

Pruebas realizadas con DAM original a
diferentes tiempos de oxigenacion en horas
(0; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5; 3.0).

DAM original inyectado con oxigeno (1
L/min) por 3 horas (triplicado) y después
24 horas del tratamiento.

o). g :’o!% ":

- w

DAM pH 4.0 inyectado con oxigeno (1 L/min)
por 3 horas (triplicado) y después 24 horas
del tratamiento.

DAM pH 5.5 inyectado con oxigeno (1
L/min) por 3 horas (triplicado) y después
24 horas del tratamiento.

© ®9O
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ANEXO 6

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE OZONIZACION PARA

LA REMOCION DE HIERRO DAM

__4

Generador de ozono GO-500 JMD (flujo
constante de 2.15 L/min).

Inyeccién de ozono al DAM pH 4.0 a
diferentes tiempos de ozonizacion.

[hadsi:

Pruebas realizadas con DAM original a
diferentes tiempos de ozonizacion en
minutos (0.5; 1.0; 3.0; 5.0; 7.0; 9.0; 11.0;
13.0; 15.0y 17.0).

DAM original inyectado (2.15 L/min).con
por 5 minutos (triplicado) y después 24
horas del tratamiento.

LI

AL

“Prw

DAM pH 4.0 inyectado con ozono (2.15
L/min) por 5 minutos (triplicado) vy
después 24 horas del tratamiento.

DAM pH 5.5 inyectado con ozono (2.15
L/min).por 5 minutos (triplicado) vy
después 24 horas del tratamiento.

© ®9O
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ANEXO 7

PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO 9K MODIFICADO

=1

Materiales (balones, probetas, etc) y
reactivos (tabla 4) para la preparacién del
Medio 9K Mod.

Pesaje de los reactivos en una balanza
analitica.

Acidificacion de las soluciones Ay B con
H.SO4 10N.

Las soluciones A, B y C, antes de ser
llevados al autoclave por 20 min a 121 °C.

Despues de la mezcla de las soluciones a
60°, se llena los frascos, tubos, placas.

Medio 9K Mod., semisalido, inoculado con
las BOFe  (Pastoruri, Mesapata,
Campanayoc y consorcio)

© ®9O
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ANEXO 8

MEDIO AMONIO (AMONIO AL 1.7%) PREPARADO A PARTIR DE ORINA
HIDROLIZADA CON UREASA DE SANDIA

La orina es un liguido transparente, estéril y de color &mbar generado por los rifiones. La
orina contiene altas concentraciones de urea (del metabolismo de aminoacidos), sales
inorganicas, creatinina, acidos organicos, amoniaco (Bouatra et al., 2013). De acuerdo a
Velasquez (1918), la cantidad de urea eliminada por la orina durante todo el dia esta
comprendida entre 1y el 3% y 20 g a 30 g por litro de orina. El adulto mayor genera entre
1.5 y 2.0 litros de orina por dia (Bouatra et al., 2013). La ureasa en una proteina
especializada en la actividad catalitica de la hidrdlisis de urea (M. Zimmer, 2000). Mohamed
et al. (1999) obtuvo ureasa a partir de la sandia (Citrullus vulgaris), la ureasa también se

puede obtener del frijol y soya.
Determinacion:

De acuerdo a Silverman & Lundgren (1959), para 1 L de Medio 9K Modificado se requiere
0.828 g de nitrogeno en forma de amonio (NH4). La urea (CH,N,O) posee amonio y una

masa molar de 60 g y el amonio (NH,*) 18 g de acuerdo a ello se tiene:

60 g de urea contiene------------- 36 g de amonio
¢ Cuanta urea? (X) ---------- 0.828 g de amonio
X=1.38 g de urea
Entonces 1.38 g de urea (CH,N,O) contiene 0.828 g de amonio (NH,*), de acuerdo a la

literatura se posee aproximadamente 20 g a 30 g de urea por litro de orina (Velasquez,
1918).

3 g de urea--------------- 100 ml de orina
1.38 g de urea----------- X ml de orina
X= 46 ml =50 ml/L de DAM

Preparacion:

Se consiguieron pepas de una sandia mediana, se lavo y se licu6 hasta obtener a una
granulometria gruesa. Se consiguié 9 L de orina de una familia y se procedi6 a poner las
pepas de sandia licuadas en la orina, se agitd y se esper6 18 horas hasta que se produjo
el medio, ademéas se midi6 el pH, EC y TDS siendo 9.5, >3999 uS/cmy > 2000 ppm,
respectivamente. Una vez obtenido el medio se prosiguié a verter los 50 ml por litro de

DAM al Aquarium-Fe. Se recomienda realizar méas estudios al respecto.
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ANEXO 9

SIEMBRA DE LAS BOFe EN FRASCOS CON 300 ML DE MEDIO 9K
MODIFICADO, A PH 3Y 4 (PASTORURI, MESAPATA Y CAMPANAYOC)
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PASTORURI

P0O1-Aislamiento en 9K Mod.

07/12/2020 | 16/12/2020 | 19/12/2020 | 26/12/2020 | 30/12/2020 | 09/01/2021

Dia 1l Dia 9 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33
pH 3

b1 PH3 |
06(12/20 .
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P02-Aislamiento en 9K Mod.
07/12/2020 | 16/12/2020 | 19/12/2020 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021
Dia 1 Dia 9 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33
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P0O3-Aislamiento en 9K Mod.
07/12/2020 16/12/2020 | 19/12/2020 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021
Dia 1 Dia 9 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33

L;‘ PS FHYL,_ |
i 1 06/42/20
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P04-Aislamiento en 9K Mod.
07/12/2020 16/12/2020 19/12/2020 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021
Dia 1 Dia 9 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33

pH 3

e PHs

e pH3
| 06/42/20

R Pt
fpoelfe /20
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P5-Aislamiento en 9K Mod.
07/12/2020 16/12/2020 | 19/12/2020 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021
Dia 1l Dia 9 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33

f

;f“'.,. : %

5 ph3
itz 120

pH 4
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PO6-Aislamiento en 9K Mod.

07/12/2020 | 16/12/2020 | 19/12/2020 | 26/12/2020 30/12/2020 | 09/01/2021
Dia 1 Dia 9 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33

pH 3

i'.'l ! S

g6 PH3 A\
06/42/2 \‘

P PHS
96/ 412/20

P6 PHD

osl 49 /20

Ly £
g 5

@ ®0 Repositorio Institucional - UNASAM - Pera



PO7-Aislamiento en 9K Mod.
07/12/2020 16/12/2020 19/12/2020 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021
Dia 1 Dia 9 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33
pH 3

P pH3
i 06/12/20 |
TR Pt R |

&

{ ) g S
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P08-Aislamiento en 9K Mod.

07/12/2020

16/12/2020

19/12/2020

26/12/2020

30/12/2020

09/01/2021

Dia 1

Dia 9

Dia 12

Dia 19

Dia 23

Dia 33

ﬁ‘f;l*’? _
i pH3
06 142/20 Sl

A

P8 pH3

06142/20
J,,j-/ g g

.. Ps Pl
L 06/42 12

,'.’/

g PHt
: Cs(& /20
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P09-Aislamiento en 9K Mod.

07/12/2020

16/12/2020

19/12/2020

26/12/2020

30/12/2020

09/01/2021

Dia 1

Dia 9

Dia 12

Dia 19

Dia 23

Dia 33

pH 3
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P10-Aislamiento en 9K Mod.
07/12/2020 16/12/2020 | 19/12/2020 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021
Dia 1l Dia 9 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33

pH 3

' K
g b}

feais oHA
P fim

%
L)
4
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P11-Aislamiento en 9K Mod.

07/12/2020 16/12/202 | 19/12/202 | 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021
0 0
Dia 1 Dia 9 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33
pH 3

pit pPH3
06/42/20 )

I K Pit pHU

06/ 42 [ 20

B
7 bl 42/ 20

© ®9O

Repositorio Institucional - UNASAM - Pert



P12-Aislamiento en 9K Mod.
07/12/2020 | 16/12/2020 | 19/12/2020 | 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021
Dia 1 Dia 9 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33
pH 3

{"‘"'«c’“_ N

l | .‘ <z l
1 2 o st

f’i? PH3

06/12 /20 1 \

LA
|

Pi? pHS g

06/42/20 ‘:

P12 pH3
. 06/42/20
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P13-Aislamiento en 9K Mod.
07/12/2020 16/12/2020 | 19/12/2020 | 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021
Dia 1 Dia 9 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33
pH 3
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P14

07/12/2020

16/12/2020

19/12/2020

26/12/2020

30/12/2020

09/01/2021

Dia 1

Dia 9

Dia 12

Dia 19

Dia 23

Dia 33
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MESAPATA
MO1-Aislamiento en 9K Mod.
07/12/2020 19/12/2020 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021
Dia 1 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33

pH 3

pH 4
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MO2-Aislamiento en 9K Mod.

07/12/2020 19/12/2020 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021
Dia 1 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33
pH 3

@ ®D0 Repositorio Institucional - UNASAM - Pert



MO3-Aislamiento en 9K Mod.
07/12/2020 19/12/2020 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021
Dia 1 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33

@ ®D0 Repositorio Institucional - UNASAM - Pert



MO04-Aislamiento en 9K Mod.

07/12/2020 19/12/2020 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021
Dia 1 Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33
pH3
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MO5 (F) -Aislamiento en 9K Mod.

07/12/2020 19/12/2020 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021
Dial Dia 12 Dia 19 Dia 23 Dia 33

pH3
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CAMPANAYOC

CO1-Aislamiento en 9K Mod.
07/12/2020 19/12/2020 26/12/2020 30/12/2020 09/01/2021

pH 3

pH 4
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ANEXO 10

SIEMBRA DE LAS BOFE EN 5L DE MEDIO 9K MODIFICADO A PH3 Y 4 EN
LOS SISTEMA AQUARIUM-Fe

Consorcio de Pastoruri, Mesapata y Campanayoc
6/12/20 - 08/01/20
pH 3 pH 4
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ANEXO 11

SIEMBRA DE LAS BOFE EN FRASCOS CON 200 ML DE MEDIO 9K MOD. A
PH3 Y4 (PASTORURI, MESAPATA Y CAMPANAYOQOC)
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PASTORURI

Pastoruri 01- Resiembra en medio 9K Mod. (PO1b) pH3

16/01/2021

21/01/2021

27/01/2021

01/01/2021

06/02/2021

17/02/2021

Dia 5

Dia 10

Dia 16

Dia 21

Dia 26

Dia 37

pH 3

© ®9O
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pH 4

16/01/2021

21/01/2021

27/01/2021

01/01/2021

06/02/2021

17/02/2021

Dia 10

Dia 16

Dia 21

Dia 26
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Pastoruri 02 - Resiembra en medio 9K Mod. (P02b)

16/01/2021

21/01/2021

27/01/2021

01/01/2021

06/02/2021

17/02/2021

Dia 5

Dia 10

Dia 16

Dia 21

Dia 26

Dia 37
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Pastoruri 03 -Resiembra en medio 9K Mod. (PO3b) pH3

16/01/2021 21/01/2021 27/01/2021 01/01/2021 06/02/2021 17/02/2021

pH 3

Pastoruri 04 Resiembra en medio 9K Mod. (P04b)
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16/01/2021

21/01/2021

27/01/2021

01/01/2021

06/02/2021

17/02/2021

Dia 5

Dia 10

Dia 16

Dia 21

Dia 26

Dia 37

pH 3
=~

Pastoruri 05 - Resiembra en medio 9K Mod. (P0O5b)
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16/01/2021

21/01/2021

27/01/2021

01/01/2021

06/02/2021

17/02/2021

Dia 5

Dia 10

Dia 16

Dia 21

Dia 26

Dia 37

Pastoruri 06 - Resiembra en medio 9K Mod. (P06b) pH3

16/01/2021

21/01/2021

27/01/2021

01/01/2021

06/02/2021

17/02/2021
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Dia 5

Dia 10 Dia 16
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Pastoruri 07 - (Resiembra en medio 9K Mod. (PO7b) pH3

16/01/2021 21/01/2021 27/01/2021 01/01/2021 06/02/2021 17/02/2021

e,
-

E'“‘DAD uncmNMd
o ANTUN 7 oE MAY'
> PO7h pH3
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Pastoruri 08 - Resiembra en medio 9K Mod. (P08b)

16/01/2021

21/01/2021

27/01/2021

01/01/2021

06/02/2021

17/02/2021

Dia 5

Dia 10

Dia 16

Dia 21

Dia 26

Dia 37

pH3
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Pastoruri 09 - Resiembra en medio 9K Mod. (P09b) pH3

16/01/2021

21/01/2021

27/01/2021

01/01/2021

06/02/2021

17/02/2021

Dia 5

Dia 10

Dia 16

Dia 21

Dia 26

Dia 37
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Pastoruri 11 - Resiembra en medio 9K Mod. (P11b) pH4

16/01/2021

21/01/2021

27/01/2021

01/01/2021

06/02/2021

17/02/2021

Dia 5

Dia 10

Dia 16

Dia 21

Dia 26

Dia 37

vllbw‘
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MESAPATA

Mesapata 01- Resiembra en medio 9K Mod. (MO1b) pH3

16/01/2021

21/01/2021

27/01/2021

01/01/2021

06/02/2021

17/02/2021

Dia 5

Dia 10

Dia 16

Dia 21

Dia 26

Dia 37

pH 3

-—
- ‘
- N

N
d |
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Mesapata 02- Resiembra en medio 9K Mod. (M02b)

16/01/2021

21/01/2021

27/01/2021

01/01/2021

06/02/2021

17/02/2021

Dia 5

Dia 10

Dia 16

Dia 21

Dia 26

Dia 37
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Mesapata 03- Resiembra en medio 9K Mod. (M03b)

16/01/2021

21/01/2021

27/01/2021

01/01/2021

06/02/2021

17/02/2021

Dia 5

Dia 10

Dia 16

Dia 21

Dia 26

Dia 37
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Mesapata 04 - Resiembra en medio 9K Mod. (M04b) pH3

16/01/2021

21/01/2021

27/01/2021

01/01/2021

06/02/2021

17/02/2021

Dia 5

Dia 10

Dia 16

Dia 21

Dia 26

Dia 37
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Mesapata 05 - Resiembra en medio 9K Mod. (M05)b pH3
16/01/2021 21/01/2021 27/01/2021 01/01/2021 06/02/2021 17/02/2021
Dia 5 Dia 10 Dia 16 Dia 21 Dia 26 Dia 37

pH3
| Y

,
v

CAMPANAYOC
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Campanayoc 01 - Resiembra en medio 9K Mod. (CO1b)
16/01/2021 21/01/2021 27/01/2021 01/01/2021 06/02/2021 17/02/2021
Dia 5 Dia 10 Dia 16 Dia 21 Dia 26 Dia 37

pH 4

@ ®0 Repositorio Institucional - UNASAM - Pera



ANEXO 12

CRECIMIENTO DE LAS BOFe A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
FeSOq4
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Crecimiento de BOFe a 0.25 g/L de FeSO4

09/01/2021 12/01/2021 16/01/2021 21/01/2021 27/01/2021
Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 13 Dia 19
pH3
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Crecimiento de BOFe a 0.5 g/L de FeSOa4
09/01/2021 12/01/2021 16/01/2021 21/01/2021 27/01/2021
Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 13 Dia 19
pH3
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Crecimiento de BOFe a 1 g/L de FeSOa4
09/01/2021 12/01/2021 16/01/2021 21/01/2021 27/01/2021
Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 13 Dia 19
pH 3
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Crecimiento de BOFe a 5 g/L de FeSOa4

09/01/2021 12/01/2021 16/01/2021 21/01/2021 27/01/2021
Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 13 Dia 19
pH 3
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Crecimiento de BOFe a 10 g/L de FeSOa4

09/01/2021 12/01/2021 16/01/2021 21/01/2021 27/01/2021
Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 13 Dia 19
pH 3

—
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Crecimiento de BOFe a 20 g/L de FeSOa4

09/01/2021 12/01/2021 16/01/2021 21/01/2021 27/01/2021

8 ~§
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ANEXO 13

COMPORTAMIENTO DE LAS BOFE EN CONDICIONES DE AEROBIOSIS Y
MICROAEROFILIA, EN FUNCION A LA CONCENTRACION DE FE*2 (100, 200,
400, 600 Y 800 MGI/L), EN EL SISTEMA AQUARIUM-FE
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BOFe en sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 100 mg/L Aerobiosis
22/02/2021 09/03/2021 19/03/2021 30/04/31
Dia 0 Dia 15 Dia 25 Dia 37

NRSAN.FAGHZT ANCASH P

Tratamiento con DAM (100 | Sistema mantenido en aerobiosis | Generacion de  flogs con | Mayor presencia de algas
mg/L) inoculado con consorcio | y se observa aparicion de algas | presencia de algas verdes, | verdes, hongosy agua mas
de BOFe. verdes y algunos hongos. hongos y BOFe. cristalina.

BOFe en sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 100 mg/L Microaerofilia

Tratamiento con DAM (100 El sistema se mantiene en

. . | microaerofilia se observa la
mg/L) inoculado con consorcio L y
de BOEe apararicion de algas verdes y

algunos hongos.

El sistema es similar al de | Mayor presencia de algas,
aerobiosis con algas verdes, |hongos y agua mas
hongos y BOFe. cristalina.
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BOFe en sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 200 mg/L Aerobiosis

22/02/2021

09/03/2021

19/03/2021

30/04/31

Dia 0O

Tratamiento con DAM
mg/L) inoculado con consorcio
de BOFe.

Dia 15

Dia 25

(200

Presencia de algunos hongos
flotando en la superficie.

Presencia de algas verdes
hongos, BOFe y precipitados
de hierro.

_Dia 37

Diseminacion de algas verdes,
hongos, precipitados de hierro
y clarificacion del DAM,

BOFe en sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 200 mg/L Microaerofilia

Tratamiento con DAM (200 mg/L)
inoculado con consorcio de
BOFe.

El sistema se mantiene en
microaerofilia y se observa la
apararicion de algas y algunos
hongos

Generacion de flogs con
presencia de muchas algas
verdes, hongos y BOFe.

Mayor presencia de algas
verdes, hongos y DAM mas
cristalina

UNASENY
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BOFe en sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 400 mg/L Aerobiosis
22/02/2021 09/03/2021 19/03/2021 30/04/31
Dia 0 Dia 15 Dia 25 Dia 37

~

El sistema evidencia Ila
apariciéon de algas verdes,
hongos y algunos floculos
de hierro.

Tratamiento con DAM (400 | EI sistema se mantiene en
mg/L) inoculado con consorcio | aerobiosis y se evidencia poca
de BOFe. formacion de precipitados.

Diseminacion de algas, hongos,
con poca presencia de floculos
de hierro y DAM mas clara.

BOFe en sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 400 mg/L Microaerofilia

El sistema evidencia la | Diseminacibon de  muchas
aparicion de algas verdes, | algas, hongos, presencia de
hongos y formacién floculos | floculos y aclaramiento del
de hierro. drenaje.

Tratamiento con DAM (400 | EI sistema se mantiene en
mg/L) inoculado con consorcio | microaeroflia y se evidencia la
de BOFe. formacién de precipitados.
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BOFe en sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 600 mg/L Aerobiosis

pH 3

22/02/2021

09/03/2021

19/03/2021

30/04/31

Dia 0

Dia 15

Dia 25

Dia 37

1

Tratamiento con DAM (600
mg/L) inoculado con consorcio
de BOFe.

El sistema se mantiene en
aerobiosis y se evidencia la
formacién de precipitados.

El sistema evidencia la
aparicion de algas verdes,
hongos y formacion floculos
de hierro.

Diseminacion de algas, hongos,
con presencia de floculos de
hierro y con muestra de DAM
mas clara.

BOFe en sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 600 mg/L Microaerofilia

Tratamiento con DAM (600
mg/L) inoculado con consorcio
de BOFe.

El sistema se mantiene en
microaeroflia y se evidencia la

formacién de precipitados.

la

El sistema evidencia
aparicion de algas verdes,
hongos y floculos de hierro.

Diseminacion de algas verdes,
hongos, presencia de floculos y
aclaramiento del drenaje.

UNASENY
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BOFe en sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 800 mg/L Aerobiosis
22/02/2021 09/03/2021 19/03/2021 30/04/31
Dia 0 Dia 15 Dia 25 Dia 37

-
4

. - .‘ /
t&] 800 mg/L pH 26  Accbioss SN

Tratamiento con DAM (800 | EI sistema se mantiene en Se evidencia la formacion

. : S . ; El sistema se mantiene |de filamentos y la
mg/L) inoculado con consorcio | aerobiosis y se evidencia la . o .

2 - constante con pocos cambios. | precipitacion de hierro se
de BOFe. formacion de precipitados.

dispersa.

BOFe en sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 800 mg/L Microaerofilia
- 3 {

- 5 - ”-_,.

. - ._
Tratamiento con DAM (800 mg/L) | EI sistema se mantiene en | Generacion de filamentos y | Mayor precipitacién de hierro
inoculado con consorcio de | microaerofilia y se evidencia la | flogs en el sistema. en todo el sistema.

BOFe. formacién de precipitados.
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ANEXO 14

DETERMINACION DEL CRECIMIENTO DE LAS BOFE OBTENIDAS DE LOS
SISTEMAS AQUARIUM-FE, FE*? (100, 200, 400, 600 Y 800 MG/L) EN TUBOS
TAPA ROSCA CON 0.003 L DE MEDIO 9K MODIFICADO.
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Repique de BOFe del sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 100 mg/L aerobiosisy
microaerofilia

27/03/2021

30/03/2021

05/04/2021

15/04/2021

Dia 0

Dia 3

Dia 9

Dia 19

LRl 100

CR=1 100

Repique de BOFe del sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 200 mg/L aerobiosis
y microaerofilia

27/03/2021

30/03/2021

05/04/2021

15/04/2021

Dia 0

Dia 3

Dia 9

Dia 19
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Repique de BOFe del sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 400 mg/L
aerobiosis y microaerofilia
27/03/2021 30/03/2021 05/04/2021 15/04/2021

Dia 0 Dia 3 Dia 9 Dia 19

-—

[Fe] 400 | [Fed 400

Repique de BOFe del sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 600 mg/L
aerobiosis y microaerofilia
27/03/2021 30/03/2021 05/04/2021 15/04/2021
Dia 0 Dia 3 Dia 9 Dia 19

EF:]‘OQ

Repique de BOFe del sistema Aquarium-Fe, con DAM [ Fe*?] 800 mg/L
aerobiosis y microaerofilia
27/03/2021 30/03/2021 05/04/2021 15/04/2021
Dia 0 Dia 3 Dia 9 Dia 19

[¥] eoo
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