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RESUMEN

Las aguas residuales generadas y vertidas en recursos hidricos, provenientes de la explotacion del carbén
contienen metales pesados los cuales pueden ser oxidados por la accidn del aire y microorganismos, formando
altas concentraciones de sulfatos y metales pesados que se denominan Drenajes Acidos de Minas (DAM). Las
Bacterias sulfato reductoras (BSR) son bacterias anaerdbicas que se encuentran ampliamente distribuidas en
medios libres de oxigeno, tanto acuaticas como terrestres, que favorecen la descomposicion de la materia organi-
ca siendo un proceso continuo. En la Mina Didactica del Centro Minero se desarrollan actividades de formacién
gue incluyen la explotacién del mineral, generando impactos ambientales en el ecosistema y para esto se plantea
la aplicacién de BSR en el tratamiento de las aguas de la Mina, estas fueron aisladas y posteriormente repicadas
para la generacidn de suficiente Biomasa que permitio realizar el tratamiento con un Biorreactor prototipo. Se
aplicé el tratamiento con las bacterias tomando en cuenta su ciclo de vida, donde se pudo evidenciar el descenso
de la carga contaminante debido al metabolismo y desarrollo de las BSR sobre las muestras experimentales.

PALABRAS CLAVES: Bacterias Sulfatoreductoras (BSR), Drenajes Acidos de Mina (DAM), Metales Pesados, Biorreac-
tor, Prototipo
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ABSTRACT

Wastewater from coal exploitation contains heavy metals which can be oxidized by the action of air and
microorganisms, forming high concentrations of sulfates and heavy metal called Minas Acid Drains (DAM). Redu-
cing sulfate bacteria (BSR) are anaerobic bacteria that are widely distributed in oxygen-free media, both aquatic
and terrestrial, that favor the descomposition of organic matter being a continuous process. Training activities are
carried out in the Mining Center of the Mining Center, which include the exploitation of the mineral, generating
enviromental impacts on the ecosystem and for this, the application of BSR in the treatment of the waters of the
mine is proposed, these were isolated and subsequently replicated. Forthe generation of enough Biomass that
alowed the treatment with a prototype biorreactor. The treatment with the bacteria was applied taking into
account their life cycle, where it was posible to demostrate the decrease of the contaminant load due to the meta-
bolism and development of the BSR on the experimental samples.

KEYWORDS:

Sulfate-Reducing Bacteria (BSR), Mine Acid Drains (DAM), Heavy Metals, Bioreactor, Prototype.

1. INTRODUCCION

Como producto de la actividad minera, el drenaje acido
de mina (DAM) se convierte en la dificultad de manejo
no solo industrial sino ambiental, dada la contamina-
cién de los ecosistemas terrestres y acuaticos, situa-
cién que es generalizada en dichos procesos alrededor
del mundo. En este tipo de proceso se generan una
serie compleja de reacciones geoquimicas que se
producen cuando los minerales sulfurosos son expues-
tos a la atmdsfera bajo un ambiente oxidante, produ-
ciendo aguas contaminadas fuertemente d4cidas[1],
estos residuos mineros son ricos en sulfuros, principal-
mente debido a altos contenidos de sulfuro de hierro
como la pirita (FeS2) y la pirrolita (Fel — xS), a su vez se

encuentra la presencia de elementos traza como Arsé-
nico, Silicio, Cobre, Zinc, Niquel, Cobalto, Molibdeno y
Cromo. El control para la formaciéon de DAM es impre-
decible ya que los contenidos de los minerales y demas
elementos son altamente variables de un sitio a otro,
siendo dificil de tratar y elevando costos de estabiliza-
cion en mas de miles de millones de délares [2]. Parti-
cularmente, la mineria de carbén ha generado gran
preocupacion puesto que el nivel de extraccion ha
aumentado en gran cantidad para satisfacer la deman-
da industrial a nivel mundial como ha sido reportado
para China y Estados Unidos[3].

El tratamiento tradicional de los DAM ha permitido
mitigar el impacto que estos generan, aunque presenta
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varias desventajas como es alto costo de instalacion,
mantenimiento y formacién de subproductos como lodos.

Por lo anterior, se han estudiado tecnologias ambien-
talmente amigables que utilizan microorganismos
como las bacterias sulfato reductoras (BSR) para la
remocion de metales pesados, lo que ha sido amplia-
mente reportado, como en el caso de, biosorcidn de
cadmio [4] y otros metales[5]. Las BSR son microorga-
nismos anaerobios gram negativos, los cuales pueden
reducir el sulfato a sulfuro en una fuente de carbono
adecuada. El sulfuro asi generado, es capaz de eliminar
metales formando precipitados metdlicos. El uso de las
BSR, para generar sulfuros a partir de sulfatos y tratar
la contaminacién por metales como Cu, Zn, Ni, Cr, U,
Fe, Mn y Cd, se ha estudiado durante décadas [6], [7].
El metabolismo de estas bacterias tiene como resulta-
do la produccidn de sulfuros, generacion de alcalinidad
y la precipitacién quimica de los metales. Este trabajo
se enfocd en aislar especies de BSR: Desulfobacter spp
para la remocién de metales de soluciones acuosas, con
el fin de estudiar su posible aplicacion en el tratamiento
de DAM, [8],[9] en el area de influencia del Centro
Minero.

El objetivo de este estudio fue investigar el potencial de
las bacterias sulfato reductoras en la remocidn de meta-
les pesados para el tratamiento del drenaje acido de la
mina diddctica de carbdn (Centro minero SENA, Boyaca).

2. METODOLOGIA

(Materiales y Métodos)

El presente trabajo se realizé en la Mina Didactica del
SENA Centro Minero, la cual se encuentra ubicada en
el Km 7 del Centro Poblado de Morca, sector Bata, al
noreste del municipio de Sogamoso, con una altura
promedio de 2665 m.s.n.m., segln levantamiento
topografico presenta las siguientes coordenadas
N 1°125.553,37 E 1'131.173,88

2.1 Recoleccién de muestras y andlisis

El punto de muestreo se localizé en el pozo de la mina
donde se recolecta, todo el flujo de agua generada en
el proceso de la extraccidon minera, el muestreo fue
efectuado de acuerdo al protocolo del Instituto de
Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales
IDEAM, instructivo para la toma de muestras de aguas-
residuales, teniendo en cuenta todos los requerimientos
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e instrucciones establecidos en el protocolo, las mues-
tras fueron depositadas, en frascos de vidrio de 1000
mL, conservado a 4°C hasta llegar al laboratorio.
Después de bombear el agua almacenada en el pozo,
se tomaron las muestras de lodos en forma aleatoria
para garantizar su representatividad, a una profundi-
dad de 70 cm y fueron recolectadas en frascos de 250
mL y conservados a 4 °C.

Foto 1. Toma de muestra lodos pozo mina

2.3 Aislamiento y enriquecimiento de BSR

El aislamiento de las bacterias sulfato reductoras BSR,
fue realizado a partir de las muestras de lodos, toman-
do 5 mL de sedimento e inoculando inmediatamente
con 25 mL de modificado API féormula recomendada
por el American Petroleum Institute (API) para moni-
torear BRS en sistemas de petréleo y gas, cuyo medio
es estrictamente anaerdbico con una temperatura de
incubacién de 30 ° C. La preparacién del medio fue
realizada tomando las siguientes cantidades: 0,01 g L-1
K2HPO4; 0,2 g L-1 (NH4)2Fe(SO4)2¢6H20; 10 g L-1
NaCl; 0,2 g L-1 MgS04 «7H20; 0,001 g L1 Resarzurina
de sodio; 0,1 g L-1 Acido Ascérbico; 4.0 g L-1 lactato de
sodio; 1,0 g L-1 Extracto de levadura 1 L; pH 7,0).
Después del aislamiento para la produccién de BSR se
usé el medio de cultivo Postgate C [10], bajo condicio-
nes anaerobias, preparando 3 cultivos sucesivos bajo
las mismas condiciones para minimizar riesgo de
bacterias contaminantes. Posteriormente se realizd
una verificacion morfolégica utilizando coloracién de
Gram por medio de microscopia 6ptica(MO).

Tras realizar el aislamiento de las bacterias BSR , se
procedid mediante repiques en medio Postgate C, a la
multiplicacion de la poblacidn de bacterias, con el fin
de contar con suficiente material para la experimenta-
cion, las cuales fueron conservadas en solucion salina
al 0,85% de NacCl.
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Foto 2. Inoculacidn y aislamiento de las bacterias Sulfato Reductoras BSR

Para determinar la concentracidn de bacterias produci-
das, se utilizd el método de la escala de McFarland
(método cualitativo) y posteriormente se midié la
absorbancia mediante espectrofotometria UV-VIS, con
el objeto que todas las pruebas a desarrollar, conten-
gan el mismo numeros de bacterias y observar su com-
portamiento en las muestras tomadas.

2.4 Ensayo de precipitacion de Hierro

La verificacién de precipitacién de hierro se llevé a
cabo como lo menciona Zhang [11]. Se prepararon
soluciones diluidas (4:1000) de agua residual de la
mina, inoculando con 20 ml de cultivo liquido de BSR a

SENA

N

200 ml de agua diluida, en condiciones anaerobias por
4 horas en agitacion constante a 300 rom y 30 °C,
posteriormente se realizé las pruebas por duplicado
para verificar la reduccién de hierro, mediante espec-
trofotometria ultravioleta con 1,10 fenantrolina, de
acuerdo al Standar Methods Céd. 2120-84.

Foto 2. Medicion de hierro por método espectrofotométrico

2.5 Evaluacién de prototipo a escala laboratorio

Se disefié un prototipo a escala laboratorio, creando
condiciones anaerobias para el crecimiento de las
bacterias, la evolucion de las BRS , pudo observarse
mediante una curva de crecimiento, efectuada en
medio Postgate C, tomando 400 ml de agua de la
mina sin diluir e inoculando con 30 ml de bacterias BSR
producidas con 30 ml de medio C, bajo condiciones
anaerobias, agitacion 300 rpm y 30 °C, la depuracion
del agua de la mina se efectio durante 4 dias, paralelo
se llevé a cabo el experimento control o blanco, el cual
presenta las mismas condiciones excepto el inéculo de
BSR y sus nutrientes [12]. Este experimento fue realiza-
do por triplicado y se tomaron muestras para analisis
de pardmetros fisicoquimicos cada 24 horas. Los anali-
sis estdn referenciados por el Standar Methods: acidez,
método por titulacion Coéd. D 1067, alcalinidad,
método por titulacion Céd. 10112, Dureza total,
método por titulacién Céd. 10603 Cloruros, método
por titulacién Céd. 073-2001 Hierro, método espectro-
fotometria ultravioleta con 1,10 fenantrolina Cdd.
2120-84 Sulfatos, método espectrofotometria ultravio-
leta por turbidimetria Céd. 16302.
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Foto 3. Prototipo a escala laboratorio y evolucion del crecimiento
de las BSR en agua de la mina

3. RESULTADOS Y
DISCUSION

3.1 Morfologia de bacterias

Los lodos sedimentables del pozo minero presentan alta
variedad de consorcios microbianos capaces de crecer en
presencia de altas concentraciones de metales, a partir
de estos solidos se logré el enriquecimiento y aislamien-
to de BSR en el laboratorio, cultivado bajo condiciones
anaerobias, en el medio de cultivo selectivo Postgate C,
ampliamente usado para este tipo de bacterias con lacta-
to de sodio como fuente de carbono, para el crecimiento
microbiano el cual fue identificado microscépicamente.
En la morfologia observada por microscopia dptica de las
BSR, se observaron bacilos Gram negativos; debido a su
delgada pared celular y metabolismo, asi mismo, el creci-
miento de las bacterias en este medio selectivo observé
una coloracién negra, debido a la presencia de sulfato de
amonio y magnesio, nutrientes propios de este medio
para la produccidn de sulfuro. [13]-[15].

3.2 Caracteristicas de agua de la mina

En general, la calidad del efluente del agua de DAM
mostré un efecto adverso tipico tal como alta acidez y
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altas concentraciones de hierro, sulfatos, cloruros y
dureza y presencia de alcalinidad, particularmente el
agua presenta pH bajo a nivel de 3,50, similar a lo repor-
tado por Balistrieri [16] quien reporta niveles de pH
igual a 4,95 y ademas sale de los limites permitidos por
la normatividad, asi como el hierro y sulfatos, con niveles
163,78 mg /L con limite de 2 mg /Ly 2626,05 mg/L con
limite de 1200,0 mg /L respectivamente. En cuanto los
demas parametros se observan que no se encuentran en
un rango aceptable, causando impacto ambiental signifi-
cativo, de acuerdo a los valores establecidos por la
resolucion 631 de 2015. La tabla 1 muestra los analisis
de parametros de agua sin tratamiento bacteriano.

Parametro | Técnica Unidad |Resultado | Parametros permisibles
Segun la resolucion 0631

Acidez Titulométrico | mg/L 380,80 Andlisis y reporte

CaCoO,
Alcalinidad | Titulométrico | mg/L 94,5 Andlisis y reporte

CaCO;
Cloruros Volumétrico mg/LCL | 4480,5 500
DQO Reflujo cerrado | mg/LO, | 4080 150
Dureza Total | Volumétrico mg/L 4221 Andlisis y reporte

CaCO,
Hierro Total | Colorimétrico | mg/L 163,78 2,00

visible
P unidades

pH Electrométrico de pH 3,50 6,00 a 9,00
Sulfatos Colorimétrico | mg/L 2626,05 | 1200.00
Temperatura| Electrométrico | °C 14,8 Andlisis y reporte

Foto 1. Toma de muestra lodos pozo mina

3.3 Analisis de precipitacion de hierro

Durante las pruebas efectuadas con el prototipo a nivel
laboratorio, se observé disminucion significativa de los
parametros fisicoquimicos analizados hasta el dia dos;
durante los demas dias de prueba no se presentaron
variaciones significativas en los andlisis realizados al
agua tratada con las BSR, seglin se muestra en la tabla 2.

. e Tiempo idez :
concons S ™ | i | B S
(dias) CaCo; CaCos Total
ConBSRy |Dia0 3,5 44426 | 1260 2412 |2702,31 | 151,39
?oidg)tec Dia1l 6,56 (190,40 |  189,0 2211 |2383,16 |41,35
€ Dia 2 6,47 190,40 |  189,0 2211 | 2405,76 | 38,46
Dia3 6,64 190,40 | 3150 2211 |2566,74 | 38,78
SinBSRy |Dfa0 3,5 |380,80 0,0 4221 | 2626,05 [ 163,78
gﬁoesd':tec Dia1l 3.96 333,20 0,0 3618 |2609,11 | 125,17
€ Dia 2 3,63 | 380,80 0,0 2412 | 2579,45 |125,0
Dia3 3,35 | 285,60 0,0 1809 |2578,98 |124,0

Tabla 2. Parédmetros fisico-quimicos del agua con tratamiento BSR.

El uso de medio Postage C permitié reducir la fase de
adaptacion de las BSR y mejorar su crecimiento.

En cuanto al comportamiento de los parametros fisico-
qguimicos se observo el incremento en el pH del agua de
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la mina, partiendo de un valor de 3,50 a 6,47 y una
reduccidn de la acidez de 444,26 a 190,40 mg/L CaCO3
con porcentaje de remocion de 42,85%. En cuanto al
hierro total se inicia con un valor de 151,39, quedando
en 38,46 ppm obteniendo una remocién de 74,59% y
con respecto a los sulfatos hubo una disminucién de un
10,97 % de remocion.

4.CONCLUSIONES

Se logro aislar y aplicar las bacterias sulfato reductoras
en las aguas acidas  provenientes de la mina del centro
minero, y realizar ensayos a nivel de laboratorio, que
permiti6 ver la aplicabilidad de un tratamiento No
convencional en los tratamientos de vertimientos acidos

Las pruebas realizadas presentan una reduccién en los
parametros fisicoquimicos por accién del inoculo de las
BSR, sin embargo estos no alcanzan los valores permisi-
bles contemplados en la Resolucidn 631 de 2015 sobre
vertimientos puntuales, por lo que se hace necesario la
implementacion de un tratamiento complementario
para lograr el cumplimiento de la norma.

Para el tratamiento de agua acidas de la mina del Centro
minero es necesario utilizar sistemas complementarios,
como la aplicacién de un consorcio microbiano y/o trata-
mientos fisicoquimicos convencionales, que permitan un
mayor porcentaje de remocion de contaminantes.
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