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GLOSARIO

Drenaje Acido de Mina (DAM)

Es un flujo de agua acido que se genera por la oxidacion de minerales sulfurosos,
caracterizado por un bajo pH y altas concentraciones de metales pesados y sulfatos. Este
fendmeno es un problema ambiental significativo en areas mineras (Rambabu et al.,

2020).

Microcosmo

Sistema experimental que simula las condiciones ambientales de un ecosistema natural
en un entorno controlado. Se utiliza para estudiar la actividad y comportamiento de
microorganismos, como los involucrados en la biorremediacion de drenajes &cidos de

mina (Maisch et al., 2019).

Bioaumentacion
Técnica de biorremediacion que implica la introduccion de microorganismos especificos
en un ambiente contaminado para acelerar la degradacién o transformaciéon de

contaminantes presentes (Gupta & Sar, 2020).

Bioestimulacion
Estrategia que consiste en la adicion de nutrientes o sustratos al ambiente para aumentar
la actividad metabdlica de los microorganismos existentes, mejorando asi la

biorremediacion de contaminantes (Gupta & Sar, 2020).
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Consorcios Microbianos Sulfidogénicos (CMS)
Comunidades de microorganismos que colaboran en la reduccion de sulfato a sulfuro, lo
que facilita la precipitacion de metales en ambientes acidos, como los drenajes acidos de

mina (Christiane Dahl & Cornelius G. Friedrich, 2013; Nancucheo & Johnson, 2012b)

Biorremediacion
Proceso que utiliza organismos vivos, principalmente microorganismos, para eliminar,
neutralizar o transformar contaminantes en el medio ambiente, restaurando asi las

condiciones naturales (Tyagi & Kumar, 2020).

Precipitacion de metales

Proceso mediante el cual los metales disueltos en una solucién acuosa se transforman en
formas solidas e insolubles, facilitando su remocion del ambiente contaminado. Este
proceso es crucial en la remediacion de sistemas de drenaje acido de mina (Le Pape et al.,

2017).
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RESUMEN

Esta investigacion busco determinar la proporcion optima de donadores de electrones y
sulfato para precipitar metales usando consorcios microbianos sulfidogénicos autéctonos
de sedimentos de un DAM en Hualgayoc, Cajamarca. Para obtener los consorcios
microbianos, se realiz6 un ensayo de microcosmos empleando sedimentos de DAM y un
medio de sales (MSM) a pH 3.0 con glicerol y acetato (5 mM) como fuente de carbono.
La precipitacion de metales se evalué en un ensayo de biorremediacién de un DAM
sintético (DAMS, pH 3.27) empleando las siguientes proporciones de donador de
electrones y sulfato: proporcion 1 [0.5 : 1], proporcion 2 [1 : 1], y proporcion 3 [2 : 1].
Los resultados mostraron que la proporcion 1 con glicerol como donador de electrones
fue dptima para la precipitacion de metales, agrupados de la siguiente manera; (i) los que
precipitaron al 100%, como el Zn; (ii) los que presentaron una precipitacion superior al
90%, como el Fe (99.04%), As (95.67%) y Ni (92.21%); (iii) los que alcanzaron una
precipitacion superior al 80%, como el Al (85.24%), Cd (82.67%) y Mn (81.55%); vy (iv)
los que tuvieron una precipitacion inferior al 80%, como el Co (74.33%) y el Mg
(17.78%), ademas de alcanzar un pH final de 6.69. Estos resultados destacan el potencial

de esta proporcion para su aplicacion en la biorremediacion de DAM.

Palabras clave: Consorcio microbiano sulfidogénico, DAM, precipitacién de metales

pesados , ensayo de biorremediacion, bacterias sulfato reductoras
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ABSTRACT

This research aimed to determine the optimal ratio of electron donors and sulfate for
precipitating metals using native sulfidogenic microbial consortia from sediments of an
acid mine drainage (AMD) in Hualgayoc, Cajamarca. To obtain the microbial consortia,
a microcosm assay was conducted using AMD sediments and a mineral salts medium
(MSM) at pH 3.0 with glycerol and acetate (5 mM) as the carbon source. Metal
precipitation was evaluated in a bioremediation assay using synthetic AMD (SAMD, pH
3.27) with the following electron donor and sulfate ratios: ratio 1 [0.67:1], ratio 2 [1:1],
and ratio 3 [2:1]. The results showed that ratio 1 with glycerol as the electron donor was
optimal for metal precipitation, grouped as follows: (i) those that precipitated 100%, such
as Zn; (ii) those with precipitation above 90%, such as Fe (99.04%), As (95.67%), and Ni
(92.21%); (iii) those that achieved precipitation above 80%, such as Al (85.24%), Cd
(82.67%), and Mn (81.55%); and (iv) those with precipitation below 80%, such as Co
(74.33%) and Mg (17.78%), with a final pH of 6.69. These results highlight the potential

of this ratio for application in AMD bioremediation.

Keywords: Sulfidogenic microbial consortium, AMD, heavy metal precipitation,

bioremediation assay, sulfate-reducing bacteria
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CAPITULO I

INTRODUCCION

Los DAM son generados principalmente por actividades antropogénicas, como la
mineria. Se caracterizan por su bajo pH (< 3.0) y altas concentraciones de metales y
sulfatos, constituyendo un gran problema al ser liberados al ambiente (Rambabu et al.,
2020). En Perq, particularmente en Cajamarca, estos DAM son comunes, y los métodos
empleados para su tratamiento (p.e., neutralizacion quimica), suelen ser costosos y poco
sostenibles. Por el contrario, los tratamientos bioldgicos, tales como la aplicacion de
bacterias sulfato reductores acidéfilos (BSR), suelen ser viables debido a que se ha
demostrado su capacidad para generar alcalinidad, reducir el sulfato y precipitar metales
(Johnson & Hallberg, 2005). Sin embargo, la eficiencia de este tipo de tratamiento esta
influenciada por la proporcion de donadores (fuentes de carbono) y aceptores de

electrones (sulfato), lo cual necesita ser estudiado con mayor profundidad.

En procesos de sulfato reduccién para el tratamiento bioldgico del DAM, la proporcion
normalmente empleada entre donador y aceptor de electrones es de 0.67:1. En
experimentos con monocultivos, esta proporcion atiende a una relacion estequiométrica,
sin embargo, en consorcios microbianos sulfidogénicos (CMS), esta misma proporcion
podria ser insuficiente dada la ocurrencia de diferentes especies de microorganismos. Asi
mismo, se desconoce si variar dicha proporcion puede mejorar el proceso de sulfato

reduccion, asi mismo, aumentar la eficiencia en el tratamiento del DAM.

El objetivo de esta investigacion fue determinar la proporcion Optima de donador y

aceptor de electrones para promover la precipitacion de metales mediante la reduccion de



sulfato por CMS acidofilos autoctonos de sedimentos de un DAM localizado en
Hualgayoc, Cajamarca. Se hipotetizd que las proporciones de donadores y aceptor de
electrones de: (i) [0.5: 1.0] y (ii) [1: 1], serian éptimas para la precipitacion de metales
mediada por la sulfato reduccién. Para verificar la hipétesis se utilizd un CMS acidofilo
enriquecido a partir de sedimentos propios del DAM ubicado en Hualgayoc, Cajamarca.
Se evalud la capacidad de precipitar metales y producir alcalinidad en un DAMS que
simul6 las condiciones geoquimicas del DAM original. Se encontr6 que la proporcion 1
es Optima para la precipitacién de metales. Esta investigacion ha logrado determinar la
proporcién de donador y aceptor de electrones dptima para favorecer la precipitacion de
metales mediante la aplicacién de CMS acidoéfilos, estos hallazgos pueden ser aplicados

en futuras investigaciones que busquen la biorremediacion in situ o ex situ de un DAM.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1.  Antecedentes de investigacion

En el afio 2022, con el objetivo de determinar la composicion microbiana de sedimentos
de DAM de tres tuneles de mina de Hualgayoc, Cajamarca, se realizaron ensayos de
microcosmos para describir la actividad metabolica de bacterias sulfato reductoras
acidofilas (BSR) presentes en los sedimentos muestreados. Empleando microcosmos, se
evalud la reduccion de sulfato a bajo pH y se encontré que el hidrogeno fue el donador
de electrones mas favorable. En estos microcosmos los géneros bacterianos mas
abundantes fueron Desulfosporosinus y Desulfovibrio, concluyendo que su investigacién
amplia los filos detectados en ambientes de DAM y contribuye a la comprension de las
BSR aciddéfilas y puede aplicarse en técnicas de biorremediacion (Valdez-Nufiez et al.,

2022).

En el afio 2022, con el objetivo de evaluar la efectividad de la enmienda con glicerol en
la estimulacion de la biosulfidogénesis en ambientes afectados DAM, se realizaron
experimentos de columnas Winogradsky utilizando sedimentos y aguas naturales de
diferentes sitios afectados por DAM (Rio Tintillo y laguna eutréfica Brunita en Huelva y
Murcia - Espafia). Este estudio empleé una concentracion de 18 mM de glicerol y
columnas de Winogradsky control, monitoreando pardmetros fisicoquimicos durante 18
meses de incubacion en oscuridad. Se encontré que las columnas que habian sido
inoculadas con glicerol desencadenaron la produccion de sulfuro (biosulfidogénesis), con
incremento de pH (de 2.8 hasta 6.1, en 3 meses) y precipitacion de Cu, Zn, As y Cd.

Concluyeron que el glicerol favorece la biosulfidogénesis por parte de las bacterias



sulfato reductoras (BSR) autoctonas de sedimentos de DAM, disminuyendo la

concentracion de metales toxicos y elevando el pH en el sistema (Ilin et al., 2022).

En el afio 2022, con el objetivo de caracterizar una nueva especie de bacterias sulfato
reductoras moderadamente acidofilicas, llevaron a cabo un estudio utilizando cultivos
enriquecidos con sedimentos acidos del rio Tinto en Espafia. El disefio del estudio incluyo
la incubacion en biorreactores controlados a pH 3.9 y pH 5.0 para evaluar el crecimiento
y la capacidad de oxidacién completa de &cidos organicos, especificamente del acetato.
Encontraron que la especie identificada, denominada Acididesulfobacillus acetoxydans
gen. nov. sp. nov., no solo crecia en condiciones de bajo pH, sino que también era capaz
de oxidar completamente el acetato a CO, un mecanismo de resistencia al estrés acido
gue no es comun entre otras bacterias sulfato reductoras acidofilicas. Concluyeron que A.
acetoxydans tiene un alto potencial para ser utilizada en la biorremediacién de ambientes
contaminados por drenaje &cido de mina debido a su capacidad para neutralizar la acidez
y precipitar metales a través de la biosulfidogénesis, sin embargo, se necesitarian estudios
adicionales para comprender mejor su aplicabilidad en condiciones naturales (Andrade et

al., 2013).

En el afio 2021, con la finalidad de tratar un DAM sintético, se utilizaron biorreactores de
lecho estructurado de flujo descendente, evaluando el incremento del pH, reduccién de
sulfato y precipitacion de metales. EI DAM sintético fue enriquecido gradualmente con
Co, Cu, Fe, Ni, Mn y Zn, para favorecer la adaptacion de la poblacion microbiana,
utilizando la vinaza de cafia como donador de electrones para el indculo de biomasa
sulfidogénica. Se determind una eficiencia del 55 % y 91 % para la reduccién sulfato,
remocion de Co y Ni superior al 80 %, y una remocion media del 70 % del Fe, 80 % del

Zn, 73 % del cobre y 60% del Mn. Se concluy6 que la reduccion del sulfato favorece la

4



formacion de sulfuros metalicos, los cuales reducen la toxicidad del DAM, y un

incremento del pH hasta 7.5 (Nogueira et al., 2021).

En el afio 2020, a partir de una muestra de sedimento de drenaje acido de la mina
Qibaoshan, China, se enriqueci6 un consorcio bacteriano eficiente para la
biorremediacion de DAM, el cual fue cultivado en un DAM sintético, compuesto por 20
mL de indculo, 0,1 g/L de peptona, 0,1 g/L de glucosa y se simularon las condiciones de
la composicidn in vivo del DAM. El anélisis de comunidades microbianas report6 que los
géneros  bacterianos  dominantes  fueron  Flavocaterium,  Brevundimonas,
Stenotrophomonas y Thermomonas, y se encontré que alcanzaron eficiencias de
remocion de hasta un 99.8 % y 98.9 % para el hierro y manganeso, respectivamente,
durante la fase logaritmica y estacionaria de su curva de crecimiento. Al final del ensayo
también se encontré un incremento del pH de 4.3 hasta 7.2, concluyendo que los
consorcios microbianos tienden a adaptarse a los cambios fisicoquimicos, para seguir con

la reduccion del sulfato (Hou et al., 2020).

En el afio 2020, con el objetivo de caracterizar la fisiologia de un consorcio microbiano,
se desarrollé una estrategia de biorremediacion de ambientes impactados por DAM, a
través del método de microcosmos, sobre el cual se aplico técnicas de bioaumentacion
con bacterias Clostridiales y Bacillales capaces de reducir el Fe®* y sulfato, y técnicas de
bioestimulacién con celulosa, encontrando una reduccion del sulfato en un 97 % y un
aumento del pH hasta 7.5, concluyendo que la bioaumentacion y bioestimulacion son
estrategias exitosas para reducir la concentracion de SO4>"y metales disueltos, ademas de

elevar el pH de un DAM (Gupta & Sar, 2020).

En el afio 2017, con el objetivo de eliminar el arsénico y zinc de un DAM en Francia, se

experimentd con un consorcio bacteriano sulfidogénico (consorcio BSR), obtenido a



partir de sedimentos superficiales de un DAM, se incubé el consorcio BSR por triplicado
en botellas de 1 L que contenian 440 mL de agua de DAM filtrada, suplementada con 0.5
g/L de glicerol, NH4Cl y KoPOa, a un pH de 4.0, monitoreando peridédicamente actividad
microbiana y las concentraciones de As, Zny Fe por 94 dias. Se encontr6 una eliminacion
total de Asy Zn en los medios suplementados con glicerol y tan solo una eliminacién del
50 % en los medios sin glicerol, concluyendo que es posible la eliminacion total de Asy

Zn a través de la utilizacion de un consorcio sulfato reductor (Le Pape et al., 2017).

En el afio 2014, con el objetivo de comparar el rendimiento de un proceso
biosulfidogénico utilizando lactato o glicerol como sustrato para el crecimiento de BSR,
se las cultivaron en reactores de lecho fluidizado, aplicando enmiendas a diferentes
concentraciones de sulfato/lactato y sulfato/glicerol. Se encontrd que para asegurar una
reduccion del sulfato mayor al 90% la relacion molar 6ptima de [sulfato : lactato] debe
ser minimamente de [2.52 : 1], mientras que la relacion molar sulfato/glicerol debe ser de
1.96:1. Se concluyd que el lactato promueve una reaccién sulfidogénica mayor a la
reaccién mediada por el glicerol, sin embargo, el glicerol resulta ser mucho mas

econémico (Bertolino et al., 2014).

En el afio 2014, con el objetivo de determinar la eficiencia de un consorcio de bacterias
sulfato reductoras (BSR) en la produccion de sulfuros para la precipitacion del hierro de
un drenaje &cido de mina (DAM), utilizaron un disefio experimental con biorreactores
anaerobios, empleando muestras de sedimentos de una planta de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) para la elaboracion de columnas de Winogradsky. Estas columnas se
utilizaron para extraer in6culos que se cultivaron en medios ajustados a pH 3, 4, 5y 6.
Los consorcios BSR fueron probados en biorreactores anaerobios que contenian 100 g de

papel higiénico, 200 mL de DAMs y un inéculo de consorcio BSR al 4%. Los resultados



mostraron una eficiencia del 99,63% en la produccion de H-S, lo cual permitio la
precipitacion del hierro. Concluyeron que los consorcios BSR obtenidos de sedimentos
de una planta de tratamiento de aguas residuales tienen un alto potencial para producir

HaS y precipitar metales en un DAM (Cabrera & Orrego, 2014).

En el afio 2013, con el objetivo de evaluar la eficiencia de diferentes sustratos como
donadores de electrones para la produccion de sulfuro biogénico, se formularon medios
de cultivo compuestos principalmente por lodos y sedimentos anaerébicos, enriquecidos
con acetato, lactato, etanol y peptona como sustratos, y sulfato como aceptor de
electrones. Se encontr6 que la relacion mas eficiente entre donador y aceptor de electrones
para la reduccidn del sulfato fue de: 2.5 g/L de acetato y 4000 mg/L de sulfato, alcanzando
una produccion de sulfuro en un 50 %, el segundo donador de electrones més eficiente
fue el lactato, concluyendo que el acetato es un buen donador de electrones con potencial
para la remediacién de DAM que poseen concentraciones altas de metales, SO42- y bajo

pH (Andrade et al., 2013).

En el afio 2010, con el objetivo de aislar bacterias sulfato reductoras acidofilas se tomaron
muestras de sedimentos de efluentes acidos de pH 2.8-3 en el sitio minero Chessy-Lens-
Mines (Francia), dichos sedimentos fueron incubados en anaerobiosis y enriquecidos con
glicerol y sulfato a diferentes concentraciones para realizar pruebas de crecimiento y
determinar la proporcién éptima de estos factores. Encontraron una nueva bacteria sulfato
reductora, con caracteristicas aciddfilas, perteneciente al género Desulfosporosinus y la
familia Peptococcaceae, capaz de crecer a un pH optimo de 5.2 y utilizar una proporcion
Optima de 10 mM de glicerol y 20 mM de sulfato, concluyendo que los sedimentos de
efluentes &cidos son una fuente de microbios autdctonos con potencial para biorremediar

los mismos efluentes &cidos (Alazard et al., 2010).



2.2. Basesteoricas
2.2.1. Microorganismos sulfato reductores

2.2.1.1. Bacterias sulfato reductoras

Las bacterias sulfato reductoras (BSR o SRB por su acronimo en inglés) estan
ampliamente distribuidas (ver Figura 1) y estan presentes en suelos y sedimentos, tienen
la capacidad de obtener energia reduciendo sulfato y convirtiéndolo en sulfuro, este es un
producto final que atrae la atencion de muchos investigadores, por su potencial en
biorremediacion. Las BSR pueden reducir metales toxicos y cambiar su solubilidad,
ofreciendo un método potencial para remediar ambientes contaminados. Las BSR son
eficientes en la remocion de sulfato y metales pesados de aguas residuales de diferentes
industrias, como la mineria. Las BSR han sido estudiadas desde el siglo pasado, pero fue
con la aparicion de la biologia molecular que empezamos a entender su forma de vida y
los mecanismos moleculares que usa para cumplir su nicho ecolégico (Muyzer & Stams,

2008).

Las BSR cumplen un papel fundamental en el ciclo anaerdbico del carbono, y se
clasifican en dos grupos segun el tipo de metabolismo que posean; las BSR oxidantes
incompletas, que degradan compuestos organicos de forma incompleta hasta acetato y
BSR oxidantes completas, capaces de oxidar o mineralizar compuestos organicos hasta
diéxido de carbono, este ultimo grupo tienen la capacidad de utilizar el acetato como
sustrato y usan dos vias para oxidarlo, un ciclo de éacido citrico modificado por
Desulfobacter postgatei y la via del acetil-CoA, empleado por Desulfotomaculum, por
otro lado, Desulfococcus sp., Desulfobacterium sp. y Desulfobacca acetoxidans son

capaces de usar ambas vias (Muyzer & Stams, 2008).



2.2.1.2. Arqueas sulfato reductoras

Estos microorganismos no han sido descritos a profundidad como las BSR, pero se
conoce que tienen la capacidad de utilizar el sulfato como aceptor de electrones, las
enzimas que utilizan para reducir el sulfato tienen una alta identidad genética y estructural

con las empleadas por las BSR.

El metabolismo sulfidogénico compartido por bacterias y arqueas ha dilucidado la
antigliedad y evolucion de este metabolismo, en su mayoria se encuentran en ambientes
termales comportandose como aerobios dentro de consorcios microbianos sulfidogénicos.
Entre las principales archaeas con actividad sulfidogénica podemos encontrar a
Archaeoglobus profundus, Archaeoglobus veneficus, Thermocladium modestius vy
Caldivirga maquilingensis (Figura 1). El descubrimiento de arqueas sulfidogénicas ha
puesto en discusion el cambio de la terminologia general de bacterias sulfato reductoras
a una terminologia mas general como procariotas sulfato reductores 0 microorganismos

sulfato reductores (Muyzer & Stams, 2008).

2.2.1.3.  Consorcios microbianos sulfidogénicos

Un consorcio microbiano sulfidogénico es una comunidad de bacterias y arqueas que
trabajan juntas para oxidar compuestos organicos y reducir sulfato para producir sulfuros
mediante un mecanismo conocido como reduccion desasimilatoria del sulfato. Estos
microorganismos juegan un papel crucial en el ciclo del azufre y la biogeoquimica del
sulfato. Tienen aplicaciones importantes en la biorremediacion de ambientes
contaminados por metales pesados y en la produccion de energia renovable (Nancucheo

& Johnson, 2012b ;Christiane Dahl, 2013).



Los consorcios microbianos sulfidogénicos acidofilos son comunidades especializadas
para prosperar en ambientes acidos, como los DAM que se caracterizan por tener un bajo
pH < 3.0 y altas concentraciones de sulfatos y metales pesados. Estos consorcios
contienen bacterias reductoras de sulfato como las del género Desulfovibrio y
Desulfosporosinus y tienen la capacidad de realizar la reduccion desasimilatoria del
sulfato a bajo pH. Las adaptaciones metabolicas y fisioldgicas de estos organismos les
permiten mantener la homeostasis en ambientes extremadamente acidos, lo que es
esencial para su supervivencia y funcionalidad en estos entornos hostiles (Nancucheo &

Johnson, 2012b).

La formacion de un consorcio sulfidogénico aciddfilo depende de la interaccién entre
diferentes grupos microbianos, cada una con diferentes capacidades de oxidacion y
reduccion de compuestos organicos y sulfurados. En un consorcio sulfidogénico, ciertas
bacterias son capaces de reducir el sulfato y utilizar el sulfuro como fuente de energia,
mientras que otras bacterias reducen el sulfuro a sulfito o sulfato, ciclando de esta manera
el azufre. Esta cooperacion mutua permite a los microorganismos trabajar juntos para
lograr la mineralizacion completa del sulfato y la produccion de sulfuro (Salo &
Bomberg, 2022). La comprensién de cémo funcionan los consorcios microbianos

sulfidogénicos es importante para su aplicacion en la biorremediacion.

2.2.1.4. Metabolismos de la sulfato reduccién

La sulfidogénesis o sulfato reduccion es un proceso bioldgico en el que los
microorganismos, como bacterias anaerobias y arqueas, producen compuestos sulfurosos
a partir de compuestos inorganicos sulfurados. Este proceso es importante en procesos de
biorremediacion ya que los compuestos sulfurados pueden ser utilizados para eliminar

compuestos toxicos en suelos y agua. La sulfidogénesis es una de las herramientas méas
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efectivas en la biorremediacién, especialmente para la eliminacién de metales pesados,
como el mercurio y el cadmio, que son toxicos para los seres vivos que habitan un
ambiente, y su funcionamiento esta explicado por los siguientes mecanismos enzimaticos

(Nancucheo & Johnson, 2012b; Christiane Dahl, 2013).

— 12— Desulfobulbaceae

Desulfobacterium anilini (AJ237601)
Desuifarculus baarsii (AF418174)

-' Syntrophobacteraceae

Desulfomonile limimaris (AF282177)
Desulformonile tiedjei (AM086646) Dattaicotebacterta

a7 : Desulfovitrio spp.

Desulfonatronum lacustre (AF418171)
Desulfonatronum thiodismutans (AF373920)

Desulfonatronum cooperativum (AY725424)
Desulfonatronovibrio hydrogenovorans (X99234)
v Desulforicrobium spp.
Desuifocaldus terraneus (AY464939)

|6~ Desuifohalobium spp.
010 1 Thermodesulfovibrio islandicus (X96726) Nitrospirae
= | Thermodesulfovibrio yellowstonii (AB231858)
———— Desulfosporomusa polytropa (AJ0O06605)
Desulfosporosinus orientis (AJ493052)

[ Desulfosporosinus youngii (DQII7470) e
Desulfosporosinus meridiei (AF076247) Clostridia

|18 __— Desulfotomaculum spp.

Thermodesulfobium narugense (ABO77817) Thermodesulfobiaceae
Thermodesulfobacterium hveragerdense (X96725)
Thermodesulfobacterium thermophilum (AF334601)
Thermodesulfobacterium commune (AF418169) Thermodesulfobacteria
Thermodesulfobacterium hydrogeniphilum (AF33254)
Thermodesulfatator indicus (AF393376)

euapeg

Archaeoglobus profundus (AF297529)
EArchaeogfobus veneficus (AF41818]) Euryarchaeota .,
Archaeoglobus lithotrophicus (AJ299218) 3
(S - Thermocladium modestius (AB005296) 2
Caldivirga maquilingensis (ABOT3926) Crenarchaeota

Figura 1. Arbol filogenético basado en secuencias casi completas de ARN ribosomal 16S
(ARNTr) de especies microbianas reductoras de sulfato (Muyzer and Stams, 2008).
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Enzimologia de las bacterias sulfato reductoras

La dinamica enzimatica que emplean las BSR ha sido descrita de manera muy detallada
en cepas de Desulfovibrio sp. en las cuales se han descrito tres enzimas citoplasmaticas
principales, la ATP sulfurilasa activa el SO4> generado por adenosina 5'-fosfosulfato
(APS) para prepararse para la primera reduccién de dos electrones, el APS luego es
reducido por la APS reductasa, como producto se obtiene sulfito, que se utilizara como
sustrato para la reduccion de seis electrones por la sulfito reductasa, también conocida
como desulfoviridina en las cepas de Desulfovibrio, de esta manera el trabajo conjunto
de cuatro enzimas convierten el SO4* en H,S (Riickert, 2016;Christiane Dahl, 2013). A
continuacion, se presenta la ruta bioquimica de la sulfato reduccién (Rickert, 2016;Rabus

etal., 2015).

Activacion del SO4%, requiere 2 moléculas de ATP y la enzima a sulfurilasa (Sulfato
Adeniltransfersa), esta reaccion requiere de la energia de la hidrdlisis del pirofosfato

inorganico (PPi) formado a ortofosfato (Pi) por una pirofosfatasa:

SO4* + ATP + 2 H* = APS + PPi AG® = 46 kJ/mol ... (1)

PPi+H,0 D2Pi  AG® =22 kJ/mol ... (2)

El par APS=HSO3 tiene un potencial redox de punto medio Eo0 de 60 mV, y esta

reduccion de dos electrones (ecuacién 3) la realiza la enzima APS reductasa (AprBA):

APS + 2+ 2 H* = HSO5 + AMP AG® = 69 kJ/mol ... (3)

Finalmente, el bisulfito se reduce a sulfuro por la sulfito reductasa desasimilatoria
(DsrAB) con la participacion de la proteina pequefia DsrC y el complejo de membrana

DsrMKJOP (o simplemente DsrMK en algunos organismos (Rabus et al., 2015)
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HSO3z +6 e + 6 H" =& HS + 3H20 AG® =172 kJ/mol ...(4)

Donadores de electrones

Son moléculas organicas e inorganicas capaces de funcionar como fuente y sustrato, y al
mismo tiempo como donadores de electrones, que hacen posible la sulfato reduccién, los
mas utilizados en investigacion son el hidrégeno, formiato, metanol, etanol, melaza,
lactato, glicerol, acetato, propionato - butirato, azlcar, hidrocarburos y residuos
organicos. Todos los donadores de electrones afectan de diferente manera la cinética
enzimatica empleada por los microorganismos sulfidogénicos, cuando esta teoria se
extrapola a ensayos de biorremediacion o biorremediacién propiamente dicha, la eleccidn
de un donador de electrones, pasa por el analisis del costo, disponibilidad y eficiencia que
presenta un consorcio microbiano determinado, sin embargo, la relacion estequiométrica
tedrica explica que un mol de SO.* se reduce completamente utilizando 0.67 moles de

un donador de electrones (Liamleam & Annachhatre, 2007).

a. Glicerol

Es un compuesto organico que se ha utilizado como donador de electrones en la sulfato
reduccidn en sistemas microbianos. Esta técnica se basa en la utilizacion de compuestos
organicos para aumentar la produccion de sulfuro y la precipitacién de metales. La
utilizacion de glicerol como donador de electrones permite el crecimiento de bacterias
sulfato reductoras, las cuales son responsables de la reduccion de sulfato a sulfuro
(Liamleam & Annachhatre, 2007). Este proceso es importante en la biorremediacién de
ambientes contaminados con metales pesados y en la produccién de compuestos de

interés comercial.
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b. Acetato

Es un compuesto organico comun que se encuentra en la naturaleza y puede ser utilizado
como donador de electrones en la reduccién de compuestos inorganicos. En la
biotecnologia, el acetato se utiliza a menudo como donador de electrones en procesos
bioldgicos, como la reduccién del sulfato en la produccion de sulfuros y metales. Las
bacterias capaces de utilizar el acetato como donador de electrones son conocidas como
bacterias acetato-oxidadoras y pueden ser encontradas en una amplia variedad de
ambientes, incluyendo ambientes de aguas residuales y de mineria. La utilizacién del
acetato como donador de electrones en procesos biolégicos es importante debido a su
abundancia y disponibilidad, lo que lo convierte en una opcién atractiva para la
produccion de productos valiosos a partir de compuestos inorganicos (Liamleam &

Annachhatre, 2007).

c. Lactato

Es un compuesto organico comunmente utilizado como donador de electrones en
procesos bioldgicos de descomposicion. Es producido por bacterias fermentativas en la
descomposicion de azlcares y segun la naturaleza anaerdébica o aerdbica del ambiente
puede ser utilizado como fuente de energia o descompuesto. En sistemas anaerobicos, el
lactato es oxidado por bacterias lactato-dependientes y se utiliza como fuente de energia
y carbono. En procesos de sulfato-reduccion, el lactato es utilizado como donador de
electrones para la reduccion del sulfato a sulfito y sulfuro (Liamleam & Annachhatre,

2007).

Sulfato como aceptor de electrones
Es una sal anidnica que contiene el ion sulfato (SO4%*"), se encuentra distribuido

ampliamente en la naturaleza en minerales como el yeso, es uno de los principales
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contaminantes de los drenajes acidos de mina, ademas cumple la funcion de ser el Gnico
aceptor final de electrones para microorganismos sulfidogénicos, debido a que es el
sustrato de este metabolismo y su reduccion les provee de energia. Por estas razones el
sulfato es un compuesto crucial en la obtencion de consorcios microbianos y ensayos de

biorremediacion (Muyzer & Stams, 2008).

2.2.2. Métodos de estudio de microorganismos sulfato reductores

2.2.2.1.  Métodos dependientes de cultivos

a. Microcosmos de sedimentos

Esta técnica implica la recoleccion de sedimentos ricos en materia organica y su
transferencia a un recipiente cerrado con un medio de cultivo capaz de proporcionar los
nutrientes necesarios para el crecimiento y la actividad de las bacterias sulfidogénicas,
mientras que limita el crecimiento de bacterias no deseadas. Los microcosmos son
sistemas sellados herméticamente, durante su periodo de incubacion los resultados
positivos de esta técnica tornan los sedimentos en colores negruzcos, los cuales reflejan
la produccion de sulfuro como producto final. La ventaja de los microcosmos es que a
partir de ellos es posible aislar cepas individuales y estudiarlas en detalle, para entender
la diversidad genética y la fisiologia de las bacterias sulfidogénicas y como interactian

en un consorcio (Chai et al., 2023).

b. Enriguecimiento en serie

Es una técnica en la que una muestra es diluida y cada dilucién se agrega a un medio de
cultivo especifico. Esta técnica permite a los microorganismos de interés crecer en un
ambiente favorable y multiplicarse hasta alcanzar densidades detectables (Chai et al.,

2023).
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b. Enriquecimiento selectivo:
Es una técnica en la que se utiliza un medio de cultivo que favorece el crecimiento de los
microorganismos sulfidogénicos y al mismo tiempo inhibe el crecimiento de otros

microorganismos no deseados (Chai et al., 2023).

c. Enriguecimiento por sustrato
Se utiliza para enriquecer consorcios microbianos que utilizan un sustrato especifico para
su crecimiento y metabolismo. Por ejemplo, se puede enriquecer un consorcio de

bacterias sulfidogénicas agregando sulfato como sustrato (Chai et al., 2023).

d. Enriquecimiento por condiciones ambientales

Es una técnica en la que se ajustan las condiciones ambientales, como el pH, la
temperatura y la presencia de oxigeno, para favorecer el crecimiento de los
microorganismos sulfidogénicos. Un ejemplo son los DAM, los cuales son soluciones
que se utilizan como medios de cultivo para simular las condiciones ambientales de los
drenajes acidos de las minas. Este medio contiene compuestos quimicos que simulan un
ambiente acido y rico en sulfatos y metales pesados, que son ideales para el crecimiento
de consorcios microbianos sulfidogénicos y la determinacion de su eficiencia en

biorremediacion (Bekmezci et al., 2011).

2.2.2.1.1. Métodos independientes de cultivos

a. Analisis de composicion microbiana

Es una técnica que permite evaluar la diversidad y abundancia de los microorganismos
presentes en un consorcio. Esta técnica se basa en la secuenciacion de amplicones de los
genes ARNr 16S para identificar a los microorganismos presentes en el consorcio y
estimar su proporcion relativa respecto a otros microorganismos. El analisis de la

composicion microbiana de consorcios microbianos es una herramienta valiosa para
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entender la dinamica de las comunidades microbianas en diferentes ambientes y para
descubrir las relaciones ecoldgicas y funcionales entre los microorganismos en el
consorcio. Ademas, esta técnica es til para evaluar la estabilidad y resistencia de los
consorcios microbianos en diferentes condiciones ambientales y para optimizar la
eficacia de procesos biotecnoldgicos que dependen de consorcios microbianos (Chai et

al., 2023).

2.2.3. Precipitacion de metales por consorcios microbianos sulfidogénicos

2.2.3.1. Biorremediacion por CMS

La biorremediacién es un proceso que utiliza organismos vivos, principalmente
microorganismos, plantas verdes y sus enzimas, para eliminar, degradar, mineralizar,
transformar y detoxificar los contaminantes ambientales y los componentes peligrosos de
los residuos ambientales en formas inofensivas o menos toxicas durante el tratamiento de
sitios contaminados, con el fin de devolverlos a su condicion original. La biorremediacion
se ha utilizado con éxito en aplicaciones a gran escala y pequefia escala, y se puede aplicar
en la limpieza de agua subterrdnea contaminada, suelo, lagunas, corrientes de residuos y

lodos (Tyagi & Kumar, 2020).

Existen mas de veinte metales pesados toxicos, como el plomo, niquel, zinc, cromo,
cadmio, cobre, arsénico, plata, mercurio, arsénico y uranio, debido a su alto grado de
toxicidad. La contaminacion del suelo, aguas superficiales y aguas subterraneas por
metales pesados se ha convertido en un grave problema ambiental en todo el mundo,
debido a que los metales pesados pueden acumularse en el ambiente y afectar al
ecosistema. Por esta razén, su eliminacion de medios impactados es imprescindible. En
el mundo, las fuentes mas comunes de contaminacién por metales pesados son los
drenajes acidos de mina (Le Pape et al., 2017).
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La biorremediacion de metales implica la utilizacion de sistemas bioldgicos como
hongos, bacterias, arqueas y plantas capaces de adsorber, absorber, complejar o
inmovilizar estos elementos toxicos. Sin embargo, se ha demostrado que los organismos
que acttan de manera individual tienen menor posibilidad de adaptarse a la toxicidad que
genera el metabolismo de metales, frente a grupos de microorganismos que actlian en
sinergia, favoreciendo el nicho ecoldgico de todos. Esto es lo que llamamos consorcios
microbianos, y aplicado a la biorremediacion de DAM serian CMS acidofilos, los cuales
pueden ser afiadidos por bioaumentacion. Por ejemplo, en el caso de tener una cepa
determinada con un alto potencial para precipitar metales, su cultivo podria ser
bioaumentado con bacterias nativas del medio impactado para favorecer la aclimatacion
de la cepa principal. Ademas, se pueden aplicar técnicas de bioestimulacion, afiadiendo
sustratos que favorezcan la capacidad de los organismos implicados. Las investigaciones
relacionadas con la biorremediacion de metales pesados han reportado una eliminacion
del 100 % de Asy Zn, y un 99,3 % de metales pesados como Fe, Zn, Cd, Cu, By Cr (Le

Pape et al., 2017).

2.2.3.2.  Mecanismos biolégico para la precipitacion de metales

Los microorganismos reductores de sulfato utilizan el SO4* como aceptor de electrones.
El producto de su reduccién es el sulfuro de hidrégeno (H2S) (Muyzer & Stams, 2008),
que es un gas incoloro, inflamable y de olor fétido, similar al olor de huevos podridos; en
altas concentraciones, puede ser venenoso. Las especies quimicas en las que lo podemos
encontrar en la naturaleza dependen del pH del medio en el que se encuentre. Esta
molécula tiene la capacidad de enlazarse a metales, formando sulfuros metélicos que, en
medios acuosos, precipitan. Cuando esta reaccion ocurre acoplada a donadores organicos
de electrones, también se liberan iones bicarbonato, los cuales promueven la

alcalinizacién de un medio acido, como lo son los DAM. A continuacion, se presenta la
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dindmica quimica sobre la precipitacion de metales mediada por el H2S (Kaksonen &
Puhakka, 2007).
2 CH20 + SO4* — H2S + 2 HCOs
La reaccion quimica general para la precipitacion de metales se representa de la siguiente
manera:
H2S + M?*— MSs) + 2H*
Donde, M?* es un metal: Zn?*, Cu?*, Ni%*, Co?*, Fe?*, Hg?*, Pb?*, Cd?*, 0 Ag".
La precipitacion de metales desprende iones hidrogeniones que tiende a acidificar el
medio, frente a este suceso los iones bicarbonato neutralizan estos protones formado
didxido de carbono y agua
HCO®* + H" — COzg + H20
OH + H' — H?0
Bajo esta ruta metabdlica se fundamenta el potencial de las microorganismos sulfato
reductores o sulfidogénicos, para ser aplicadas en técnicas de biorremediacion de DAM

(Rabus et al., 2015).

2.2.3.3. Ventajas de la biorremediacion de metales mediante CMS

La biorremediacion de metales presenta varias ventajas sobre las técnicas convencionales
de remediacion, como su capacidad para aplicarse directamente en los sitios
contaminados, eliminar permanentemente los metales pesados y otros contaminantes
acompafantes como el sulfato. Ademas, puede ser realizada a gran escala, es econémica
o0 de bajo costo para su aplicacion, permite recuperar metales valiosos, es amigable con
el medio ambiente y aceptada por el publico. En comparacion con métodos fisico-
quimicos, que son mas costosos y menos aceptados debido a los contaminantes peligrosos

que generan, como los lodos (Tyagi & Kumar, 2020).
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La biorremediacion de metales pesados tiene algunas complicaciones metodoldgicas,
como la imposibilidad de degradar ciertos compuestos toxicos, como el acetato, y la
produccion de subproductos toxicos como resultado del metabolismo de los
contaminantes. Ademas, es un proceso cientifico muy riguroso, ya que se requieren
estudios previos sobre las condiciones del medio impactado para determinar cuales son
las mejores condiciones en las cuales deben desarrollarse los microorganismos a utilizar

(Tyagi and Kumar, 2020).

2.2.3.4. Relacion donador-aceptor de electrones en la precipitacion de metales

La relacion donador-aceptor de electrones es fundamental en la biorremediacion de
DAM, dado que regula la eficiencia de los procesos bioquimicos implicados en la
precipitacion de metales pesados y la neutralizacion del pH. Las bacterias sulfato
reductoras (BSR) acidofilas, que desempefian un papel central en estos procesos,
requieren un equilibrio adecuado entre los donadores de electrones, como el acetato o el
glicerol, y el sulfato, que actGa como aceptor de electrones. Este equilibrio permite
optimizar la reduccién del sulfato a sulfuros, facilitando asi la precipitacién de metales
como el hierro, zinc, cadmio, etc., reduciendo la toxicidad del DAM. La proporcién
Optima de estos componentes varia segun las condiciones del DAM, pero es crucial para

maximizar la eficiencia de la biorremediacion (Bertolino et al., 2014).

El ajuste de la proporcion entre donadores y aceptores de electrones puede mejorar
significativamente la actividad metabdlica de las BSR, lo que a su vez aumenta la
eficiencia de los procesos de biorremediacion. Teoricamente, la reduccion de 1 mol de
sulfato requiere 0,67 moles de demanda quimica de oxigeno o equivalentes de donadores
de electrones, lo cual lleva a plantear la proporcion teérica ideal de [0.67:1] para reducir
completamente un mol de sulfato (Liamleam & Annachhatre, 2007). En el aspecto
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practico del enriquecimiento de CMS acidofilo, otras investigaciones han encontrado
otras proporciones dptimas que se relacionan con la produccion de sulfuro (Bertolino et
al., 2014;Andrade et al., 2013); sin embargo, el estado del arte sobre las proporciones
Optimas entre donador y aceptor de electrones en un ensayo de biorremediacion sobre un

DAM es escaso. |

2.2.3.5. Factores que afectan la precipitacion de metales

Presencia de coloides portadores de metales

Los coloides y las nanoparticulas que contienen metales (particulas de menos de 1 um 'y
0,1 pum, respectivamente) son productos comunes durante la produccion de sulfuro
biogénico(Mansor, Berti, et al., 2019) (Mansor, Winkler, et al., 2019)(Mansor & Xu,
2020) . Estos coloides con metales no son deseables en la biorremediacion dado que
muestran una mayor capacidad de sorcion, movilidad y biodisponibilidad (toxicidad) en

relacion con las particulas méas grandes (Ubaid et al., 2020 ; Mansor & Xu, 2020).

2.2.3.6. DAM como fuente de metales

Los Drenajes Acidos de Mina (DAM) son una seria preocupacion ambiental, ya que se
forman aceleradamente debido a la actividad minera. Se caracterizan por tener un pH
acido y concentraciones elevadas de sulfato y metales pesados. La formacion de los DAM
resulta de la oxidacion de las rocas sulfuradas cuando estas estan expuestas al oxigeno,
agua o aire humedo. La cantidad de DAM producida depende del volumen de roca
sulfurada extraido, la superficie expuesta al aire y la cantidad de agua que entra en
contacto con la roca sulfurada. Este fenébmeno puede perdurar por afios, incluso después

del cierre de una mina (Souksen J. et al., 1998).
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Las fuentes mas importantes de emision de DAM incluyen pilas de residuos, pilas de
lixiviacion, embalses de relaves, minas subterrdneas, minas a cielo abierto, carreteras
construidas, rellenos y represas (Dhir, 2018). Es necesario destacar que las fuentes de
metales pesados son minerales (Tabla 1), cuya oxidacidén permite su liberacién, y este

fendmeno facilita su acumulacién y toxicidad (Souksen J. et al., 1998).

Tabla 1. Fuente mineral de metales tipicos de un DAM (modificado de Souksen J. et al.,
1998)

Metal Fuente Formula Quimica Nombre comun

Fe sulfuro de hierro FeS2 pirita

Zn sulfuro de zinc ZnS esfalerita

Mn silicato de manganeso MnSiOs rodonita

Al silicato de aluminio Al2Si205(0H)4 caolinita

Silice dioxido de silicio SiO2 cuarzo

Ca carbonato de calcio CaCOg3 calcita

Si dioxido de silicio SiO2 cuarzo

Mg carbonato de magnesio MgCOs magnesita

Cu sulfuro de cobre y hierro CuFeS; calcopirita

As sulfuro de hierroy FeAsS arsenopirita
arsénico

P fosfato de calcio Cas(POa)3 apatita

K cloruro de potasio KCI silvina

Cd sulfuro de cadmio Cds greenockita

Ni sulfuro de niquel y hierro (Fe,Ni)oSs pentlandita

Co sulfuro de cobalto y CoAsS cobaltita
arsenico

Ga elemental Ga no tiene fuente

mineral especifica

Na Silicato de sodio y NaAlSizOs albita

aluminio
2.2.3.7. Etapas y quimica de la formacion de los DAM (Jiao et al., 2023)

Etapa |. La acidez generada es rapidamente neutralizada en las etapas iniciales cuando la
roca que contiene minerales sulfurados es expuesta al oxigeno y al agua. El drenaje de
agua es casi neutro. Mientras se produce la oxidacién de los minerales sulfurosos, existe

suficiente alcalinidad disponible como para neutralizar la acidez y precipitar el hierro en
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forma de hidréxido. Minerales carbonatados como la calcita, se encargan y neutralizar la

acidez, bajo estas condiciones la oxidacion y pirita es lenta.

Etapa Il. Se agotan los minerales carbonatados, e inicia la disminucion del pH del agua,
cuando este parametro alcanza los 4.5, inician reacciones de oxidacion quimicas y
bioldgicas, aumentando la concentracién de sulfato y iones ferroso, llevando el pH por

debajo de los 3.5.

Etapa I1l. El hierro ferroso se convierte en hierro férrico por oxidacion bioldgica, al
mismo tiempo sustituye al oxigeno como principal oxidante, en esta etapa la oxidacion

bioldgica aumenta de 10 a un millon de veces la cinética de la oxidacion quimica.

La dindamica quimica que da lugar a la formacion de un DAM depende de factores
externos a la composicion minera, hablamos de la diversidad microbiana, pH del agua y
la temperatura. La reunién de todos estos factores, dan lugar a las siguientes reacciones
quimicas:
Oxidacion de la pirita, este sulfuro es oxidado por el oxigeno formando sulfato, hierro
ferroso y iones hidrogeniones.

2FeS; + 70, + 2H,0 2 Fe?* + 4S04 + 4H*
El hierro ferroso reacciona con el oxigeno y es oxidado a hierro férrico

4Fe?* + Oy + 4H* =2 4Fe** + 2H,0

A un pH superior a 3.5 el hierro férrico precipita como hidréxido férrico, esta reaccion le
confiere la caracteristica visual de un rojo ladrillo caracteristico de los DAM, esta
reaccion libera més iones hidrogeno.

Fe*3 + H20 =2 Fe (OH)s + 3H*
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La liberacion de iones hidrogeno de la primera y segunda reaccion tienden a acidificar el
pH, cuando se llega a niveles por debajo de 3.5 el hierro férrico deja de precipitar y

sustituye al oxigeno como principal oxidante del mineral sulfurado.

FeS, + 14 Fe3* + 8 H,O = 15 Fe?* + 2 SO4* + 16 HY

2.2.3.8. Factores implicados en la formacion de DAM

La oxidacion de la pirita es mas efectiva y rapida en ambientes con un pH superior a 4.5.
Sin embargo, cuando el pH desciende por debajo de 4.5, el oxigeno pierde su eficacia y
el hierro férrico se convierte en el oxidante principal, pero su proceso es mas lento. En
estas condiciones, los microorganismos se apoderan del medio y aceleran la oxidacion de
la pirita a través de una reaccion bioldgica. Esta reaccion es sostenible en el tiempo debido
a la capacidad de los microbios de tolerar bajos niveles de pH; ahi radica la peligrosidad

y persistencia de los DAM (Jiao et al., 2023).

La temperatura es un factor importante en la cinética de estas reacciones. En teoria, la
velocidad de reaccidn se duplica por cada 10 °C. La oxidacion de la pirita es una reaccién
exotérmica; el calor que desprende esta reaccion es absorbido por el medio circundante.
Visto de otra manera, la oxidacion de la pirita promueve la aceleracion de la misma
reaccién por elevacién de la temperatura. A temperaturas elevadas, la cinética es rapida,
mientras que a bajas temperaturas estas reacciones son poco eficientes y se evidencia una
reducida oxidacion de la pirita. Por debajo de los 4 °C, la reaccion es casi imperceptible

y puede ser discriminada (Jiao et al., 2023).
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2.2.3.9. Manejo de la formacion de DAM

La prevencion, abatimiento y mitigacion son los enfoques para el control de un DAM. La
prevencion habla de evitar la formacion de un DAM, mientras que el abatimiento y
mitigacion se emplean después de la formacion de un DAM. La prevencion tiene que ver
con la limitacion e impedimento de la reaccion de oxidacion de la roca sulfurada para
evitar la acidificacién del agua. Esto se puede lograr mediante la eliminacion de sulfuros
0 evitando su contacto con el oxigeno a través de una mezcla de cal y concreto. Aunque
este método no es eficiente a largo plazo, por ello se opta por utilizar cubiertas y sellos
que limitan la disponibilidad de oxigeno, evitando asi que el pH se reduzca por debajo de
4.5. En estas condiciones, la ausencia de oxigeno inhibe la oxidacién de la pirita, pero
este sistema no funciona a largo plazo, pues no existe un material que impida el ingreso
de aire 0 agua de manera perenne. El concreto, por ejemplo, tiende a agrietarse, o las
raices de las plantas tienden a reducir su resistencia. Mitigar los efectos de un DAM pasa
por el control de la migracion del agua, es decir, evitar que corrientes de agua tengan
contacto con las rocas sulfuradas. Esto se realiza a través de zanjas y canales alternativos.

También se puede interceptar el agua subterrdnea (Chaparro, 2015).
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CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

3.1.  Nivel de investigacion
Explicativo: Esta investigacion busco entender las relaciones de causa y efecto entre las
concentraciones de donadores de electrones y sulfato sobre la precipitacion de metales

por los CMS.

3.2.  Tipoy disefo de estudio

3.2.1. Tipo de investigacion

Basica: Esta investigacion se avocd a generar nuevos conocimientos acerca de la
proporcion optima entre donador de electrones y sulfato que favorecen la precipitacion

metales mediada por los CMS.

3.2.2. Disefio de investigacion
Experimental: En esta investigacion se manipularon las variables de concentraciones de
donadores de electrones y sulfato, para observar sus efectos en la precipitacion de metales

por los CMS.

3.3.  Material biologico
En esta investigacion se utilizaron muestras de sedimentos que contienen microrganismo

sulfato reductores, provenientes del DAM localizado en Hualgayoc, Cajamarca.

3.4.  Localizacion y descripcion del sitio de muestreo
La presente investigacion se desarroll6 partiendo del muestreo de sedimentos en un tunel

de minero, ubicado en el distrito de Hualgayoc, Cajamarca, con coordenadas 6440
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47.24008S, 78380 24.21000. EI tinel minero genera DAM en su interior en dos puntos

donde se recolectaron las muestras: PM1 a 150 m y PM2 a 300 m (Figura 2).

Minera

% Colquirrumi
NGO&)

Puntos de

muestreo

Figura 2. Ubicacion de los puntos de muestreo para colecta de sedimentos de DAM. A)
Ubicacion geogréfica de los puntos de muestreo B) Punto de muestreo PM1, C) Punto de
muestro PM2.

3.5.  Coleccidn de muestras y analisis fisicoquimico

Las muestras de sedimento se recolectaron por triplicado, extrayendo el sedimento
ubicado debajo de la fase acuosa del DAM mediante jeringas estériles de 60 mL, las
cuales se llenaron completamente y se sellaron con parafilm. Las muestras colectadas se
almacenaron en condiciones anoxicas dentro de una jarra de anaerobiosis rectangular,
utilizando un sistema AnaeroGen (Oxoid, Reino Unido). Las muestras fueron
transportadas en un cooler con hielo hasta el Laboratorio de Biotecnologia Molecular de
la Universidad Nacional de Cajamarca. Las muestras fueron almacenadas a 4°C hasta su
uso.

Pardmetros como el pH y potencial redox fueron medidos in situ empleando un
potenciometro Hanna H12002 y un electrodo de HI111310 con una referencia de Ag/AgCl.

El examen de metales totales fue realizado por la empresa SGS del Pert S.A.C. Para ello,
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se colectaron muestras de 200 mL de la fase acuosa del DAM en botellas esteriles, las
cuales fueron almacenadas dentro de un cooler a 4°C, para luego transportar la muestra

hasta la empresa indicada.

3.6.  Ensayo de microcosmos para la obtencién de CMS aciddfilos.

Para la obtencién de CMS aciddfilos, se emplearon muestras de sedimentos &cidos (pH <
2.5) colectados del tanel minero antes mencionado. Los CMS aciddfilos se obtuvieron
mediante un ensayo de microcosmos empleando un medio de sales minerales (MSM)
siguiendo el procedimiento descrito por Valdez-Nufiez et al., (2022). EIl pH del medio de
cultivo fue ajustado a 2.5 utilizando HCI o NaOH antes de la esterilizacion en autoclave
(121 °C a 1 atm durante 20 min). Los microcosmos se desarrollaron por triplicado.
Posterior a la esterilizacion por autoclave, se adiciono acetato y glicerol (5 mM) como
donadores de electrones y fuente de carbono a partir de una solucion stock anaerdbica de

1M.

Las botellas fueron rotuladas seglin el donador de electrones, con acetato “AceMix” y a
con glicerol “GlyMix” y se incubaron de forma estatica en oscuridad a 30 °C durante un
minimo de 20 dias. Transcurrido el tiempo de incubacidn, se colecté 5 mL de cada cultivo
de enriquecimiento y se inocul6 en un medio de cultivo fresco (primera transferencia). Se

realizaron hasta 3 transferencias.

3.7.  Medicion de parametros fisicoquimicos

3.7.1. Monitoreo de pH y potencial de 6xido — reduccion (ORP)

El pH y el ORP fueron monitoreados periédicamente cada 7 dias en los microcosmos,
usando un equipo multipardmetro (Hanna instruments). Previamente se agit6 cada botella

para obtener muestras homogéneas. Las mediciones se realizaron en el interior de una
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bolsa de plastico anaerdbica para asegurar un sistema reductor similar al del interior de

cada microcosmo del ensayo de biorremediacion.

3.7.2. Cuantificacion de sulfuros biogénicos

El sulfuro disuelto se monitored cada 7 dias, empleando el ensayo de azul de metileno
sugerido por (Cline, 1969). La medicién de sulfuro libre se realiz6 empleando un
fotometro (Spectroquant Move 100, Merck), preparando un blanco en cada medicion y la

cuantificacion de cada muestra tomada.

3.8. Ensayos de precipitacion de metales empleando diferentes proporciones de
donador de electrones y sulfato

3.8.1. Formulaciony preparacion de un DAMs

Este medio de cultivo consistio en una solucion de metales (MS) y una solucion de hierro
(1S). Para la MS se afiadieron las sales de acuerdo con la Tabla 2. Se utiliz6 un agitador
magnético a 600 RPM para disolver uniformemente las sales. EI pH de esta solucion fue
estandarizado a ~3.0 después de la mezcla. Se almacend la solucion a temperatura
ambiente en una botella Schott de 1000 mL. Para la IS, se afiadié 324.70 mM (45.137 g)

de FeS0O4.7H20, una vez mezclada la solucion se dejo reposar.

Se llenaron 500 mL de dH2O en una botella Schott de 1000 mL y se siguid el
procedimiento para la preparacion del MSM (ver seccion 3.5.) con la diferencia de que la
MS e IS fueron agregadas (10 %v/v). Finalmente se estandarizé una concentracién final

de 50 mM de sulfato. Se afor6 el volumen hasta 770 mL.
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3.8.2. Configuracion del experimento

El ensayo se configuro en 2 lotes, uno con acetato y otro glicerol como fuente de carbono
y donador de electrones. Asi también, en cada lote se empled 3 proporciones diferentes
de donador y aceptor de electrones, las cuales fueron: (i) [0.5: 1], (ii) [1 : 1], y (iii) [2:1],
correspondiendo cada una a la concentracion milimolar de: (i) [23.84 : 47.68], (ii) [47.68
. 47.68], (iii) [71.52 : 47.68]. El ensayo se realiz6 por triplicado y el esquema de

tratamientos se realizé de igual forma para ambos donadores de electrones (tabla 3).

Tabla 2. Tratamientos formulados para el ensayo de precipitacion de metales

Tratamiento Nombre largo Nombre
corto
Proporcion 1 — Ace 1 P1A1
PAr gi-[g;’)rr?l Proporcion 1 — Ace 2 P1A2
P Proporcion 1 — Ace 3 P1A3
Proporcion 1 —AceC  P1AC
Proporcion 2 — Ace 1 P2A1
Fﬁ: gi-xi‘gr?z Proporcion 2 — Ace 2 P2A2
P Proporcion 2 — Ace 3 P2A3
Proporcion2—Ace C ~ P2AC
Proporcion 3 — Ace 1 P3A1
F;Ar\gEo-[g;’)rr?:% Proporcion 3 — Ace 2 P3A2
P Proporcion 3 — Ace 3 P3A3
Proporcion 3 — Ace C P3AC
Proporcion 1 —Gly 1 P1G1
SLICER,OLl Proporcion 1 — Gly 2 P1G2
roporcion Proporcion 1 — Gly 3 P1G3
Proporcion 1 - Gly C P1GC
GLICEROL Proporc!gn 1-Gly1 P2G1
Pronorcion 2 Proporcion 2 — Gly 2 P2G2
P Proporcién 2 — Gly 3 P2G3
Proporcion 2 —Gly C P2GC
GLICEROL Proporc!gn 3-Gly1 P3G1
Pronorcion 3 Proporcion 3 — Gly 2 P3G2
P Proporcion 3 — Gly 3 P3G3
Proporcion 3 - Gly C P3GC
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Una vez constituido el medio de cultivo se procedié a realizar la adicion de los CMS
acidofilos al medio DAMs. El incremento de pH, la reduccion de sulfato y la generacion
de sulfuros metélicos fueron considerados como parametros positivos para la
biorremediacion del DAMs. Después de 28 y 84 dias se realizd una segunda y tercera
inoculacién, respectivamente (bioaumentacion). Las botellas se incubaron estaticamente

en oscuridad a 30 °C durante 140 dias.

3.8.3. Analisis geoquimico durante el ensayos de precipitacion de metales

3.8.3.1. Andlisis fisicoquimicos y cuantificacion de sulfuros biogenicos
El pH, ORP y cuantificacion de sulfuros se monitoreo periodicamente cada 7 dias como

se indica en la seccién 3.6.

3.8.3.2. Preparacion de muestras para la cuantificacion glicerol y sulfatos

Para estos andlisis, las muestras fueron colectadas periddicamente cada 14 dias. Las
muestras (1 mL) se filtraron (mediante filtros de jeringa de nailon de 20 pum)y se
conservaron en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL. La cuantificacién de sulfato se
realiz6 mediante cromatografia i6nica a través de un sistema DIONEX ICS-5000®,
equipado con un autosampler Dionex® AS-AP y conectado a un supresor Dionex®
(AERS 500 4 mm) y un detector de conductividad Dionex ICS-5000+® de Thermo
Scientific. La cuantificacion de glicerol y acetato se realizaron por HPLC. Las muestras
fueron analizadas en el Laboratorio de Geomicrobiologia, de la Universidad de Tlbingen
(Alemania), asi como en el laboratorio de Biomineria y Microbiologia de Extremofilos,

de la Universidad San Sebastian (Chile).
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3.8.3.3. Preparacion de muestras para la cuantificacion metales disueltos.

Estas muestras fueron colectadas periddicamente cada 14 dias. Se colectd y filtr6 1 mL
en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL, adicionalmente cada muestra fue acidificada con
una gota de HNOzy se desgasificaron insuflando N2 durante 5 minutos para garantizar la
eliminacién completa del sulfuro. La cuantificacion de metales disueltos se realizd
utilizando un Espectrometro de Masa con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS
Agilent 7900). Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Geomicrobiologia,
de la Universidad de Tubingen (Alemania), asi como en el laboratorio de Biomineria y

Microbiologia de Extremdfilos, de la Universidad San Sebastian (Chile).

3.8.3.4. Andlisis de coloides portadores de metales

Para comprobar su presencia, se tomaron muestras bajo condiciones anaerobicas y se
filtraron en paralelo a través de filtros de tamafio de poro de 1 um, 0,45 pum y 3 kDa
(aprox. 1 nm). La distribucion del tamafio de las particulas en la fraccion < 1 um se midié

a través de la dispersion de luz dinamica (DLD) en el Zetasizer Nano ZS.

3.8.4. Analisis molecular

3.8.4.1. Extraccion de ARN

El ARN se extrajo de los ensayos de precipitacion de metales cada 5 dias. Las
repeticiones de cada ensayo de precipitacion de metales (teniendo en cuenta el donador
de electrones) con el mejor incremento de pH, reduccion de sulfato y produccion de
sulfuro metélico fueron objeto de este analisis. Se colectaron 2 ml de muestra de cada
botella y se centrifugaron a 11200 g durante 10 min a 4 °C, luego se desech¢ el
sobrenadante y el pellet celular se almacend¢ a -80 °C. ElI ARN total se extrajo segun el

método de Lueders et al., 2004, en el laboratorio de “Biologia Molecular” de la
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Universidad de Tubinguem (Alemania). EI ADN se elimind con el kit TURBO DNA-
Free (Invitrogen, USA), y la PCR confirmo la eliminacion exitosa del ADN con primers
bacterianos universales como se ha descrito en otros estudios (Huang et al., 2021; Lueders
et al., 2004). La calidad del ARN se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al
1 % (p/v) y la concentracion de ARN se cuantific6 mediante espectrofotometria en un
fluorofotometro Qubit 2.0 (Invitrogen, USA). EI ADN complementario (ADNCc) se
sintetiz6 a partir de 0,5 g del ARN previamente aislado. Las reacciones de transcripcion
inversa se realizaron con SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA)

siguiendo las instrucciones del manual utilizando primers de hexdmeros aleatorios.

3.8.4.2. gPCR

Este analisis se realizo en el laboratorio de “Biologia Molecular” de la Universidad de
Tubinguem (Alemania), con la finalidad de cuantificar la abundancia y la actividad
transcripcional del gen dsrA relacionado al proceso de reduccion del sulfato en los
microcosmos y en los ensayos de precipitacion de metales . Se utilizé un par de primers
especificos para el gen dsrA que codifica para la subunidad A de la sulfito reductasa
desasimilatoria:  dsrR:  5'-GTGTAGCAGTTACCGCA-3" 'y  dsr2060F:  5'-
CAACATCGTYCAYACCCAGGG-3’ (Geets et al., 2006). Se utiliz6 el SsO Advanced
Universal SYBR Green Super Mix (Bio-Rad, USA) en un equipo CFX96 Touch Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad, USA). El analisis cuantitativo de las muestras se
realizo por triplicado utilizando 10 uL. como volumen total de reaccion para la PCR. La
mezcla de PCR estuvo compuesta por 5 pmol de primers dsrA y 2 ul de ADNc como
templado. Los detalles de las condiciones de amplificacion se especificaron en Gupta &
Sar, (2020). Después de la amplificacion por ciclos térmicos, se desarrollé una curva de

fusion (melting curve) para comprobar la especificidad de la PCR. La observacién de un
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solo pico predominante indico la especificidad del producto de PCR (Liu et al., 2016). Se
construyeron curvas estandar con diluciones en serie de cantidades conocidas del gen
dsrA, que se amplificaron con los primers dsr4R y dsr2060F de un cultivo puro de
Desulfosporosinus sp. Los amplicones se purificaron empleando el kit Wizard® SV Gel
y PCR Clean-Up System (Promega, USA) segun las instrucciones del fabricante vy,
posteriormente, se clonaron en el vector de clonacion pDrive con el kit de clonacion PCR
(Qiagen, The Netherlands). La cuantificacion de las copias del gen dsrA se realizd
comparando los resultados de la amplificacién frente a la cuantificacién de los estandar

antes elaborados.

3.9.  Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Se realizara a traves de fichas de recoleccién de datos (Apéndice 1), ademas se utilizara

una bitacora de laboratorio.

3.10. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Para determinar diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos de las
diferentes proporciones, se emple6 el software de analisis de datos y graficos cientificos
“OriginPro 2024b (64-bit) 10.1.5.132 (Learning Edition)”. La normalidad fue
determinada mediante la prueba de Prueba de Shapiro-Wilk y la esfericidad mediante la
prueba de Mauchly's, si este Ultimo supuesto estadistico fue violado, se aplicaron las
correcciones de Greenhouse-Geisser, Huynh-Feldt y Lower-bound, posteriormente se
aplico el anélisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas unidireccionales y una

prueba post hoc de Tukey, con un nivel de confianza de 95 %y un p < 0.05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RESULTADOS
4.1.1. Coleccion de muestras y analisis fisicoquimico de las muestras ambientales

Los puntos de generacion de DAM PM1 y PM2 tuvieron un pH de 1.53y 2.01 y valores

de ORP de 377.4 y 534.8 mV, respectivamente.

4.1.2. Actividad de CMS aciddfilo
Los CMS aciddfilos se establecieron luego de realizar la tercera transferencia del ensayo
de microcosmos. Los cultivos mostraron un aumento del pH, asi como la presencia de

precipitados de color negro debido a la produccion de sulfuro biogénico (Figura 3 - 7).

b s aynh

Figura 3. Consorcios microbianos sulfidogénicos autéctonos de la tercera transferencia
obtenidos mediante el ensayo de microcosmos. A) Consorcios microbianos con acetato
(AceMix, rotulo rojo), B) Consorcios microbianos con glicerol (GlyMix, rotulo amarillo).
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Figura 4. Variacion del pH en el ensayo de microcosmos con acetato. AceMix 1,2y 3
son los CMS obtenidos despueés de la tercera transferencia.
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Figura 5. Variacion del pH en el ensayo de microcosmos con glicerol. GlyMix 1, 2,3y
4 son los CMS obtenidos después de la tercera transferencia.
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Figura 7. Produccidn de sulfuros biogénicos en el ensayo de microcosmos con glicerol.
GlyMix 1, 2, 3y 4 son los CMS obtenidos despues de la tercera transferencia.
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4.1.3. Ensayo de precipitacion de metales de un DAMS

Los CMS AceMix 1, AceMix 3, GlyMix 1 y GlyMix 3 fueros escogidos para ser
inoculados en el ensayo de precipitacion de metales, debido a que no se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05) en el incremento de pH y produccion
de sulfuros en los CMS AceMix y GlyMix, por lo que se asumi6 que todos fueron aptos
para el ensayo de precipitacion de metales. Sin embargo, se seleccionaron aquellos con
mejor actividad microbiana final. Los CMS del mismo donador de electrones se

inocularon en partes iguales en cada tratamiento del ensayo.

4.1.3.1. Variacion del pH, ORP y produccién de sulfuros

En el ensayo con acetato no se evidencié incremento de pH, ni variacion favorable
respecto al ORP en ninguno de las tres proporciones (Figura 8 y 9). Respecto a la
produccion de sulfuros, se logré cuantificar a los 49 dias del ensayo (0.17 mM), sin
embargo, este pardmetro no tuvo una mejora significativa, alcanzando tan solo una
concentracion de 0.7 mM en la proporcién 1 (Figura 10), ademas no se evidenciaron las

coloraciones negruzcas propias de la formacion de sulfuro de hierro (Figura 11).
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Figura 8. Variacion media del pH en funcién de cada proporcion aplicada en el ensayo
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de precipitacion de metales sobre un DAMS con acetato.
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Figura 9. Variacion media del ORP en funcion de cada proporcién aplicada en el ensayo

de precipitacion de metales sobre un DAMS con acetato.
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Figura 10. Variacion media de la produccion de sulfuros biogénicos en funcion de cada

proporcion aplicada en el ensayo de precipitacion de metales sobre un DAMS con
acetato.
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Figura 11. Ensayo de precipitacion de metales con acetato. Tras 84 dias de ensayo los
cultivos no mostraron coloraciones propias de la produccién de sulfuros. A) Proporcién
1, B) Proporcion 2, C) Proporcion 3.

En los cultivos con glicerol, los valores de pH fueron los mas altos (Figura 12), y los
valores de ORP fueron electronegativos alcanzando valores de — 190 mV (Figura 13). En
cuanto a la cuantificacion de sulfuros, la concentracion mas alta fue de 4.56 mM (Figura
14). En todas las botellas se observo la presencia de precipitados de coloracién negruzca
(Figura 15). La proporcion 1 mostré diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05)
en los 3 parametros, mostrandose como una proporcion optima frente a las dos

proporciones restantes.
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Figura 12. Variacion media del pH en funcion de cada proporcion aplicada en el ensayo

de precipitacion de metales sobre un DAMS con glicerol.
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Figura 13. Variacion media del ORP en funcidon de cada proporcion aplicada en el ensayo
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Figura 14. Variacion media de la produccion de sulfuros biogénicos en funcién de cada
proporcion aplicada en el ensayo de precipitacion de metales sobre un DAMS con

glicerol.

A

Figura 15. Ensayo de precipitacion de metales con glicerol. Se muestran solo dos
botellas por proporcion debido a que la tercera botella fue transportada a Alemania para
analisis moleculares. A) Proporcion 1, B) Proporcion 2, C) Proporcion 3.
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4.1.3.2. Cuantificacién de acetato, glicerol y sulfato

En los cultivos con acetato, se encontraron diferencias estadisticamente significativa (p <
0.05) en la proporcion 2, debido a que mostro la menor concentracion final de acetato y
sulfato (Figura 16 y 17), mientras que las otras 2 proporciones mostraron resultados

menos sobresalientes en ambos pardmetros.
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Figura 16. Variacion media de la cuantificacion de acetato en funcion de cada proporcion
aplicada en el ensayo de precipitacion de metales sobre un DAMS con acetato.
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Figura 17. Variacion media de la cuantificacion de sulfato en funcion de cada proporcion
aplicada en el ensayo de precipitacion de metales sobre un DAMS con acetato.
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En los cultivos con glicerol, las 3 proporciones consumieron todo el glicerol, sin embargo,
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) en la proporcion 1,
mostrdndose como una proporcion optima frente a las dos proporciones restantes. Se
observé el consumo del 99.99 % de sulfato (Figura 18 y 19), sin diferencias
estadisticamente significativas entre proporciones (p > 0.05). En cuanto a la
cuantificacion de acetato, esta fue fluctuante en el tiempo, tras 56 dias la proporcion 1
dejo de ser cuantificable, mientras que en la proporcion 2 y 3 este parametro fluctud entre

incremento y reduccion (Figura 20).
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Figura 18. Variacion media de la cuantificacion de glicerol en funcién de cada proporcion
aplicada en el ensayo de precipitacion de metales sobre un DAMS con glicerol.
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Figura 19. Variacion media de la cuantificacion de sulfato en funcién de cada proporcion

aplicada en el ensayo de precipitacion de metales sobre un DAMS con glicerol.
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Figura 20. Variacion media de la cuantificacion de acetato en funcion de cada proporcién
aplicada en el ensayo de precipitacion de metales sobre un DAMS con glicerol.
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4.1.3.3. Cuantificacion de metales disueltos

En los cultivos con acetato, luego de 56 dias de ensayo, se observd que los metales no
precipitaron de forma similar en las 3 proporciones evaluadas. Se encontr6 diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) en la proporcién 1, por ello se puede decir que
fue estadisticamente mejor en la precipitacion de metales frente a las otras dos
proporciones, sin embargo, en los casos que superd el 40 % de precipitaciones de metales
lo logro en el grupo de metales que se encuentran en menor concentracion del DAMS

como lo son el Cd y el As (Figura 21).

= Proporcion 1

Metales

100

Precipitacion (%)

Figura 21. Precipitacion media de metales en funcién de cada proporcién aplicada en el
ensayo de precipitacion de metales sobre un DAMS con acetato
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En los cultivos con glicerol, luego de 140 dias de ensayo, se observd que los metales
precipitaron de forma variable en las 3 proporciones evaluadas. La proporcion 2 mostro
mayor precipitacion de As, Cd y Fe. La proporcién 3 promovid la precipitacion Ni, Al y
Co. Por ultimo, la proporcion 1 mostré diferencias estadisticamente significativas (p <
0.05), debido a que logré de forma integral la precipitacién de la mayoria de los metales,

en porcentajes superiores al 80% ( Figura 22).
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Figura 22. Precipitacion media de metales en funcién de cada proporcion aplicada en el
ensayo de precipitacion de metales sobre un DAMS con glicerol.

4.1.3.4.Monitoreo de la produccion de coloides portadores
No se detectaron coloides portadores en ninguno de las proporciones luego de 140 dias

de incubacion.
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4.1.4. Cuantificacion del genes

En cuanto a la cuantificacion del gen dsrA, en los cultivos con acetato, la cuantificacién
final disminuye en la proporcién 1 y 2, mientras que en la proporcion 3 aumentd
alcanzando 0.44 copias/pL. En los cultivos con glicerol, se observd un aumento de la
cuantificacion final, terminando con una concentracion homogénea entre proporciones,

alcanzando un valor maximo de 0.38 copias/pL en la proporcion 3 (Figura 23).

En cuanto a la cuantificacion del gen ARNr 16S, se observa que en los cultivos con
acetato (Figura 24), la cuantificacion final disminuye en las proporciones 2 y 1, mientras
que en la proporcién 3 hay un aumento significativo. En los cultivos con glicerol (Figura
25), se registra un incremento en la cuantificacion final de todas las proporciones, con

valores especialmente altos en la proporcion 3.
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Figura 23. Cuantificacion del gen dsrA en ensayo de precipitacion de metales con acetato
y glicerol. To = Tiempo inicial, muestra tomada el mismo dia de la inoculacién del DAMS,

Tf = Tiempo final, muestra tomada cuando el ensayo concluy6 a los 140 dias, P1 =
Proporcion 1, P2 = Proporcion 2, P3 = Proporcion 3, Al = Acetato 1, G1 = Glicerol 1.
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Figura 24. Cuantificacion del gen ARNr 16S en ensayo de precipitacion de metales con
acetato. To = Tiempo inicial, muestra tomada el mismo dia de la inoculacién del DAMS,
Tf = Tiempo final, muestra tomada cuando el ensayo concluyé a los 140 dias, P1 =
Proporcién 1, P2 = Proporcion 2, P3 = Proporcion 3, Al = Acetato 1.
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Figura 25. Cuantificacion del gen ARNr 16S en ensayo de precipitacion de metales con
glicerol. To = Tiempo inicial, muestra tomada el mismo dia de la inoculacion del DAMS,
Tf = Tiempo final, muestra tomada cuando el ensayo concluyd a los 140 dias, P1 =
Proporcion 1, P2 = Proporcién 2, P3 = Proporcion 3, G1 = Glicerol 1.
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4.2. Discusion

Caracteristicas del tunel minero: un ambiente extremo

El tinel minero estudiado en la presente investigacion se caracteriza por albergar
condiciones extremas para la vida, tales como bajo pH (< 3.0) y altas concentraciones de
metales pesados (p.e. Fe a 32.47 mM). La presencia de estos elementos permite la
adaptacion y establecimiento de poblaciones microbianas especializadas, con
intervencion clave en los ciclos biogeoquimicos, por ejemplo, oxidantes/reductores de
hierro (p.e. Geobacter sulfurreducens, Shewanella oneidensis, Desulfuromonas
acetoxidans) y azufre (Desulfovibrio desulfuricans, Desulfuromonas acetoxidans,
Desulfotomaculum spp.) (Gonzalez-Toril et al., 2011; Muyzer & Stams, 2008) . Es
importante mencionar que algunos de estos grupos microbianos pueden tener roles en la
atenuacion natural (elevacion del pH y precipitacion de metales) de estos mismos
ambientes, pudiendo ser empleados en procesos biotecnoldgicos tales como la biomineria
y/o biorremediacion (Nancucheo & Johnson, 2012b).

Los metales encontrados en agua del DAM tales como hierro, zinc, manganeso y aluminio
son usualmente reportados como parte de otros minerales (Tabla 1), por ejemplo, el hierro
se encuentra como sulfuro de hierro (FeSz, pirita), el Zinc como sulfuro de zinc ( ZnS,
esfalerita), el manganeso como silicato de manganeso (MnSiO3, rodonita) y el aluminio

como silicato de aluminio hidratado (Al2Si2Os(OH)a4, caolinita) (Souksen J. et al., 1998).

Actividad del CMS acidofilo

ElI CMS acidofilo obtenido con glicerol como fuente de carbono y donador de electrones
mostré la capacidad de elevar el pH (de 3.8 a 5.98) del medio, asi como de producir
sulfuro (hasta 7.79 mM). Esta investigacion ha encontrado mejores resultados que otras

investigaciones como las de Valdez-Nufiez et al., 2022 y Gonzalez et al., 2019, las cuales
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han empleado una metodologia similar a la aplicada en esta investigacion, dichos autores
emplearon 5 y 3 mM de glicerol respectivamente, pero tan solo lograron un maximo
incremento de pH en torno a 5.4 y una produccion de sulfuros menor 5.4. El hecho de
haber obtenido un CMS acidéfilo con la capacidad de emplear glicerol como fuente de
carbono corrobora que la mayoria de estos organismos sulfato reductores son oxidantes
incompletos y tan solo oxidan el glicerol hasta acetato (Gao et al., 2023). Esto podria ser
relevante, puesto que el empleo de fuentes tales como el glicerol aseguran la
reproducibilidad de los experimentos, debido a que este compuesto es mas econdémico,
ya que suele ser obtenido como un subproducto de la industria del biodiesel (Kosamia et
al., 2020), asegurando que este ensayo pueda ser replicado en futuras investigaciones o

incluso en la aplicacion in situ de esta técnica.

Los resultados favorables en la reduccién de sulfato utilizando glicerol, en comparacion
con el acetato, pueden explicarse por el comportamiento de estos compuestos a bajo pH.
El glicerol presenta toxicidad significativamente menor en estas condiciones, ya que no
es un compuesto ionico, lo que lo convierte en un donador de electrones mas adecuado
para ambientes acidos. Por el contrario, el acetato se vuelve tdxico a bajo pH debido a su
protonacion, que provoca la transicion de su forma ionica (CHsCOO") a su forma &cida
(CHsCOOH), una vez que ingresa a la célula provoca la acidificacion del citoplasma,
volviendo inviable al subsistencia del microrganismo. Es importante mencionar que la
acidificacion del citoplasma puede inhibir enzimas esenciales para la reduccion de
sulfatos, como la sulfito reductasa. Ademas, la acumulacion de acetato propicia las
condiciones necesarias para que exista competencia con otros grupos microbianos como
los metanogénicos, disminuyendo alin mas la efectividad del proceso de sulfato

reduccion. Estos efectos combinados hacen del acetato un donador de electrones menos
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favorable en comparacion al glicerol, especialmente en ambientes acidos donde la

eficiencia del proceso suele ser afectada por este parametro (Kaksonen & Puhakka, 2007;

Ma et al., 2017; Madigan et al., 2015; Valdez-Nufez et al., 2024)
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Figura 26. Esquema de discusion del efecto de cada proporcién sobre la actividad de los
CMS. A) Proporcion 1 con acetato, B) Proporcion 2 con acetato, C) Proporcion 3 con
acetato, D) Proporcién 1 con glicerol, E) Proporcion 2 con glicerol, F) Proporcion 3 con
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Christiane Dahl & Cornelius G. Friedrich, 2013; Liamleam & Annachhatre, 2007; Muyzer
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Ensayo de precipitacién de metales con acetato

El ensayo de precipitacion de metales con acetato no produjo cambios notables respecto
al pHy ORP en ninguna de las 3 proporciones empleadas a pesar de haber sido inoculado
2 veces con los CMS aciddfilos. En nuestro estudio, la concentracion de acetato en el
medio vario entre 23,84, 47.68 y 71.52 mM para la proporcion 1, 2 y 3 respectivamente.
Campos-Quevedo et al., (2021), report6 que las concertaciones de acetato superiores a 10
mM no son favorables para la reduccion sulfato. Como se menciond antes el acetato en
altas concentraciones suele ser toxico para los microorganismos sulfato reductores,
debido a que a bajo pH se protona y se convierte en acido acético y al ingresar al interior
de la célula este compuesto librera protones que acidifican el medio intracelular. Por
consiguiente, nuestros hallazgos corroboran que este metabolismo pudo haberse inhibido
por las altas concentraciones de acetato en el medio. No obstante, la busqueda de nuevos
microorganismos o consorcios de sulfato reductores con capacidad de tolerar y
metabolizar altas concentraciones de acetato sigue vigente, debido a la capacidad que
tienen de reducir la toxicidad por subproducto ademéas del bajo costo que implica la

utilizacion de este sustrato (Egas et al., 2024) .

Durante el ensayo de precipitacion de metales con acetato, el ORP no superd los -40 mV
(Figura 26A), lo que implica una limitacion fisicoquimica para que ocurra la sulfato
reduccion (> -100 mV). Esto se debe probablemente a la toxicidad del acetato producida
por el bajo pH, dificultando su oxidacion, e impidiendo la transferencia de electrones
necesarios para la sulfato reduccion. Como resultado, el medio no se vuelve lo
suficientemente electronegativo para favorecer el metabolismo sulfidogénico (Xu &

Chen, 2020).
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El monitoreo de la concentracion de sulfato muestra una reduccion de este analito, este
evento implica que, a pesar de la inhibicion causada por las altas concentraciones de
acetato, ocurrié un consumo de sulfato por el CMS acidofilo. Es importante recalcar que
las 3 proporciones presentaron diferentes comportamientos. La proporcién 2 fue el que
redujo la mayor cantidad de sulfato (de 53.75 a 28.90 mM), y se encontr6 que el consumo
de sulfato se dio de siguiente manera: proporcion 2 > proporcion 1 > proporcion 3. La
proporcién 2 fue la que redujo la mayor cantidad de sulfato de 53.75 a 28.90 mM (Figura
26B). A pesar de ello, este evento no fue suficiente para generar una adecuada
concentracion de sulfuro biogénico, el cual se esperaba llegase a aumentar con conforme

el paso del tiempo de incubacion.

El consumo del sulfato se justifica en la sulfato reduccion lenta, la cual ya ha sido descrita
por otros autores, como Geets et al., 2005, quien encontrd6 que los ensayos de
precipitacion de metales configurados con acetato en batch no mostraron mas del 33% de
eliminacion de SO4%, incluso después de 24 semanas (168 dias). Sin embargo, como se
menciond antes este ensayo se realizd con la finalidad de obtener un consorcio
microbiano rico en microrganismos sulfato reductores oxidadores completos que no

tengan problemas para metabolizar el acetato y reducir eficientemente el sulfato.

El consumo de acetato durante el ensayo de precipitacion de metales contrasta la
presencia de otros grupos microbianos consumidores de este sustrato. Se encontro que el
consumo de acetato se dio de la siguiente forma: proporcion 3 > proporcion 2 >
proporcion 1, este comportamiento corrobora la presencia de grupos microbianos
alternativos capaces de metabolizar el acetato y que no necesariamente se trata de BSRa

(Maetal., 2017). Entre los microorganismos que podrian estar presentes consumiendo el
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acetato se encuentran bacterias heterotrofas como Acidocella aromatica, Acidobacterium
sp., Acidiphilium sp., que son conocida por prosperar en ambientes acidos y en el caso
particular de las concentraciones mas elevadas de acetato como en la proporcion 2y 3 se
favorecen las condiciones para la reactivacion y proliferacion de arqueas metanogénicas
(Figura 26A, 26B, 26C). Estos microorganismos desempefian un papel importante en la
degradacion de materia organica a bajo pH, complementando la actividad de las bacterias
sulfato reductoras (Sharma et al., 2016 ; Wakao et al., 2002; Nancucheo & Johnson,

2012).

Respecto a la concentracion de metales precipitados, se pudo observar principalmente la
precipitacion de arsénico y el cadmio, las tres proporciones precipitaron
aproximadamente el 90 % de estos metales y se encontrd que la precipitacion de metales
se dio de la siguiente forma: proporcién 1 > proporcion 2 > proporcién 3. Los metales
tales como el hierro, zinc, aluminio y magnesio, precipitaron por debajo del 35 %,
probablemente porque, hubo una produccién de sulfuros muy baja, y la otra opcion que
hace posible este fendmeno es el arrastre de sulfuros realizados durante las inoculaciones,
tal y como se plantea en otros estudios como el de Mikhailova et al., (2015), finalmente
en ambos supuestos la concentracion de sulfuros no fue suficiente para precipitar todos

los metales presentes.

El ensayo de precipitacion de metales con acetato estuvo limitado por su toxicidad a bajo
pH, lo que impidio el establecimiento del CMS acidofilo. Aunque se detecté consumo de
sulfato, y al mismo tiempo esta evidencia indica actividad metabolica de bacterias sulfato
reductoras, la precipitacion de metales observada aparentemente esta relacionada con la

introduccién de sulfuros durante las inoculaciones realizadas a manera de
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bioaumentacién. Este hallazgo sugiere que la precipitacion no fue tnicamente el resultado
de la actividad microbiana sulfigogénica continua, sino también de factores externos que
pudieron haber distorsionado los resultados. Dado este escenario, es evidente que el
experimento con acetato requiere ser estudiado a profundidad. Para optimizar los
resultados, se deberia reducir la concentracién inicial de acetato para minimizar su
toxicidad en condiciones de pH bajo, o considerar su uso en sistemas donde el pH sea
mas elevado y la toxicidad sea baja o nula. Esto permitiria evaluar de manera mas precisa
el potencial del acetato como donador de electrones en la biorremediacion de drenajes
acidos de mina empleando consorcios microbianos, asegurando que la precipitacion de

metales se deba predominantemente a procesos biogénicos sostenibles.

Ensayo de precipitacion de metales con glicerol

Los experimentos de precipitacion de metales con glicerol como donador de electrones
brindaron resultados positivos en cuanto a la reduccion de sulfato (elevacion de pH y
disminucion del ORP), y precipitacion de metales, especialmente, luego de realizar
inoculaciones adicionales (bioaumentacion) (Figura 12 - 14). En cuanto al pH, la
proporcion 1 fue el mas eficiente pues alcanzo6 valores de hasta 6.69, mientras que las
proporciones 2 y 3 elevaron el pH tan solo hasta 5.60 y 5.55 respectivamente. Esto
resultados estarian directamente relacionado con la viabilidad del CMS acidéfilo y la
acumulacion de subproductos de la oxidacién incompleta del glicerol como lo es el
acetato. Esto se contrasté al cuantificar el acetato producido en cada proporcién (Gréafico
13), pues la cuantificacion de este analito en la proporcion 1 fue notable hasta el dia 56
del experimento, desapareciendo luego, estos resultados se contrastan se pueden justificar
con la presencia de BSR oxidadores completas, que son capaces de metabolizar el acetato

conforme se va produciendo o cumulando (Figura 26D)(Muyzer & Stams, 2008). Lo
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contrario ocurri6 con las proporciones 2 y 3 que mostraron presencia de acetato hasta en
la ultima medicion, probablemente esto ocurrié por la acumulacion de acetato y la
aparicion de otros grupos microbianos heterotrofos capaces de consumir el acetato
(Figura 26E, 26F) (Kimura et al., 2006). Estos hallazgos sugieren que la proporcion 1
podria ofrecer una estrategia mas eficiente para la biorremediacion en sistemas con
condiciones similares, optimizando la neutralizacion de la acidez y la precipitacion de
metales, lo que podria tener implicaciones significativas para el tratamiento de aguas

contaminadas y la gestion ambiental.

La disminucion del gen dsrA en cultivos con acetato sugiere una menor actividad de las
BSR, probablemente debido a la inhibicién del metabolismo de acetato en condiciones
de bajo pH (Sanchez-Andrea et al., 2022), lo que afectd la capacidad de precipitar
metales. Aunque en la proporcién 3 se encontrd una mayor cuantificacion del gen dsrA,
no se ha encontrado evidencias bibliograficas que lo respalden, ademas de ello este evento
no se acompafia con los resultados del incremento del pH, consumo de sulfato,
produccion de sulfuros ni mucho menos con la precipitacion de metales, esta sumatoria
de evidencias sugieren un error en la cuantificacion de este gen en la proporcion 3. En
contraste, los cultivos con glicerol mostraron un aumento en la actividad sulfidogénica y
una mayor precipitacion de metales, indicando que el glicerol favorece la reduccion de
sulfato mediada por un aumento de la biomasa microbiana, esta evidencia al mismo

tiempo fundamentada en un aumento de la cuantificacion del gen dsrA.

Respecto al gen ARNr 16S, los cultivos con acetato mostraron baja cuantificacion en las
proporciones 1 y 2, sugiriendo que las BSR probablemente entraron en la fase

estacionario o de muerte respecto a la curva del crecimiento microbiano, mientras que en
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la proporcidn 3, la inhibicion de BSR permitio la proliferacion de otros microorganismos,
como fermentadores de acetato y archaeas metanogénicas (Figura 26 A, 26B y 26C) (Ma
et al., 2017; Valdez-Nufiez et al., 2022). En contraste, el glicerol promovio una mayor
actividad de las BSR y un crecimiento general de la biomasa de la comunidad microbiana
en todas las proporciones, por ello el aumento en la cuantificacion del gen en cuestion,

este evento se respalda también en el aumento de la cuantificacion del gen dsrA.

La cuantificacion de acetato entre las distintas proporciones con glicerol puede explicarse
por la presencia y actividad de diferentes microorganismos en cada una de ellas. En la
proporcion 1, donde se observd la desaparicion del acetato en la ultima medicion, es
probable que hayan predominado microorganismos fermentadores, como algunas
especies de Acidocella sp., que son capaces de oxidar el acetato en condiciones acidas y
anaerobias (Kimura et al., 2006). Estos microorganismos podrian haber consumido el
acetato producido, evitando su acumulacion y permitiendo una mayor eficiencia en la
elevacion del pH y la precipitacion de metales. Por otro lado, en las proporciones 2 y 3,
la presencia de acetato en la Gltima medicion implica la ocurrencia de microorganismos
fermentadores tales como Clostridium sp, lo que generé la acumulacion de este
subproducto. Esta acumulacion podria haber limitado el aumento del pH, inhibiendo
parcialmente la actividad de las bacterias sulfato-reductoras debido a la toxicidad del

acetato en condiciones de bajo pH (Nancucheo & Johnson, 2012).

En cuanto a la produccion de sulfuros, se determind sulfuro biogénico en las 3
proporciones (Figura 6), sin embargo, la proporcion 1 presentd la mayor produccion de
sulfuros a diferencia de las proporciones 2 y 3 a pesar de tener mayor concentracion de

glicerol. A causa de la mayor produccion de sulfuro en la proporcion 1 se logré una mayor
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precipitacion de metales en la misma proporcion (Grafico 17), mientras que en las otras
proporciones con mayor concentracion de glicerol se generd también una mayor
produccion de acetato, este fendmeno antes discutido genera toxicidad, lo que redujo la
eficiencia de las otras dos proporciones para la produccion de sulfuros y precipitacion de

metales.

Después de 140 dias de incubacion, las 3 proporciones precipitaron todos los metales
analizados sobre un 70 % (tabla 17). Se encontr6 que la forma en que se precipitaron los
metales fue de la siguiente forma: Proporcion 1 > proporcion 2 > proporcion 3. Esto se
contrasta con la cuantificacion de sulfuros encontrado en cada proporcién, debido a que
la produccion de sulfuros es directamente proporcional a la precipitacion de metales ya
que por cada mol de sulfuro producido precipita un mol de un metal determinado

(Kaksonen & Puhakka, 2007).

La proporcion 1 fue el mas eficiente en la precipitacion de metales , alineandose con
estudios previos (Bertolino et al., 2014; Ilin et al., 2022), los cuales identificaron que la
proporcion tedrica optima de glicerol (0.67 moles de glicerol/mol de sulfato) era idénea.
La obtencion de estos resultados implica que aplicar dicha proporcion es suficiente para
promover la reduccidn de sulfato para la biorremediacion del DAM aun cuando se emplea
consorcios microbianos. Dentro de las ventajas de emplear esta proporcion, se podria

mencionar que existe una reduccién en la produccion de acetato limitando su toxicidad.

El uso de glicerol en la biorremediacion de drenajes acidos de minas (DAM) es ventajoso
debido a su bajo costo y disponibilidad como subproducto industrial. Cuando se utiliza

en la proporcion adecuada con sulfato, maximiza la eficiencia de la reduccion de sulfato
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y minimiza la produccion de subproductos indeseables como el acetato. Esto no solo
favorece la actividad de las bacterias sulfato reductoras, sino que también optimiza la
precipitacion de metales, haciendo del glicerol un sustrato ideal para la biorremediacion

de DAMs a un costo operativo reducido.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

La proporcion 1 de glicerol y sulfato utilizada por los consorcios microbianos
sulfidogénicos acidoéfilos, es 6ptima para la precipitacion de metales en DAMS. Con esta
proporcion se logré precipitar todos los metales, clasificados en: (i) aquellos que
precipitaron al 100%, como el Zn; (ii) aquellos que presentaron una precipitacion superior
al 90%, como el Fe (99.04%), As (95.67%) y Ni (92.21%); (iii) aquellos que alcanzaron
una precipitacion superior al 80%, como el Al (85.24%), Cd (82.67%) y Mn (81.55%); y
(iv) aquellos que tuvieron una precipitacion inferior al 80%, como el Co (74.33%) y el

Mg (17.78%).

Los consorcios microbianos sulfidogénicos acidofilos demostraron ser capaces de utilizar
tanto glicerol como acetato como donadores de electrones, aungue el glicerol resulto ser
optimo, logrando un incremento del pH hasta 6.69 y una mayor expresién del gen dsA, lo
que indicé un aumento en la biomasa microbiana y una mejora en la precipitacion de
metales. Por otro lado, el acetato, en concentraciones elevadas y a bajo pH, mostr6
toxicidad para los consorcios sulfidogénicos acidéfilos, lo que se reflejo en una

disminucion en la expresion del gen dsA y una precipitacion de metales menor.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios preliminares para determinar la concentracion maxima
de acetato que las BSR pueden tolerar sin inhibir su actividad. Esto permitira evitar la
inhibicion del metabolismo bacteriano y asegurar una mayor eficiencia en la reduccién

de sulfato.

Se sugiere llevar a cabo un proceso de adaptacion gradual de los CMS acidofilos a
concentraciones mas altas de acetato. Este proceso de adaptacion podria incrementar la
tolerancia de los microorganismos al acetato, permitiendo su uso en condiciones donde

este sustrato esté presente en concentraciones elevadas.

Considerando que el pH afecta significativamente la eficacia del acetato como donador
de electrones, se recomienda evaluar su uso con valores de pH superiores a los
investigados en este estudio. Esto podria revelar un rango de pH éptimo para el uso del

acetato en biorremediacion.

Se recomienda la implementacion y evaluacion de biorreactores de flujo continuo para la
remediacion de DAM. Este tipo de sistema podria proporcionar un control mas eficiente
sobre las condiciones operativas y mejorar la estabilidad del proceso de biorremediacion

a largo plazo, favoreciendo la reduccion continua de sulfato en ambientes contaminados.
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Apéndice 1. Fichas de recoleccion de datos

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS Cadigo de muestra:

Fecha: Punto de muestreo:
Nombres del responsable

pH del DAM

Volumen de sedimento colectado

Niumero de muestras colectadas

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS Cédigo de microcosmo:

Fecha

Nombres del responsable

pH

Donador de electrones glicerol acetato

Proporcion

[donador de electromes: [0.67:1] [1:2] [1:3]
sulfato]

Seleccién de COnsorcio
microbiane sulfidogénico
Ensayos de biorremediacion

51 NO

pH [inicial | final]

Potencial de oxido-reduccién
[inicial | final]

Cuantificacion de sulfuro
biogénico [inicial | final]

Cuantificacion de sulfuros
metalicos [inicial | final]

Cuantificacion de metales
disueltos [inicial | final]

Coloides portadores 4 | NO
(Presencia v cuantificacion)

Géneros microbianos

encontrados
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Apéndice 2. Concentracion de metales en el DAMS

Metal mM
Aluminio 26.95
Arsénico 1.4
Cadmio 0.22
Cobalto 0.14
Potasio 0.66
Magnesio 17.73
Manganeso 31.33
Sodio 0.25
Niquel 0.14
Zinc 39.68
Hierro 32.47

Apéndice 3. Monitoreo de la actividad del CMS acidofilo

TIEMPO Tercer enriquecimiento pH 2.5
(dias) Acel Ace2 Ace3 Glyl Gly2 Gly3 Gly4
First pH 27 258 281  2.26 2.3 2.24
(0d) H2S  Int Int Int Int Int Int
Second pH  4.42 4.3 444 305 352  3.19
(4 d) H2S  Int Int Int Int Int Int
Third@ pH 469 451 48 331 414 346
d) H2S  Int Int Int Int Int Int
Fourth pH 488 473 484 314 469 361
(12 d) H2S  Int Int Int Int Int Int
Fifth(18 pH 554 527 554 532 548 5.6
d) H2S  Int Int Int Int Int Int
Primera transferencia pH 2.8
First pH 426 437 453 282 3 2.92
(0d) H.,S 0.18 UR 017 013 016 0.8
Second pH 497 467 505 325 346  3.77
(4 d) H,S 011 005 011 007  0.07 UR
Third@ pH 493 461 508 2.9 327  3.67
d) H,S 013 007 018 0.08 0.7 UR
Fourth pH 4.85 4.69 5.08 2.78 3.57 4.6
(12 d) H.,S 0.17 0.23 0.49 UR 011 012
Fifth(16 pH 521 499 524 293 455 492
d) H.,S  0.19 0.4 068 0.06 059 0.38
pH 534 538 532 304 501 502
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Sixth (20 H,S 024 041 075 007 08 052
d)

Seventh pH 5.65 5.53 5.4 2.99 5 5.09

(24 d) H,S 0.31 0.53 0.64 0.06 0.87 0.49

Seventh pH 5.59 5.63 5.54 3.01 5.25 5.21

(32d) H,S 0.31 0.65 1.65 0.06 0.71 0.59

Segunda transferencia pH 2.8

First pH 396 393 394 342 342 343 3.48
(0d) H,S 0.06  0.08 0.1 013 012 0.08 0.2
Second pH 4.31 4.12 4.18 3.65 3.67 3.73 3.94
(7d) H.,S  UR UR UR UR UR UR UR
Third pH 413 401 423 373 382 3.6 4.4

(14 d) H,S UR UR 0.13 UR 0.07 UR 0.4

Fourth pH 4.28 4.08 4.97 5.59 5.78 5.77 D

(21d) H.,S  UR UR 0.46 0.31 0.95 0.73 D

Tercera transferencia pH 2.8

First pH 385 405 375 417 3.9 3.86 4.24
(0d) H,S 005 005 0.6 UR 006 006 0.09
Second pH 393 411 384 447 452 456 471
(7d) H.S  UR UR UR 0.1 011 013 0.16
Third pH 397 425 433 555 554 567 564

(14 d) H,S UR 0.09 0.25 1.15 0.88 1.5 0.98

Fourth pH 4.04 4.58 4.98 5.77 5.8 586  5.88

(21d) H,S UR 0.32 0.54 1.65 1.75 1.95  2.05

Fifth 52 pH 5.61 5.44 5.72 5.98 6 6 5.97

d) H.,S 0.9 0.86 0.89 25 1.8 1.8 1.7

*[H2S] = muestras 100 veces diluidas, mg/L ~ *int = interferencia *UR = Bajo
el rango de deteccion (under range)

75



Apéndice 4. Monitoreo de pH, ORP y produccion de sulfuros del ensayo de precipitacion de metales con acetato

P1 P2 P3

P1A1 P1A2 P1A3 P1AC P2A1 P2A2 P2A3 P2AC P3A1 P3A2 P3A3 P3AC

pH 2.98 2.88 2.91 2.95 3.15 3.06 3.00 2.98 3.24 3.23 3.18 2.93

ML “orp -9.60 -38.00 -33.90 -2.90 -36.40 32.80 -28.50 -5.60 -31.60 -37.40 -47.60 4.00
HS UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR

pH 283 2.75 2.80 2.68 2.88 2.89 2.79 2.73 2,91 2.94 2.90 2.68

M2 orp -1.10 -20.00 -34.90 3.20 -35.90 -40.90 -41.20 11.90 -51.30 -47.40 -45.70 9.90
HzS UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR

pH 2.62 264 2,61 2.50 2.71 2.71 2.63 259 2.78 2.79 2.77 2.55

M3 “orRP 2080 -26.40 -36.10 -4.00 -23.60 -28.90 -28.60 -15.40 -23.70 -41.20 -40.70 3.70
HzS UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR

pH 2.76 2.77 2.72 2.74 2.81 2.80 2.70 268 2.85 2.90 2.85 2.63

M4 “OrRP 660 -22.70 -27.40 -8.00 -11.10 -29.40 -29.00 -0.50 -2424.00 -33.70 -26.40 -1.70
H2S UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR

pH 2.97 3.02 2.97 2.65 3.05 3.12 2.98 2.74 3.11 3.15 3.11 2.73

M> “orP  67.20 -77.80 -81.80 4.70 -85.70 -86.50 -81.20 -17.00 -94.30 -92.40 -95.60 0.40
HzS UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR

pH 2.92 3.01 2.93 2.70 3.02 3.05 2.97 2.72 3.05 3.06 3.05 2.65

ME “orP 5150 -70.80 -61.30 6.00 -49.10 -57.50 -67.20 -4.90 -60.30 -57.00 -60.00 -1.60
HS UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR

pH 2.93 3.00 2.90 2.65 3.03 3.00 2.95 2.70 3.01 3.02 3.01 2.64

M7 “orP  -11.40 -22.50 -30.00 12.80 -26.40 -38.90 -41.20 2.90 -35.10 -3.80 -44.40 10.00
HzS UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR

pH 3.32 3.21 3.05 264 3.06 3.10 3.02 2.82 3.14 3.15 3.14 2.76

M8 “orP  -a1.20 -45.30 -38.40 16.80 -21.90 -32.60 -30.10 12.90 -22.80 -30.10 -29.00 23.00
H2S UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR
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pH 3.16 3.24 3.11 2.81 3.18 3.18 3.12 2.90 3.20 3.20 3.18 2.81
MO~ orp -9.10 -3.60 -2.10 22.00 -8.40 -1.60 -12.20 15.80 -7.20 -14.90 -13.40 31.60

H.S 0.07 0.05 0.05 0.00 0.11 0.00 0.00 0.00 0.06 0.00 0.08 0.00

pH 2.95 3.10 2.96 2.62 2.94 3.02 2.90 2.72 2.93 2.97 3.38 2.63
M10 ORP - - - - - - - - - - - -

H.S UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR UR

pH 2.88 3.15 2.80 2.55 2.85 2.86 2.86 2.70 2.94 2.95 2.96 2.58
M1l = orp -19.10 -17.80 -23.70 17.20 -33.80 -37.20 -43.91 11.20 -17.90 -20.90 -16.70 11.80

H2S 0.24 0.12 0.28 UR 0. 0.24 0.22 UR 0.09 0.08 0.10 UR
*[H2S] = muestras 100 veces diluidas, mg/L ~ *UR = Bajo el rango de deteccion (under range) * ORP =mV
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Apéndice 5. Cuantificacion de metales por ICP-MS de ensayo de precipitacion de metales para acetato y glicerol

Tiempo Dilucion Na Mg Al K Mn Fe Co Ni Zn As Cd
Dias 1100 ppb ppb ppb ppb ppb ppb ppb ppb ppb ppb  ppb
P1C 6639.967 1482.134 1305.495 1176.97 37.412 18070.47 7.965 7.553 2111.964 87.269 19.72

P2C 13541.221 1645.644 1465.963 1556.684 41.374 20005.967 9.062 8.744 2413.352 99.354 21.668

P3C 18655.636 1629.607 1425.178 1843.461 38.113 18555.644 8.916 8.461 2352.294 98.162 21.624

0 P1A1 8683.008 1445774 1247.222 1691577 33.706 16126.326 7.938 7.503 191856 16.83 6.174
P2A1 14062.075 1474503 1170531 1769.093 36.982 17548589 7.977 7.503 1864.879 14.675 11.633

P3A1 19583.996 1423.933 1072.239 2035.975 35.226 16536.93 7.905 7.381 1814.318 18.711 16.884

P1C 1637.659 1427.163 1320.954 1527.676 36.725 17823.667 8.205 7.747 2157.879 79.166 18.754

P2C 1353.749 1873.882 1576.106 2360.202 48.684 22856.496 10.365 9.949 2764.298 99.545 27.827

P3C <0.000 <0.000 1.315 <0.000  0.082 3.761 0.003 <0.000 0.239 0.014 0.013

28 P1G1 3001519 1300.414 988.387 1844.224 29.958 14210.097 6.786 6.219 1360.095 4.003  4.602
P2G1 3120.351 1338.406 1037.048 1747.295 34.976 16547.067 7.104 6.958 18509 2552 0.624

P3G1 2913.985 1362.398 181.824 1739.179 34.232 15922.159 3.194 1.258 345711 4598  3.094

P1C 7811.392 1731.442 1397.692 1502.921 39.778 19090.144 8.883 8559 2300.715 91.627 21.216

P2C 13852.566 1612.822 1497.792 1800.907 42.755 20660.759 9.247 9.015 2464.404 99.618 21.976

P3C 18807.89 1632.857 1447.084 1967.222 38.737 18911.183 9.002 8.69 2366.848 98.604 21.219

56 P1A1 884471 1470.791 1259.842 1752596 34.405 16165.118 8.092 7.707 195052 23574 8.183
P2A1 13567.581 1408.885 1138.866 1769.214 3549 16676.458 7.723 7.227 1893.453 19.886 16.299

P3A1 19481.048 1370.96 1044.705 1753.164 34.588 16358.489 7.645 7.098 1823.17 16.228 12.197

P1C 1959.353 1680.546 1410.035 1572.237 41.651 20141.97 8.857 8.444 2323.234 80.755 14.781

P2C 1267.224 1627517 1413.96 1983.143 42.819 20760.673 9.18 8.608 2341.155 88.014 16.281

P3C 1315968 1390.572 1135943 1421771 36.628 17910.149 7.167 6.748 1882.781 74.352 15.668

84 P1G1 3019.884 1501.822 214.85 1868.492 36.681 16642.696 2.14 0.622 3522  7.721 356
P2G1 3347.8 1542492 1097.635 1875.124 39.945 18434372 7.745 7.421 1377.672 4.066 2.483

P3G1 2972531 1361559 105.662 1723.243 33.214 15039.625 1.016 0.19  138.711 3.537 1.742

P1C 8246.778 1628.423 1393.287 2022.479 42.737 20666.901 8.669 8.323 2293.113 82.022 19.444

119  P2C 13497.413 1591.591 1426.339 1679.128 41.955 20446.353 9.216 8.877 2462.234 91.709 21.236
P3C 16847.571 1574.116 1331.908 1768.151 36.026 17595.095 8.465 8.093 2241.653 83.355 19.362
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P1Al 6760.199 1088.958 936.97 1424.932 24.958 11895.025 5.921 5.477 1566.101 3.537 3.126
P2Al 14580.632 1493.278 1317.318 1750.888 37.066 17604.523 7.849 7.353 2095.278 9.191 5.932
P3A1 20572.108 1499.309 1181.038 1751906 38.311 17074.878 7.973 7.445 2194475 10.082 7.571
P1C 1725939 1658.598 1522.098 1488.542 41.976 20311.222 9.428 9.007 2491.719 90.706 21.814
P2C 1207.438 1491.796 1297.35 1836.534 39.095 19039.011 8.304 7.844 2159.931 81.515 19.623
P3C 630.404  838.574 752.171 699.554 22926 11214137 4.779 4.196 1237.898 46.14 10.557
140 P1G1 2898.042 1456.406 1204.594 1560.187 36.557 16812.321 8.109 7.681 2129.686 12582 7.126
P2G1 2890.871 1352.469 1095.611 1605.538 35.521 16944.139 7.263 7.1 197477 8.747 2.017
P3G1 3184.153 1465.931 1203.587 1774.262 37.258 17398.658 7.778 7.6 1715698 13.981 10.89

*Unidades = ppb
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Apéndice 6. ANOVA de medidas repetidas unidireccionales de la cuantificacion de

metales - Ensayo de precipitacién de metales con acetato

|

+ Painwisa Cnmnarisnn

—I Mauchly's Test of Sphericity j
L Mauchly's W | Approx. Chi-Square DF | Prob>=ChiSq = Greenhouse-Geisser Epsilon | Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
Rotulo 0.52082 1.30431 2 052092 06761 1 0.5
= Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 417706E-7 2 2.08853E-7 0.0117 0098839
Rotulo Greenhouse-Geisser 4 1TT0BE-7 1.35219 3.0891E-7T 00117 0.96036
Huynh-Feldt 4 1TT06E-7 2 2.08853E-T 00117 098839
Lower-bound 4 17706E-7 1 417706E-7 00117 09207
Sphericity Assumed 1.07119E-4 & 1.78532E-5
Error(Ratulo) Greenhouse-Geisser 1.07119E-4 405658  2.64063E-5
Huynh-Feldt 1.07119E-4 6 1.78532E-5
Lower-bound 1.07119E-4 3 3.57065E-5
- Tests of Between-Subjects Effects |
Sum of Squares DF  Mean Square F Prob=F
Intercept 0.02496 1 002496 3.04086 017954
Error 0.02463 3 0.00821
= Descriptive Statistics ~ ~|
L Mean  Std. Error  95.00% LCL @ 95.00% UCL
R1 0.04551 0.02654 -0.03896 0.12998
R2 0.04545 0.02614 -0.03774 0.12863 S
R3 0.04587  0.02595 -0.03671 0.12845

-1 Mauchly's Test of Sphericity -]

L Mauchly's W = Approx. Chi-Square  DF Prob=ChiSq Greenhouse-Geisser Epsilon = Huynh-Feldt Epsilon  Lower-bound Epsilon
Rotulo 0.09957 46137 2 0.09957 0.5262 0.56726 0.5
- Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob>=F
Sphericity Assumed 4.24804E-5 2 212402E-5 62086 0.03458
Rotulo Greenhouse-Geisser 424804E-5 1.0524  4.03654E-5 6.2086 008395
Huynh-Feldt 424804E-5 113451  3.74437E-5 6.2086 007753
Lower-bound 4.24804E-5 11 424804E-5 62086 0.08835
Sphericity Assumed 2.05285E-5 6 342109E-6
Eror(Rotulo) Greenhouse-Geisser 2.05265E-5 315719  6.50153E-6
Huynh-Feldt 2.05265E-5 340354  6.03094E-6
Lower-bound 2.05265E-5 3 6.84218BE-6

T

Tests of Between-Subjects Effects ~|
Descriptive Statistics ~ ~|

L Mean | Std. Error 95.00% LCL  95.00% UCL
R1 000852  0.00346 -0.0025 0.01955
R2 001217  0.00284 0.00313 0.02121
R3 001279  0.00256 0.00465 0.02092

+ Pairwise Comparison

h |

Cad

+ Pairwise Comparison

~ Mauchly's Test of Sphericity ~|
Mauchly's W | Approx. Chi-Square | DF  Prob>ChiSq = Greenhouse-Geisser Epsilon | Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
Rotulo 0.24293 282995 2 0.24293 0.56913 0.68566 0.5
= Tests of Within-Subjects Effects j
Sum of Squares DF Mean Square F Prob>=F
Sphericity Assumed 1.37991E-4 2 6.89956E-5 312082 011775
Rotulo Greenhouse-Geisser 1.37991E-4| 1.13826 1.2123E-4 312062 0.16585
Huynh-Feldt 1.37991E-4| 1.37132 1.00627E-4 312062 0.15092
Lower-bound 1.37991E-4 1 1.37991E-4 312062 0.17548
Sphericity Assumed 1.326567E-4 & 2 210968E-5
Error{Rotulo) Greenhouse-Geisser 1.32667E-4| 3.41478 3.8848E-5
Huynh-Feldt 1.32667E-4| 4113065 3.22457E-5
Lower-bound 1.32657E-4 3 4.42191E-5
4 Tests of Between-Subjects Effects ~|
~ Descriptive Statistics ~|
L Mean Std. Error  95.00% LCL | 95.00% UCL
R1  0.06049 0.00561 0.04282 0.07838 n
R2 0.06798 0.00167 0.06268 0.07328
R3 006734 0.00229 0.06008 0.07462
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—I Mauchly's Test of Sphericity

|

L Mauchly's W | Approx. Chi-Square DF | Prob=ChiSq = Greenhouse-Geisser Epsilon | Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
Rotulo 0.12423 417126 2 0.12423 0.53311 0.58562 05
= Tests of Within-Subjects Effects -]
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 20.91581 2 104579 1.76537  0.2495
Rotulo Greenhouse-Geisser 20.91581 1.06623 1961663 1.76537 027445
Huynh-Feldt 20.91581 1.17124 17.85782 1.76537 027189
Lower-bound 20.91581 1 2091581 1.76537 0.27598
Sphericity Assumed 3554342 & 59239
Error(Rotulo) Greenhouse-Geisser 3554342 3.19868 11.11189
Huynh-Feldt 35.54342 351372 10.1156
Lower-bound 35.54342 3 11.84781

i

Tests of Between-Subjects Effects ~|
Descriptive Statistics ~ ~|

L Mean Std. Error  95.00% LCL | 95.00% UCL
R1 2810778 249152 20.17866 36.03681
RZ 31.07998 083235 28.43107 33.72889
R3 3069749 090717 27.81048 33.58453

-

+ Pairwise Comparison

Fe

Mauchly's Test of Sphericity j

Mauchly's W | Approx. Chi-Square | DF = Prob=ChiSq

Greenhouse-Geisser Epsilon

Huynh-Feldt Epsilon

Lower-bound Epsilon

+

Tests of Between-Subjects Effects ~|
Descriptive Statistics ~ ~|

Rotulo 0.00568 10.34318 2 0.00568 0.50142 0.50356 0.5
= Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 8.4792E-7 2 4 2396E-7 052749 061513
Rotulo Greenhouse-Geisser 8.4792E-7T 1.00285  8.45514E-7 052749 0.52057
Huynh-Feldt 8.4792E-T 1.00712 841922E-7 052749 052113
Lower-bound 8.4T92E-T 1 8.4792E-7 052749 05202
Sphericity Assumed 4.82243E-8 & 8.03738E-7
Error(Rotulo) Greenhouse-Geisser 4.82243E-6 3.00854 1.60291E-6
Huynh-Feldt 4.82243E-6 3.02137 1.5961E-6
Lower-bound 4.82243E-6 3 1 60T48E-6

Mean Std. Error | 95.00% LCL | 95.00% UCL -
R1 0.01242 0.00109 0.00885 0.0159
R2 001302 486056E-4 0.01147 0.01457 I
R3 001295 515304E-4 0.01131 0.01459
+ Pairwise Comparison -|
~I Mauchly's Test of Sphericity |

Mauchly's W | Approx. Chi-Square | DF | Prob=ChiSq

Greenhouse-Geisser Epsilon

Huynh-Feldt Epsilon

Lower-bound Epsilon

Rotulo 0.00273 11.80818 2 0.00273 0.50068 0.50171 0.5
— Tests of Within-Subjects Effects j
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 1.20603E-6 2 6.03016E-7 0.75252 0.51097
Rotulo Greenhouse-Geisser 1.20603E-6, 1.00137 1.20439E-6 0.75252 0.44962
Huynh-Feldt 1.20603E-6 1.00342 1.20192E-6 0.75252 04468
Lower-bound 1.20603E-6 1 1.20603E-6 4 0.75252 0.4495
Sphericity Assumed 4 80798E-6 8 8.0133E-7
Error(Rotulo) Greenhouse-Geisser 4.80798E-6 3.0041 1.60047E-6
Huynh-Feldt 4.80798E-6 3.01025 1.5972E-6
Lower-bound 4 8B0T98E-6 3 1. 60266E-6
+ Tests of Between-Subjects Effects ~-|
= Descriptive Statistics ~ ~|
L Mean Std. Error | 95.00% LCL = 95.00% UCL
R1| 0.01306 0.00106 0.0097 0.01642
R2| 001373 423036E-4 0.01238 0.01508 O
R3| 0.01372 4.34348E-4 0.01234 0.01511
+ Pairwise Comparison |

81




- Mauchly's Test of Sphericity j

Mauchly's W | Approx. Chi-Square  DF | Prob=ChiSq Greenhouse-Geisser Epsilon = Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
Rotulo 0.01487 841707 2 0.01487 0.50374 0.5094 05
- Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 0.06496 2 0.03248 0.38824 069413
Rotulo Greenhouse-Geisser 0.06496 1.00749 0.06447 0.38824 057859
Huynh-Feldt 0.06496 1.01879 0.06376 0.38824 0.5804
Lower-bound 0.06496 1 0.06496 0.38824 057738
Sphericity Assumed 0.50194 6 0.08366
Error(Rotulo) Greenhouse-Geisser 050194 302247 016607
Huynh-Feldt 050194 305638 016423
Lower-bound 0.50194 3 016731

e

Tests of Between-Subjects Effects ~|
Descriptive Statistics ~ ~|

L Mean | Std. Error | 95.00% LCL | 95.00% UCL
R1 207174 024015 220748 3.736
R2 313179 0.16613 260308 3.66049
R3 312351 020157 2.48203 3.76498
+ Pairwise Comparison -

- Mauchly's Test of Sphericity j

|— Mauchly's W | Approx. Chi-Square  DF Prob=ChiSq Greenhouse-Geisser Epsilon | Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
Rotulo 0.52292 1.29665 2 0.52292 067701 1 0.5

= Tests of Within-Subjects Effects -]

Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 0.44247 2 022124 211984 020118
Rotulo Greenhouse-Geisser 0.44247 1.35402 0.32678 211984 0.22662
Huynh-Feldt 0.44247 2 022124 211984 020118
Lower-bound 0.44247 1 044247 211984 024142
Sphericity Assumed 0.62619 6 0.10436
Error(Rotulo) Greenhouse-Geisser 062619 4.06207 0.15416
Huynh-Feldt 0.62619 6 0.10436
Lower-bound 0.62619 3 0.20873

¥

Tests of Between-Subjects Effects ~|
Descriptive Statistics -]

Mean | Std. Error | 95.00% LCL | 95.00% UCL
R1 467215  0.23999 3.90839 5.4359
R2 450289 037181 3.31964 568615 A
R3 496758 0.10174 4.6438 5.29136

+ Pairwise Comparison -]

~| Mauchly's Test of Sphericity |

Mauchly's W = Approx. Chi-Square  DF | Prob=ChiSq Greenhouse-Geisser Epsilon | Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
Rotulo 0.49871 1.39145 2 0.49871 0.66609 0.99794 0.5

= Tests of Within-Subjects Effects  ~|

Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 0.04066 2 0.02033| 2.78383 0.13955
Rotulo Greenhouse-Geisser 0.04066 1.33219 0.03052| 2.78383 0.17353
Huynh-Feldt 004066 199589 002037 278383 013973
Lower-bound 0.04066 1 0.04066 278383 019381
Sphericity Assumed 0.04382 5] 0.0073
Error(Rotulo) Greenhouse-Geisser 0.04382 3.99857 0.01096
Huynh-Feldt 0.04382 598766 0.00732
Lower-bound 0.04382 3 0.01461

T

Tests of Between-Subjects Effects ~|
Descriptive Statistics -]

Mean | Std. Error | 95.00% LCL | 95.00% UCL

R1| 605823 004273 592225 £.19421

R2| 593995 0.10048 562019 6.25971

R3 593014  0.11495 5.66432 6.20595
+ Pairwise Comparison -]

[
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Apéndice 7. Monitoreo del consumo del sulfato (mM), ensayo de precipitacion de metales

con acetato

Dias P1A1 P1C P2A1 P2C P3Al1 P3C

0 53.8 55.76 53.8 53.75 53.8 51.82
28 4598 58.81 59.48 54.63 49.36 53.42
42 4592 55.73 49.99 53.86 46.87 51.89
56 4522 5275 2890 52.77 4555 50.15

Apéndice 8. Cuantificacion de acetato (mM), ensayo de precipitacion de metales con acetato

dias 0 28 42 56

P1Al 24.59 22.01 21.45 18.31
P1A2 24.59 33.77 18.05 215
P1A3 24.59 16.16 13.96 14.22
P1C 23.84 21.69 28.97 23.85
P2A1 54.68 43.41 3441 22.01
P2A2 54.68 45.81 31.49 19.77
P2A3 54.68 31.66 26.96 16.16
P2C 47.68 52.09 64.75 54.21
P3Al 72.57 47.75 41.12 42.39
P3A2 72.57 63.89 61.41 43.84
P3A3 72.57 67.28 62.97 60.64
P3C 71.52 72.46 72.92 73.39

Apéndice 9. ANOVA de medidas repetidas unidireccionales del consumo de sulfato de
la proporcion 1 en ensayo de precipitacion de metales con acetato

Value F Numdf  DF = Prob>F

Pillai's Trace 0.72015 2.57338 2 2 027985

Wilks' Lambda 0.27985 257338 2 2 027985
Hotelling's Trace| 2.57338 2.567338 2 2 027985
Roy's Largest Root 2.57338 257338 2 2 027985

Mauchly's Test of Sphericity j
Mauchly's W | Approx. Chi-Square = DF | Prob=ChiSq | Greenhouse-Geisser Epsilon | Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
R1 043588 1.66078 2 0.43588 063934 0.90474 05

= Tests of Within-Subjects Effects |

[ |

Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 106.41575 2 5320788 2.92441 0.12985
R Greenhouse-Geisser 106.41575 1.27867 83.22358 2.92441 0.16785
Huynh-Feldt 106.41575 1.80947 58.8104 2.92441 0.13882
Lower-bound 106.41575 1 106.41575 292441 0.18578
Sphericity Assumed 109.1663 6 18.19438
Error(R1) Greenhouse-Geisser 109.1663 3.83602 28.45822
Huynh-Feldt 109.1663 5.42842 20.11016
Lower-bound 109.1663 3 36.38877

T

Tests of Between-Subjects Effects ~|
Descriptive Statistics ~ ~|

Mean Std. Error | 95.00% LCL | 95.00% UCL
R1A1 21.4 1.15133 17.73595 25.06405
R1A2 2428875  3.37515 13.6475 36.03
R1A3 17.04375  2.31772 9.66772 24.41978

+ Pairwise Comparison -]
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Apéndice 10. ANOVA de medidas repetidas unidireccionales del consumo de
sulfato de la proporcion 2 en el ensayo de precipitacion de metales con acetato

+ Notes  ~|
# Input Data  ~|
= Multivariate Tests  ~|
Value F Numdf DF Prob=F
Pillai's Trace 0.74253 2.884 2 2 025747
R2? Wilks' Lambda 0.25747 2.884 2 2 025747
Hotelling's Trace 2.884 2.884 2 2 025747
Roy's Largest Root 2884 2884 2 2 025747

Mauchly's Test of Sphericity

-

|— Mauchly's W = Approx. Chi-Square ' DF  Prob=ChiSq Greenhouse-Geisser Epsilon  Huynh-Feldt Epsilon = Lower-bound Epsilon
R2 0.34417 2.13325 2 0.34417 0.60393 0.78995 0.5
= Tests of Within-Subjects Effects - |
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 94.321 2 471605 429158 0.06965
R2 Greenhouse-Geisser 94.321 1.20785 78.08989 429158 0.11376
Huynh-Feldt 94321 15799 59.7008 429158 0.09004
Lower-bound 94.321 1 94321 429158 0.13004
Sphericity Assumed £65.93448 6 10.98908
Greenhouse-Geisser 66.93448 362365 18.19608
Error(R2)
Huynh-Feldt 65.93448  4.73869 13.91115
Lower-bound 65.93448 3 21.97816

+

Descriptive Statistics ~ ~|

Tests of Between-Subjects Effects ~|

Mean | Std. Error  95.00% LCL 95.00% UCL
R2A1 368775 567523 18.81637 54.93863
R2A2 36.18375  6.55089 15.30724 57.06026
R2A3 3061375  6.54953 9.77019 51.45731

+ Pairwise Comparison

E

Apéndice 11. ANOVA de medidas repetidas unidireccionales del consumo de sulfato de
la proporcidon 3 en ensayo de precipitacion de metales con acetato

+ Notes  ~|
® Input Data  ~|
= Multivariate Tests  ~|
Value F Num df DF @ Prob=F
Pillai's Trace ~ 0.7489 2.98241 2 2 02511
R3 Wilks' Lambda ~ 0.2511  2.98241 2 2 02511
Hotelling's Trace 2.98241 298241 2 2 02511
Roy's Largest Root  2.88241 2.98241 2 2 02511
- Mauchly's Test of Sphericity M
L Mauchly's W | Approx. Chi-Square  DF = Prob=ChiSq = Greenhouse-Geisser Epsilon = Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
R3 0.89038 0.23222) 2 0.89038 0.90121 1 05
= Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Sgquares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 455.24 2 22762 5.14351 0.05
R3 Greenhouse-Geisser 455.24 1.80242 25257187 5.14351 0.05798
Huynh-Feldt 45524 2 22762 514351 0.05
Lower-bound 455.24 1 45524 514351 0.10813
Sphericity Assumed 26565228 6 44 2538
Error(R3) Greenhouse-Geisser 2655228 540725 49.10493
Huynh-Feldt 265.5228 6 44.2538
Lower-bound 265.5228 3 88.5076
+ Tests of Between-Subjects Effects ~|
= Descriptive Statistics |
L Mean Std. Error | 95.00% LCL = 95.00% UCL
R3A1 50.69375  7.08894 28.13356 73.25394
R3A2 6016375 585257 41 53825 78.78925
R3A3 65.6  2.40521 57.94556 73.25444
+ Pairwise Comparison -]
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Apéndice 12. Consumo medio de acetato por proporcion (mM), ensayo de precipitacion

de metales con acetato

Dias P1 P2 P3
0 0.00 0.00 0.00
28 0.61 1439 1294
42 6.77 2373 1741
56 6.58 35.37 23.62

Apéndice 13. Andlisis de varianza de medidas repetidas unidireccionales del consumo
medio de acetato por proporcidn, ensayo de precipitacion de metales con acetato

Notes |
Input Data |
Multivariate Tests d!
Value F Num df | DF = Prob=F
Pillai's Trace  0.72815 2.67844 2| 2| 027185
RATIO Wilks' Lambda | 0.27185| 267844 2| 2| 027185
Hotelling's Trace 267844 267344 2 2 027185
Roy's Largest Root| 2 67844 267844 2| 2| 027185
Mauchly's Test of Sphericity ﬂ
Mauchly's W ' Approx. Chi-Square = DF | Prob=ChiSqg | Greenhouse-Geisser Epsilo | Huynh-Feldt Epsilon Lower-bound Epsilon
RATIO 013911 3.94493 2 0.13911 053738 0.59707 05
Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 460577 2 230.2885 | 6.27247 | 0.03387
RATIQ Sreenhouse-Geisser 460577 107476 42854071 627247 0.08117
Huynh-Feldt 460577 1.19415 385.69485 6.27247 0.07225
Lower-bound 460 577 1 450 577 | 6.27247| 0.08736
Sphericity Assumed 22028514 6 3671419
sreenhouse-Geisser 22028514 | 322427 G68.32093
Error(RATIO) Huynh-Feldt 22028514 358245 6149015
Lower-bound 22028514 3 73.42838
Tests of Between-Subjects Effects ~ |
Descriptive Statistics |
Mean | Std. Error | 95.00% LCL | 95.00% UCL
R1 348792 184274 -2.3765 9.35233
R2 183726 747812 -6.42615 4217126
R3 1348974 50017 -2 42792 29,4074
Paiwise Comparison hd |
Tukey Test |
Index Mean Difference = Std. Error | DF | g Value Prob | Alpha SigFlag 95.00% LCL 95.00% UCL
R1R2 0 -14.88469 428452 6 491307 003063 005 1 -25.03108 -1.7383
R1R2 1 -10.00182 428452| 6| 230135 0.12609) 0.05 0| -2314822 314457
R2 R3 2 488286 428452 6 161171 052703 005 0 -8.26353 18.02926
Grouping Letters Table ~|
Tukey Test |
Mean Groups
R2 183726 |A
R3 1348974|A B
R1  3.48792 B
Means that do not share 3 letter are significanthy dif ferent.

Sig equals 1 indicates that the difference of the means iz significant at the 0.05 level.
Sig =quals 0 indicates that the ence of the mesns is not significant at the 0.05 level.
Sig equals -1 indicates that the difference of the mesns iz not tested.
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Apéndice 14. Monitoreo de pH, ORP y produccion de sulfuros, ensayo de precipitacién de metales con glicerol

P3
P1G1 P1G2 P1G3 P1C P2G1 P2G2 P2G3 p2C P3G1 P3G2 P3G3 P3C
M1 pH 3.11 3.01 3.01 2.98 3.07 3.13 3.10 3.00 3.10 3.12 3.07 3.02
ORP -25.70 -28.00 -55.00 37.00 -59.60 -34.20 -30.00 19.90 -53.30 -20.60 -59.60 -1.70
H2S 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
pH 2.90 2.80 2.93 2.82 2.96 291 291 2.85 3.03 2.97 2.95 2.85
M2 ORP -31.70 -45.20 -64.40 24.30 -48.20 -29.80 -47.00 -3.80 -40.30 -54.80 -44.80 -3.00
H2S 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
pH 2.79 2.78 2.83 2.71 2.85 2.78 2.78 2.68 2.85 2.80 267.00 2.71
M3 ORP -20.90 -23.80 -44.20 -8.20 -17.10 -30.10 -29.40 -8.80 -28.20 -31.90 -42.20 -7.60
H2S 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
pH 2.98 2.85 2.92 2.82 2.93 2.92 2.88 2.75 2.93 2.92 2.85 2.80
M4 ORP -21.80 -17.90 -33.50 -2.70 -20.30 -28.60 -24.30 8.50 -20.80 -23.50 -33.80 -1.70
H2S 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
pH 3.04 3.04 2.99 2.89 3.10 3.02 3.06 2.82 3.12 3.12 3.09 3.81
M5  ORP -60.40 -52.80 -70.40 -12.20 -71.50 -72.10 -86.10 -7.60 -84.60 -66.30 -73.80 0.60
H2S 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
pH 2.97 2.90 2.94 2.76 2.96 2.40 2.88 2.74 3.08 3.02 2.98 2.79
M6  ORP -41.90 -16.70 -43.60 -4.30 -51.00 -45.80 -95.70 -3.00 -69.10 -34.20 -35.60 -1.20
H2S 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
pH 3.32 3.24 3.16 2.90 3.08 3.05 3.73 2.80 4.39 3.02 3.00 2.78
M7 ORP -26.00 -50.60 -36.40 -2.30 -31.30 -22.60 -123.80 7.20 -56.00 -78.00 -61.70 -2.00
H2S 0.07 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.89 0.00 0.12 0.00 0.00 0.00
pH 411 3.24 3.15 2.95 3.14 3.07 4.50 2.98 4.59 3.21 3.05 2.80
M8  ORP -111.40 -26.90 -28.40 22.30 -20.30 -21.20 -120.90 6.70 -85.20 -53.80 -32.40 -1.60
H2S 0.75 0.40 0.30 0.00 0.05 0.00 0.88 0.00 0.17 0.00 0.00 0.00
pH 4.72 4.49 3.74 3.02 3.34 3.28 4.63 3.10 4.77 3.39 3.38 3.36
M9  ORP -177.40 -156.60 -93.70 11.00 -26.40 -35.00 -137.20 3.40 -103.40 -21.50 16.40 -4.70
H2S 0.84 0.72 0.55 0.00 0.06 0.00 0.80 0.00 0.40 0.06 0.00 0.00
pH 4.21 = 4.50 2.90 4.44 3.05 - 2.83 4.48 - 3.01 -
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M10 ORP - - - - - - - - - - -
H2S 0.85 0.00 0.74 0.00 0.65 0.00 0.00 0.68 = 0.05 0.00
pH 4.39 - 4.57 2.83 4.61 3.09 2.83 4.69 - 2.98 -

M1l  ORP -212.70 = -173.00 16.90 -189.50 -53.60 16.00 -194.00 = -51.20 =
H2S 1.70 = 1.15 - 0.80 0.06 - 0.52 - 0.00 0.00

M12 pH 5.17 - 5.22 - 5.24 5.22 - 5.19 - 5.21 -

M13 pH 6.69 - 4.92 - 5.08 5.10 - 5.55 = 4.96 -

M14 pH 6.72 - 6.39 - 5.48 5.90 - 5.55 - 5.05 --

M15 pH 6.69 - 6.39 = 5.49 5.60 - 5.48 = 5.55 =

*[H2S] = muestras 100 veces diluidas, mg/L

*UR = Bajo el rango de deteccion (under range)

*ORP =mV
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Apéndice 15. ANOVA de medidas repetidas unidireccionales del monitoreo de pH de las

3 proporciones - Ensayo de precipitacion de metales con glicerol

Mauchly's Test of Sphericity

-l

g Mauchly's W Approx. Chi-Square  DF  Prob=ChiSq Greenhouse-Geisser Epsilon

Huynh-Feldt Epsilon

Lower-bound Epsilon

B 0.70748 2.76839 2 0.25063 0.77368 0.90395 0.5
Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 68.74467 2 34.37233 019709 0.82286
B Greenhouse-Geisser 68.74467 1.54736 44 42699 019709 0.76806
Huynh-Feldt 68.74467 1.8079 38.02458 0.19709 0.80185
i Lower-bound 68.74467 1 68.74467 0.19709 0.66756
Sphericity Assumed 3139.13533 18 174.39641
Error(B) Greenhouse-Geisser 313913533 13.92827 22541114
Huynh-Feldt 3139.13533  16.27111 192.92697
Lower-bound 3139.13533 9 348.79281

Tests of Between-Subjects Effects |

Descriptive Statistics ~ ~|

Mean | Std Error | 95.00% LCL | 95.00% UCL
{RI 7485 1952336  -1190149  -30.6851
R2 7122 1739622 -11057299  -31.86701
R3 7238 1549126 10742366  -37.33634
Pairwise Comparison =

Apéndice 16. ANOVA de medidas repetidas unidireccionales de la cuantificacion de

sulfuros de la media de las 3 proporciones - Ensayo de precipitacion de metales con
glicerol

Mauchly's Test of Sphericity |

Mauchly's W = Approx. Chi-Square  DF  Prob=ChiSq = Greenhouse-Geisser Epsilon
B 0.00582 46.31144 2

Huynh-Feldt Epsilon = Lower-bound Epsilon

=0.0001 0.50146 0.50195 0.5
Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 1566.10606 2 783.05303 352698 0.04875
B Greenhouse-Geisser 1566.106061 1.00292  1561.54532 3.52698 0.08966
Huynh-Feldt 156610606 10039 156002901 352698 008961
Lower-bound 1566.10606 1 1566.10606 3.52698 0.08981
Sphericity Assumed 4440.3569 20 22201785
Error(B) Greenhouse-Geisser 4440.3569 10.02921 442 74259
Huynh-Feldt 4440.3569 10.03895 442 31267
Lower-bound 4440.3569 10 444 03569

Tests of Between-Subjects Effects ~|

Descriptive Statistics ~ ~|

Mean | Std Ewor | 95.00% LCL | 9500% UCL

R1 2534848 14.07535 -6.01334 56.71031

R2 16.39394 9.12968 -3.94827 36.73615

R3 848485 526077 325692 2022662
Pairwise Comparison ~ ~|

= Tukey Test -]
= Grouping Letters Table ~|

- Tukey Test ~|

Mean Groups
R1 2534848 A

R2 1639394 A B
R3  8.48485 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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Apéndice 17. Precipitacion de metales por proporcion en mM y porcentaje en ensayo de
precipitacion de metales con glicerol

[inicial] PROPORCION1 PROPORCION2 PROPORCION 3

Metal mM mM % mM % mM %

As 0.123 0.118 95.67 0.120 97.24 0.119 96.18
Cd 0.018 0.015 82.67 0.018 96.96 0.017 91.52
Mn 0.074 0.061 81.55 0.043 57.32 0.053 71.59
Fe 34.933  34.597 99.04 34.817 99.67 34.095 97.60
Ni 0.014 0.013 92.21 0.002 12.81 0.013 97.62
Co 0.014 0.011 74.33 0.002 14.78 0.012 87.81
Zn 3.667 3.667 100.00 3.667 100.00 3.667 100.00
Al 5.396 4.600 85.24 1.553 28.77 5.004 92.74
Mg 6.507 1.157 17.78 1.001 15.38 0.902 13.86

Apéndice 18. ANOVA de medidas repetidas unidireccionales de la cuantificacion de
metales - Ensayo de precipitacion de metales con glicerol

~| Mauchly's Test of Sphericity ~]

|— Mauchly's W | Approx. Chi-Square DF | Prob=ChiSq Greenhouse-Geisser Epsilon | Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
Rotulo 0.46957 1.51189 2 0.46957 0.65341 0.95302 0.5
= Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 0.063 2 00315 1.37731 0.32191
Rotulo Greenhouse-Geisser 0.063 1.30682 0.04821 1.37731 0.32606
Huynh-Feldt 0.063 1.90604 0.03305 1.37731 032274
Lower-bound 0.063 1 0.063 1.37731 032525
Sphericity Assumed 0.13722 5] 0.02287
Error(Rotulo) Greenhouse-Geisser 013722 3.92048 0.035
Huynh-Feldt 013722 571813 0.024
Lower-bound 0.13722 3 0.04574

T

Tests of Between-Subjects Effects ~|

Descriptive Statistics ~ ~|
L Mean | Sid Error | 5 00% LGL | 95 00% UCL
R1 070722 0.2801 018417

1.50861

R2 073597  0.2457 -0.04596 151791

R3 056992 0.21487 0.11389 1.25374
te_Pairwise Comparison ~|

—I Mauchly's Test of Sphericity =]
L Mauchly's W | Approx. Chi-Square  DF  Prob>=ChiSq Greenhouse-Geisser Epsilon | Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
Rotulo 0.80578 0.43189 2 0.80578 0.83737 1 0.5

Tests of Within-Subjects Effects  ~|

Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 5.85808 2 292904 216019 0.1965
Rotulo Greenhouse-Geisser 5.85808 167473 3.49792 216019 020924
Huynh-Feldt 5.85808 2 292004 216019  0.1965
Lower-bound 5.85808 1 585808 216019 023797
Sphericity Assumed 8.13549 6 1.35692
Error(Rotulo) Greenhouse-Geisser 8.13549 50242 1.61926
Huynh-Feldt 8.13549 6 1.35502
Lower-bound 8.13549 3 271183

T

Tests of Between-Subjects Effects ~|

Descriptive Statistics -]
Mean | Sid Error | 95.00% LGL | 85.00% UCL

R1 181606  0.99312 -1.34451 4.97663
R2 0.95401 0.34262 -0.13637 2.04439
R3 266544 1.28444 -1.42224 6.75312

+ Pairwise Comparison -

[ — |
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- Mauchly's Test of Sphericity

-]

Mauchly's W | Approx. Chi-Square | DF  Prob=ChiSq = Greenhouse-Geisser Epsilon | Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
Rotulo 059128 1.05094 2 0.59128 0.70986 1 05
= Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 3.6896E-5 2 1.8448E-5 21172 02015
Rotulo Greenhouse-Geisser 3.6896E-5 1.41973  2.589881E-5 21172 0.22418
Huynh-Feldt 3.6896E-5 2 1.8448E-5 21172 02015
Lower-bound 3.6896E-5 1 36896E-5 21172 024165
Sphericity Assumed 5.22805E-5 & 8.71341E-6
Error(Rotulo) Greenhouse-Geisser 522805E-5 4.25918 1.22T48E-5
Huynh-Feldt 5.22805E-5 6 8T71341E6
Lower-bound 5.22805E-5 3 1.74268E-5

+

Tests of Between-Subjects Effects ~|
Descriptive Statistics ~ ~|

Mean Std. Error | 95.00% LCL = 95.00% UCL
R1 000338  0.00245 00044 0.01117 ‘ O
R2 000123 4.70443E-4 -2.68108E-4 0.00273
R3  0.00552 0.00302 -0.00408 0.01513
+ Pairwise Comparison ~|
— Mauchly's Test of Sphericity |
|— Mauchly's W | Approx. Chi-Square = DF = Prob>ChiSq = Greenhouse-Geisser Epsilon | Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
Rotulo 0.774 051237 2 0.774 0.81566 1 0.5
= Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 5 6353E-5 2 2817B5E-5 19954 02166
Rotulo Greenhouse-Geisser 5.6353E-5 1.63132 3.45444E-5 1.9954 022957
Huynh-Feldt 5.6353E-5 2 281765E-5 1.9954 0.2166
Lower-bound 5.6353E-5 1 5.6353E-5 1.9954 025265
Sphericity Assumed 8.47242E-5 6 1.41207E-5
Error(Rotulo) Greenhouse-Geisser 8.47242E-5  4.89396 1.7312E-5
Huynh-Feldt 8.47242E-5 6 1.41207E-5
Lower-bound 8.47242E-5 3 282414E-5

+

Tests of Between-Subjects Effects ~|
Descriptive Statistics ~ ~|

-
Mean | Std. Error | 95.00% LCL 95.00% UCL
R1 000401 000292  -0.00527 0.01329
R2 000105 386524E-4 1.81493E.4 0.00228
R3 0.00634 0.0035  -0.00479 0.01748
[#_Pairwise Comparison ~|

+ Pairwise Comparison

-

—I Mauchly's Test of Sphericity ~]
L Mauchly's W | Approx. Chi-Square DF | Prob=ChiSq Greenhouse-Geisser Epsilon = Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
Rotulo 087256 027264 2 0.87256 0.88697 1 05
= Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 1.9354E-5 2 967T0ME-6 256061 0.15704
Rotulo Greenhouse-Geisser 1.9354E-5 1.77393  1.09102E-5 256061 0.16718
Huynh-Feldt 1.9354E-5 2 9D67TT0ME-6 256061 015704
Lower-bound 1.9354E-5 1 1.9354E-5 2.56061 0.20786
Sphericity Assumed 2.26751E-5 6 377918E6
Error(Rotulo) Greenhouse-Geisser 2.26751E-5 53218 4 2608E-6
Huynh-Feldt 2 26751E-5 6 377918E-6
Lower-bound 2.26751E-5 3 T7.55837E-6
= Tests of Between-Subjects Effects ~|
- Descriptive Statistics |
L Mean @ Std. Error  95.00% LCL @ 95.00% UCL
R1 0.0845  0.02828 -0.00545 0.17445
R2 0.08748  0.02921 -0.00549 0.18046 S
R3 008523  0.02858 -0.00573 017619
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Mauchly's Test of Sphericity

[

|— Mauchly's W | Approx. Chi-Square | DF | Prob=ChiSq | Greenhouse-Geisser Epsilon | Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
Rotulo 0.34857 210785 2 0.34857 0.60554 0.79497 0.5
= Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 1.42513E-5 2 T7.12564E-6 213851 0.199
Rotulo Greenhouse-Geisser 1.42513E-5 1.21107  1.17675E-5 213851  0.2308
Huynh-Feldt 1.42513E-5| 1.58993  B.96344E-6 2.13851 0215
Lower-bound 1.42513E-5 1 1.42513E-5| 2.13851 0.23981
Sphericity Assumed 1.99823E-5 5] 3.33205E-6
Error(Rotulo) Greenhouse-Geisser 1.99923E-5 3.63321 5.50266E-6
Huynh-Feldt 1.99923E-5 4.7698  4.19143E-6
Lower-bound 1.99923E-5 3 6.6641E-6
+ Tests of Between-Subjects Effects ~|
= Descriptive Statistics ~ ~|
L Mean | Std. Error | 85.00% LCL = 95.00% UCL
R1| 0.01031 0.0035 -8.30605E-4 0.02145
R2| 0.01257 0.0042 -8.11333E-4 0.02595
R3| 0.01021 0.00385 -0.00203 0.02246
+ Pairwise Comparison -
- Mauchly's Test of Sphericity j
L Mauchly's W | Approx. Chi-Square DF | Prob>ChiSg = Greenhouse-Geisser Epsilon | Huynh-Feldt Epsilon = Lower-bound Epsilon
ratio 0.70953 13726 2 0.50344 0.77491 1 0.5
= Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob>F
Sphericity Assumed 5.41686 2 270843 244908 0.13625
ratio Greenhouse-Geisser 541686 154983 349514 244908 015418
Huynh-Feldt 541686 2 270843 244908 0.13625
Lower-bound 5.41686 1 541686 244908 0.17837
Sphericity Assumed 11.05899 10 1.1059
Error(ratio) Greenhouse-Geisser 11.05899 7.74913 1.42713
Huynh-Feldt 11.05899 10 1.1059
Lower-bound 11.05899 5 22118

¥

Tests of Between-Subjects Effects |

= Descriptive Statistics ~ ~|
Mean | Std. Error | 95.00% LCL | 95.00% UCL
R1 1469779 634338 -1.60839 31.00396 I:
R2 13.36254 663288 -3.68783 30.4129
R3 1416073 618322 -1.73374 30.05521
+ Pairwise Comparison -]

¥

Tests of Between-Subjects Effects ~|

- Mauchly's Test of Sphericity |
|— Mauchly's W Approx. Chi-Square  DF Prob=ChiSq Greenhouse-Geisser Epsilon = Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
ratio 0.50009 27719 2 0.25009 0.66671 0.81826 05
= Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 1.76456 2 088228 2.71231 0.11453
. Greenhouse-Geisser 1.76456  1.33341 132335 271231 0.14366
Huynh-Feldt 1.76456 1.63652 1.07824 271231 0.12961
Lower-bound 1.76456 1 1.76456 271231 0.16049
Sphericity Assumed 3.25289 10 0.32529
Error(ratio) Greenhouse-Geisser 3.25289 B6.66705 0.4879
Huynh-Feldt 3.25289 8.18262 0.39754
Lower-bound 3.25289 5 0.65058

= Descriptive Statistics ~ ~|

L Mean | Std_ Error | 95.00% LCL | 95.00% UCL
R1 207608 067081 0.35172 3.80044
R2 172893 064556 0.06946 3.3884 n
R3 249475 064337 0.84091 414859

+ Pairwise Comparison j
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L Mauchly's Test of Sphericity

]

Mauchly's W Approx. Chi-Square  DF = Prob=ChiSq = Greenhouse-Geisser Epsilon  Huynh-Feldt Epsilon  Lower-bound Epsilon

+

Descriptive Statistics ~ ~|

Tests of Between-Subjects Effects ~|

ratio 0.08041 10.08248 2 0.00647 0.52004 0.53704 0.5
= Tests of Within-Subjects Effects  ~|
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 4 73088E-4 2 2.36544E-4 293941 0.09906
ratio Greenhouse-Geisser 473088E-4 1.04189  454068E-4 293941 0.14474
Huynh-Feldt 4 73088E-4 1.07408  4.40458E-4 283841 0.14293
Lower-bound 4 T3088E-4 1 4.T3088E-4| 293941 0.14711
Sphericity Assumed 8.04732E-4 10 8.04T32E-5
., Greenhouse-Geisser 8.04732E-4 5.20945 1.54476E-4
Error(ratio)
Huynh-Feldt 8.04732E-4 537041 1.49846E-4
Lower-bound 8.04732E-4 5 1 60946E-4

Mean | Std. Error | 95.00% LCL | 95.00% UCL
R1 002598  0.01121 -0.00282 0.05479 I l
R2 001347  0.00633 -0.0028 0.02974
R3 001883  0.00782 -0.00128 0.03893
+ Pairwise Comparison -

Apéndice 19. Monitoreo del consumo o reduccion de sulfato, ensayo de precipitacion de

metales con glicerol

tiempo P1 P1C P2 P2C P3 P3C
(dd)
0 53.80000 53.80000 53.80000 53.80000 53.80000  53.80000
28  43.90300 52.73771 45.57500 58.64651 38.17400 -
42 36.85400 51.67541 41.76300 63.49303 37.91200 -
56  26.20000 53.61000 37.81000 53.73000 27.68000 -
119  0.01711 0.00000 0.02249 0.53733 0.02635 -
133  0.00216 0.00000 0.00286 0.53733 0.00312 -
140  0.00069 0.00000 0.00083 0.53733 0.00282 -

Apéndice 20. Monitoreo del consumo de glicerol, ensayo de precipitacion de metales con

glicerol

Dias P1 P1 P1 P1 P2 P2 P2 P2 P3 P3 P3 P3

Gl G2 G3 C G1 G2 G3 C Gl G2 G3 C
0 2384 2384 2384 2631 47.68 47.68 47.68 4619 7152 7152 7152 7152

28 2252 1513 18.18 26.60 43.65 41.46 3453 49.47 7294 4401 6532 @ -

42 14.85 1859 17.50 26.43 39.17 4180 34.06 4112 4565 6506 5729 @ -

56 1528 1659 1325 2591 3533 39.62 3336 47.99 5242 5048 60.17 @ -

119 5.37 3.00 17.78  19.10 4.95 17.82

133 1.30 3.48 017  0.37 2.48 2.82

140 0.00 0.00 0.00  0.00 0.00 0.00
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Apéndice 21. ANOVA de medidas repetidas unidireccionales del consumo de glicerol de

la media de las 3 proporciones- Ensayo de precipitacién de metales con glicerol
~I Mauchly's Test of Sphericity |

L Mauchly's W | Approx. Chi-Square = DF | Prob>ChiSq = Greenhouse-Geisser Epsilon = Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
RATIO 0.13085 10.16834 2 0.00619 0.535 0.5568 05
< Tests of Within-Subjects Effects j
Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 2796.92409 2 1398.46204 14.03289| 7.21848E4
RATIO Greenhouse-Geisser 2796.92409 1.07001  2613.92871 14.03289 0.00795
Huynh-Feldt 2796.92409 11136 2511.59871 14.03289 0.00709
Lower-bound 2796.92409 1 2796.92409 14.03289 0.00955
Sphericity Assumed 1195.87219 12 99.65602
Greenhouse-Geisser 1195.87219 6.42005 186.27157
Ermror(RATIO) Huynh-Feldt 1195.87219 6.68162  178.97942
Lower-bound 1195.87219 6 199.31203
¥

Tests of Between-Subjects Effects ~|
Descriptive Statistics d|

Mean | Std. Error | 95.00% LCL | 95.00% UCL
R1 11.87794  3.69067 28472 20.90869
R2 26.68097 7.40516 856118  44.80075
R3 4013596 11.0434 1311374  67.15817
Painvise Comparison |
+ Tukey Test el
~ Grouping Letters Table ~|
\;— Tukey Test ~|

L Mean Groups

—— |

R3 40.13596 A
R2  26.68097 A
R1 1187794 B

Means that do not share & letter are significantly different.

Apéndice 22. Monitoreo de la produccion de acetato en ensayo de precipitacion de metales
con glicerol

Dias P1 P1 P1 P1 P2 P2 P2 P2 P3 P3 P3 P3
Gl G2 G3 C Gl G2 G3 C Gl G2 G3 C

0 0.00 000 0.00 0.00 0.00 0.00 000 000 000 000 000 0.00

28 057 060 093 000 081 205 115 000 056 067 089 0.00

42 000 o078 076 000 073 073 099 000 069 086 083 0.00

56 0.00 000 000 000 09 066 076 000 082 095 0.80 0.00

Apéndice 23. ANOVA de medidas repetidas unidireccionales de la produccion de acetato

por proporcion - Ensayo de precipitacion de metales con glicerol

- Mauchly's Test of Spheticity El
Mauchly's W  Approx. Chi-Square | DF | Prob>ChiSg | Greenhouse-Geisser Epsilon  Huynh-Feldt Epsilon  Lower-bound Epsilon
TRIPLICADO 0.08225 4.99592 2 0.08225 0.52145 0.55478 0.5

= Tests of Within-Subjects Effects  ~|

Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 0.00648 2 000324 165756 026723
Greenhouse-Geisser 0.00648 1.04289 0.00621 165756 0.28759
TRIPLICADO Huynh-Feldt 0.00648 1.10958 0.00584 165756 0.28646
Lower-bound 0.00648 1 000648 165756 028827
Sphericity Assumed 0.01172 6 0.00195
Greenhouse-Geisser 001172 3.12867 0.00375
Error(TRIPLIGADO) Huynh-Feldt 0.01172| 3.32873 0.00352
Lower-bound 0.01172 3 0.00391

¥

Tests of Between-Subjects Effects ~|
Descriptive Statistics ~ ~|

Mean | Std. Error | 95.00% LCL | 95.00% UCL
R2G1 00755  0.04391 -0.06425 0.21525
R2G2| 012375 004282 -001253 0.26003
R2G3| 012575  0.04206 -0.00812 0.25962

+ Paitwise Comparison ~|
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Apéndice 24. ANOVA de medidas repetidas unidireccionales de la produccion de acetato
rol de la media de las 3 proporciones - Ensayo de precipitacion de metales con glicerol

—| Mauchly's Test of Sphericity j
|— Mauchly's W Approx. Chi-Square DF | Prob=ChiSq @ Greenhouse-Geisser Epsilon | Huynh-Feldt Epsilon | Lower-bound Epsilon
RATIO 0.04818 6.06542 2 0.04818 051234 053124 0.5

Tests of Within-Subjects Effects - |

Sum of Squares DF Mean Square F Prob=F
Sphericity Assumed 5083994 2 296997 14389 030849
RATIO Greenhouse-Geisser 503994 1.02469 579684 14389 031631
Huynh-Feldt 503994 1.06249 550059 1.4389 031833
Lower-bound 5.83994 1 593004 14389 031628
Sphericity Assumed 1237578 6 2.06263
Greenhouse-Geisser 1237578 3.07406 4.02587
Error(RATIO) Huynh-Feldt 12.37578 3.18747 3.88264
Lower-bound 1237578 3 412526

Tests of Between-Subjects Effects j

Sum of Squares  DF Mean Square F Prob=F
Intercept 13.52209 1 1352209 258075 0.20653
Error 15.71881 3 52396
+ Descriptive Statistics ~ ~|
+ Pairwise Comparison -

Apéndice 25. Analisis gPCR del gen dsrA

Cultivo Medicién SQ SQ
medido standar
P1G1 Jamin 1st time 0.31 0.31
P2G1 Jamin 1st time 0.25 0.26
P3G1 Jamin 1st time 0.28 0.28
P1A1 Jamin 1st time 0.09 0.09
P2A1 Jamin 1st time 0.33 0.34
P3A1 Jamin 1st time 0.33 0.41
P1G1 Jamin last time 0.23 0.22
P2G1 Jamin last time 0.20 0.23
P3G1 Jamin last time 0.44 0.45
P1A1 Jamin last time 0.37 0.38
P2A1 Jamin last time 0.35 0.35
P3Al Jamin last time 0.38 0.38
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Apéndice 26. Analisis gPCR del gen ARNr 16S

Cultivo Medicion SQ medido SQ
standar

P1G1 Jamin 1st time 5.68E+01  5.79E+01
P2G1 Jamin 1st time 1.59E+02 1.61E+02
P3G1 Jamin 1st time 2.76E+01  2.82E+01
P1A1 Jamin 1st time 6.69E+02 6.77E+02
P2A1 Jamin 1st time 3.25E+02 3.29E+02
P3Al Jamin 1st time 2.40E+02  2.33E+02
P1G1 Jamin last time 1.69E+02 1.90E+02
P2G1 Jamin last time 1.01E+02 1.30E+02
P3G1 Jamin last time 1.05E+03 1.06E+03
P1A1 Jamin last time 2.94E+04 2.94E+04
P2A1 Jamin last time 1.26E+04 1.27E+04
P3A1l Jamin last time 493E+04  4.92E+04
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