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I Resumen

Los drenajes dcidos de mina (DAM) son vertimientos con bajo pH, alta concentracién
de metales y sulfato. El DAM puede contaminar el suelo y los cuerpos de agua por lar-
gos periodos incluso si cesaron las actividades mineras, por lo cual su tratamiento es un
tema prioritario. En este estudio, se evalud la eficiencia del tamafio (~100 y ~25 nm) y
la concentracién (5,0, 2,5y 1,0% p/p) de nanoparticulas de hierro cero valente (nZVI)
como enmienda en la mezcla reactiva de reactores bioquimicos pasivos (RBP) con el
fin de incrementar el pH y remover metales y sulfatos. Se construyeron catorce RBP
por duplicado, seis de ellos contenian 125 g de mezcla reactiva, DAM y nZVI, mientras
que los seis restantes contenian DAM y nZVI. Dos se usaron como controles: uno con
solo mezcla reactiva y otro con solo DAM. Los reactores se mantuvieron en condicio-
nes anaerobias y fueron evaluados semanalmente durante cinco semanas. Los resultados
demuestran que en los reactores con mezcla reactiva aumenté el pH vy la alcalinidad,
mientras disminuia el potencial de 6xido reducciéon (ORP), de manera que se lograron
tasas de remocién de metales > 95% (Fe?*, Zn?" y Mn*?) y de sulfato hasta 83%. En los
reactores sin mezcla, el pH se mantuvo acido y el ORP alto, lo cual dificulté la remocion
de metales y sulfato, de modo que tinicamente se logré la remocién de Zn?*. Las nZVI
mejoran significativamente la eficiencia del tratamiento con mezcla reactiva, sin embar-
go, es primordial realizar estudios mas profundos sobre la toxicidad de las nanoparticulas
sobre la comunidad microbiana que participa en el proceso de biorremediacion.

Palabras clave: actividad microbiana, eficiencia, inhibicién microbiana, remocidén de
metales, sulfato reduccidn.

I Abstract

The Acid mine drainage (AMD) are discharges characterized by low pH and high con-
centrations of sulfate and metals. The DAM can pollute soil and water ecosystems for
long periods of time even if mining activities have stopped, therefore their treatment
is a priority issue. In this study the size (~100 y ~25 nm) and concentration (5.0, 2.5 y
1.0% p/p with respect to reactive mixture) of zero valent-iron nanoparticles (nZVI) were
evaluated as amendment in the reactive mixture of biochemical passive reactors (BPR) to
increase pH and alkalinity, promote sulfate reduction, and metal removal. Fourteen BPR
was built in duplicate; six of them contained 125 g of reactive mixture, DAM and nZVI,
the remaining six contained DAM and nZVI. Two were used as controls; one with only
reactive mixture and another with only DAM. The reactors were remained in anaerobic
conditions and were evaluated weekly for 5 weeks. The results show that in the reactors
with reactive mixture the pH and alkalinity increased while decreasing the redox poten-
tial (ORP), achieving removal rates of metals >95% (Fe?*, Zn?" y Mn"?) and sulfate up
to 83%. In the reactor without reactive mixture, the pH was acid and ORP high while
the removal of sulfate and metals was low, only is possible removal of Zn**. The nZVI
significantly improve the efficiency of the treatment with reactive mixture. However, it
is essential to carryout studies on the toxicity of nanoparticles on the microbial commu-
nity that participates in the bioremediation process.

Keywords: efficiency, metal removal, microbial activity, microbial inhibition, sulfate
reduction.

Universidad Central ¢ Facultad de Ingenieria y Ciencias Bdsicas © Ingeciencia, vol. 4, 2019| 38



Reactores bioquimicos pasivos enmendados con nanoparticulas de hierro cero valente para tratamiento de drenajes dcidos de mina

Vera Diaz, C. A., y Vasquez Ochoq, Y.

1. Introduccién

El drenaje acido de mina (DAM) es el principal contaminante de los distritos mineros,
caracterizado por un bajo pH (<4,5) y alto contenido de iones metlicos disueltos (Zn*?,
Fe'?, Al"”®, Mn*?, Pb*?, Cd"?, Cu+2) y sulfatos (Adams et al., 2014). E1 DAM contamina
severamente los cuerpos de agua superficiales y subterraneos, los degrada y disminuye su
calidad. Ademis, causa la pérdida de vegetacion y de fauna, lo cual ocasiona la pérdida del
ecosistema y afecta la oferta hidrica de la regidn, que a su vez impacta a las comunidades
aledafias a los cuerpos de agua que dependen de estas para abastecerse (Grande, 2016).

En Colombia, se ha detectado la generacién de DAM en todas las areas mineras, especial-
mente en la regién carbonifera Zipa-Samaci, donde hay 525 minas activas, 27 inactivas
y 47 abandonadas (Prieto & Duitama, 2004). De acuerdo con el estudio realizado por la
Corporacién Auténoma Regional de Cundinamarca (2010), el 55% de las minas realiza
el tratamiento de DAM por adicién de sustancias alcalinas, el 27 % no realiza ningin
tratamiento y el 18 % no reporta informacién. Segiin estudios del Ministerio de Minas y
Energia (2015), la explotacién del carbén en la regién ha afectado las cuencas hidrografi-
cas en el Alto Meta y el rio Sogamoso. Esta altima, conformada por los rios Chicamocha,
Sogamoso y Sudrez, es una gran fuente de agua para la region.

El DAM puede contaminar por largos periodos incluso si cesaron las actividades mineras,
por lo cual su tratamiento se considera un tema prioritario. En la busqueda de una posible
solucion se ha propuesto el uso de reactores bioquimicos pasivos (RBP), que son con-
siderados una tecnologia viable debido a su ficil operacién y al uso de desechos agroin-
dustriales para su montaje y funcionamiento. Los RBP son columnas o pozos empacados
con una mezcla reactiva, conformada por sustratos orginicos e inorganicos que aportan
nutrientes a los microorganismos responsables de la biorremediacion (Vasquez, 2016). La
eficiencia en remocién de metales y sulfatos de los RBP depende de la cuidadosa selec-
cién de los componentes de la mezcla reactiva, ya que estos determinan la disponibilidad
de los nutrientes para la comunidad microbiana (Neculita et al., 2011; Zagury et al., 2006).
Por lo general, los RBP operan con un tiempo de retencién hidraulico (THR) de entre
2 y 4 dias, un periodo muy extenso para el tratamiento de DAM donde las minas se en-
cuentran en etapa extractiva.

En estudios previos se ha evaluado la eficiencia de mezclas reactivas que contienen particu-
las granulares de hierro cero valente (ZVI), las cuales han arrojado buenos resultados, pero
evidencian poca longevidad debido al agotamiento de la superficie reactiva (Lindsay, 2008;
Wilkin & McNeil, 2003). Sin embargo, este inconveniente podria superarse con el uso de
nanoparticulas de hierro cero Valente (nZVI), debido a que su forma de cascarén con na-
cleo y su superficie especifica con alto nimero de sitios activos favorecen el tratamiento de
los contaminantes (Mukherjee ef al., 2016). Las propiedades fisicas de las nZ VI, tales como
su comportamiento dual metal-Oxido, las convierten en buenos candidatos en aplicacio-
nes de biorremediacion: su nucleo de hierro metilico es donador de electrones, asi que le
otorgan propiedades reductoras, mientras que el hidroxido de hierro de la superficie ofrece
funciones coordinativas y electrostiticas que atraen los iones metilicos con carga positiva
(Li et al.,2016). Por tanto, las nZVI ofrecen dos nanocomponentes que permiten la elimina-
cién simultinea de oxianiones (p. ¢j.,As (V) y Cr (VI)) y de cationes (p. ¢j., Zn"% Al Pb*2,
Cd"?, Cu*?). Ademis, los productos finales de las reacciones de nanoparticulas son 6xidos e
hidréxidos de hierro, los cuales son ambientalmente amigables (Guo et al., 2016).
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Las nZVT han sido previamente utilizadas en varios estudios para tratar agua contaminada
con metales pesados, sin embargo, hay poca informacién sobre su uso para tratar el DAM.
Calderén y Fullana (2015) reportaron que el empleo de nZVI para tratar agua contami-
nada de manera artificial con una mezcla de cinco metales (Zn+2, Ni*2, Cd*?, Cr+6y Cu+2)
produjo cambios en el pH y el potencial de 6xido reduccidén (ORP), asi como la reduc-
cién en la concentracién de los metales. Por su parte, Klimkova ef al. (2010) aplicaron por
primera vez nZVI en el tratamiento de una muestra de agua subterrinea contaminada
con uranio en un area minera. Cuando agregaron las nZVI, el pH aument6 a valores cer-
canos a la neutralidad y el ORP disminuyd, lo cual se reflej6 en la quimica del agua, pues
la concentracién de los metales disminuy6 significativamente.

El principal inconveniente en el uso de nZVI es su potencial toxicidad para las co-
munidades microbianas (Kumar, 2013; Vangnai et al., 2015). Se ha determinado que las
nZVI pueden inhibir la actividad de las bacterias sulfato-reductoras (BSR), las cuales se
encargan de reducir los sulfatos a sulfuros: en este proceso los metales se inmovilizan y se
precipitan como sulfuros metalicos, que posteriormente pueden ser recuperados y apro-
vechados. No obstante, los estudios se han realizado en RBP que operan en fase liquida
y que utilizan un solo donador de electrones (Kumar et al., 2013; Sacca et al., 2013; Sacca
et al., 2014). Especificamente, en este articulo se propone una mezcla reactiva compleja
formada por residuos agroindustriales de la regién que puede llegar a prevenir el dafio
que las nanoparticulas provocan en los microorganismos.

En este sentido, los RBP enmendados con nZVI son una tecnologia viable para mitigar
los impactos de la mineria, aunque no se cuenta con informacién acerca de su efecto
sobre la eficiencia en el tratamiento ni sobre la comunidad microbiana participante. Si
bien los RBP por si solos permiten remediar el DAM y reducir sus impactos, esta in-
vestigacidon permite evaluar el efecto de las nZVI en la biorremediacion del DAM del
distrito minero Zipa-Samaca. Para cumplir este objetivo, se determina cémo el tamafio y
la concentracién de las nanoparticulas afectan la eficiencia de los RBP para aumentar el
pH v la alcalinidad, asi como la remocién de sulfatos y metales del DAM. De esta manera,
se ofrece una opcién al gremio minero para incorporar procesos que contribuyan con el
uso de tecnologias limpias durante la extraccién del carbén que minimicen los impactos
ambientales.

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

En este estudio se utilizaron nZVI de dos clases: Nanofer y Nanousa con tamafos
~100 nm y ~25 nm, respectivamente. Las primeras nanoparticulas fueron proporcionadas
por la empresa Nanoiron, la cual indicé que su aplicacién mas comin es la remediacién
de aguas subterraneas contaminadas por hidrocarburos clorados y metales pesados. Las
segundas fueron compradas en US Research Nanomaterials, Inc.”, donde indican que son
cero-valente, tienen una pureza de 99,5 %, son esféricas, tienen una densidad aproximada
de 7,90 g/cm® y son estables en la superficie.

Encuentre mayor informacion sobre las empresas en los siguientes enla-
ces: http://nanoiron.cz/en/ y https://www.us-nano.com/inc/sdetail /165
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El DAM se recolectd en la mina Incarsa, de la empresa Milpa S. A., ubicada en la vereda
Loma Redonda del municipio de Samaci (Boyacd), y fue caracterizado en un estudio
previo por Garzén et al. (2019). El DAM tenia la siguiente composicién en mg L'
1107,6 Fe*'; 185,0 Mn**; 48,2 Zn**; 209,6 Mg®"; 174,5 Ca®* y 1833,9 SO > apH 2,8 y
ORP (mV) 455,5. In situ se determind el pH y el potencial de 6xido-reduccién (ORP)
con una sonda multiparamétrica (HI 9828, Hanna Instruments; Woonsocket, RI). Poste-
riormente, se recolectaron seis muestras (100 mL) en botellas de polipropileno: dos fueron
preservadas con HNO, (pH 2,0) para cuantificaciéon de metales, y cuatro sin preservantes.
Todas las muestras fueron refrigeradas a 4° C hasta los anilisis.

El in6culo microbiano fue extraido manualmente del embalse del Mufa, ubicado en el
municipio de Sibaté. Este indculo proporcioné los microorganismos adaptados a ambien-
tes contaminados con metales. El compost de champifién se compré a la empresa Agro-
bachue Ltda., el estiércol bovino se obtuvo de una granja local y, finalmente, el aserrin de
sajo, la gravilla y el carbonato de calcio se compraron en un almacén local.

2.2 Montaje de los RBP

La mezcla reactiva (MR) que se utiliz6 durante la puesta en marcha de los RBP estaba
compuesta por 15% de estiércol bovino, 10 % de compost de champifién, 25 % de aserrin,
15% de sedimento, 20% de gravilla y 15% de carbonato de calcio (Vasquez et al., 2016a).
La mezcla se prepard en peso hiimedo y cada componente fue mezclado con los otros
hasta obtener una pasta homogénea. Con el fin de corregir los porcentajes de cada com-
ponente, se determind el porcentaje de humedad por diferencia de pesos antes y después
de un calentamiento a 105° C durante 24 horas —método NCH 1515— (Instituto Na-
cional de Normalizacién [INN], 1979).

De esta forma, se construyeron catorce RBP en botellas de vidrio de 1L por duplicado.
Cada uno conté con un sistema de extraccion en la tapa conformado por dos puertos
de muestreo (corchos, jeringas y tubos venturi): uno para suministrar N, mientras por el
otro se realizaba la extraccioén de la muestra de efluente. En siete de los reactores se coloco
125 g de mezcla reactiva, y los restantes siete se mantuvieron vacios; posteriormente, se
adicion6 600 mL de DAM en todos los RBP. Una vez realizado lo anterior, en cada RBP
se adicionaron las nZVI en diferente concentracion y preparadas en medio acuoso segin
las recomendaciones de la empresa que las manufactura. Por Gltimo, los reactores fueron
sellados y saturados con N, se agitaron durante una hora para homogeneizar la mezcla
reactiva, las nZVI con el DAM vy se conservaron durante una semana a temperatura am-
biente y en oscuridad en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Central hasta
obtener condiciones favorables para la sulfato-reduccion.

Con el fin de evaluar el efecto de la nZVI sobre la eficiencia de los reactores, se consi-
derd el tamano de las nanoparticulas (P:25 y G:100 nm) y la concentracién (5,0, 2,5 y
1,0% p/p con respecto a la mezcla reactiva) como variables. Ademas, se montaron dos
RBP como controles: uno con mezcla reactiva y el otro solo con DAM, pero ambos
sin nZVI.
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2.3 Evaluacién del tamaifio y la concentracién de
las nZVI sobre la eficiencia de los RBP

La eficiencia de un RBP se determina por el incremento del pH vy la alcalinidad, asi como
por la remocién de metales y sulfato. Por tanto, una vez alcanzadas las condiciones para
la sulfato-reduccién (pH >5,0 y ORP <-100 mV), se extrajeron 40 mL de cada reactor
una vez a la semana durante cinco semanas para hacer los anilisis fisicoquimicos. En cada
muestra se determind: (1) el pH y el ORP, con la sonda multiparamétrica; (2) la presen-
cia de metales (Zn+2, Fe'?, Mg’z, Mn™?, Ca+2), mediante espectrofotometria de absorcién
atémica por el método 7000B (Usepa, 2007); (3) los sulfatos, por el método 4500-SO,,
y los sulfuros, por el método 4500D —en el cual el azul de metileno es determinado
por espectrofotometria UV-VIS (Genesys 10, Thermo Scientific; Waltham, MA)—, y (4)
la alcalinidad, por el método 2320B (TitroLine alpha plus 20, Schott, Mainz, Alemania)
(American Public Health Association [APHA], 2005). Por Gltimo, con el fin de determi-
nar la distribucién quimica de las especies presentes en el reactor, se realiz6 una modela-
cién geoquimica por medio del software Minteq 3.0.

2.4 Efecto de las nZVI sobre la actividad microbiana

Después de cinco semanas, los RBP se desarmaron y se extrajo la mezcla reactiva, a la cual
se le retir6 manualmente la gravilla y se dejo secar al aire durante 24 horas. La actividad
microbiana se determiné por medio de la enzima deshidrogenasa (DHS), siguiendo el
método propuesto por Serra-Wittling ef al. (1995).

2.5 Andalisis estadistico

Inicialmente se determind si los valores obtenidos para las variables cumplian los supuestos
de homogeneidad de varianzas y de normalidad. Los valores que no cumplieron con los
supuestos fueron transformados por medio de funciones matematicas, como seno y coseno.
Luego de esto se realiz6 un analisis Anova sobre las variables fisicoquimicas para encontrar
diferencias significativas entre los factores y sus posibles combinaciones, seguido de una
prueba post hoc (Tukey). El analisis estadistico se realizd con el software SPSS Statistics 19.

3. Resultados y discusién

3.1 Efecto de las nZVI en la eficiencia de los RBP

3.1.1 El pH, la alcalinidad y el ORP

Durante los ensayos, los reactores con mezcla reactiva alcanzaron valores de pH entre
8,310,2y9,2%0,3. Este incremento se debe a la disolucion del carbonato de calcio de la
mezcla reactiva, a la oxidacidén de las nanoparticulas por el contacto con el agua (ecuacién
1) y ala actividad de las BSR, las cuales generan bicarbonato mientras reducen el sulfuro.
El anlisis (Anova; p<0,05) determina que ni el tamafio ni la concentracién de las nZVI
influyeron sobre el pH (figura 1).

Fe' +2H,0,,, —Fe”  +H,  +20H" (Ecuacién 1)

aq)
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Figura 1. Cambios en el pH, la alcalinidad y el ORP durante la
determinacién del efecto de las nZVI sobre la eficiencia de los RBP.
Fuente: elaboracién propia.

Asimismo, en los reactores que contenian solo DAM y nZVI se obtuvieron valores de pH
entre 2,7+0,1 y 5,6 £0,2. Las nZVI lograron un aumento de pH en los reactores: espe-
cificamente, el reactor con nZVI de ~100 nm al 1% (G1) fue el que presentdé mayores
valores de pH (~5,0). Esto se debe a que la reaccién del hierro (Fe) con el medio acido
provoca la oxidacion anaerdbica de las nZVI y que es acompanada por la produccion de
OH", que aumentan el pH (ecuacién 1) (Kumar et al., 2013).

El pH es un parametro determinante en el tratamiento del DAM en los RBP porque
condiciona la comunidad microbiana, especialmente las BSR, que dependen de este fac-
tor para crecer. Estos microorganismos crecen mejor en condiciones alcalinas en rangos
estrechos de pH entre 7,0-8,0, aunque toleran ambientes muy acidos (pH ~4,0) y de igual
forma se desarrollan en ambientes muy alcalinos (pH ~9,5) (Barton & Tomei, 1995); fue-
ra de este intervalo de pH, las BSR pueden ser inhibidas en su totalidad. Vicente (2006)
reporta que la mayor reduccién de sulfato se produjo cuando el pH era cercano a la neu-
tralidad (7,5), al disminuir el pH (6,0) la reduccién del sulfato disminuia y al acidificar el
medio (5,0) las concentraciones de sulfatos seguian estables sin ninguna variacién, de lo
cual se concluye que este comportamiento se puede atribuir a una inhibicién del creci-
miento bacteriano causado por la acidez del medio.
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Ademas del pH, la comunidad microbiana y las BSR dependen de otros factores para
desarrollarse, como el ORP. Las BSR son anaerobias estrictas y son sensibles a ambien-
tes oxigenados: mueren facilmente cuando son expuestas a este tipo de medios, por lo
cual requieren de ausencia de oxigeno y un ORP bajo (150 mV) para crecer (Barton
& Tomet, 1995). El ORP condiciona las funciones enzimaticas de los microorganismos
debido a que algunos de ellos realizan su actividad solamente en medios reductores
y otros en medios oxidantes, y los valores negativos de ORP en el medio favorecen
reacciones de reduccidén y los valores positivos favorecen las reacciones de oxidaciéon
(Martinez, 2008). En el caso de los reactores con mezcla reactiva se encontrd, por un
lado, que el ORP alcanzé valores negativos entre —347,9+0,5 y —213,1 £ 18,8 mV, y,
por el otro, que la disminucién del ORP se dio ripidamente en la primera semana de
tratamiento, disminucién que se asocia con el tamafio de la particula y su velocidad de
oxidacién (ecuacién 1). La ripida oxidacién del Fe es paralela al ripido consumo del
oxigeno disuelto en el agua (ecuacidn 2), lo cual produce un cambio a condiciones
reductoras en estos reactores (Calderén & Fullana, 2015) y, por lo tanto, permite la
supervivencia de las BSR.

2Fe" | +4H" , + 0y, —>2Fe’  +2H,0

aq) (aq) (Ecuaci()n 2)

Por el contrario, en los reactores sin mezcla reactiva y en el control con DAM se regis-
traron valores positivos de ORP entre 228,91+ 19,5 y 545,41+ 0,1 mV (figura 1). En los
reactores con nZVI sin mezcla reactiva, los valores de ORP fueron menores que en el
control de DAM, disminucién que se produce por la ripida oxidacién de la nanoparticu-
la y la precipitacion de hidroxidos (ecuacion 2). En estos reactores no se contaba con la
presencia de BSR,, por lo cual la actividad microbiana no es el mecanismo de eliminacién
de contaminantes, sino que, en su lugar, la eliminacién se realiza mediante una combina-
cién de fenémenos como la adsorcidn de superficie, precipitacidon y coprecipitacién con
6xidos de hierro producto de la oxidacién de la nZVI (Kumar et al., 2013).

La alcalinidad incrementd en la primera semana de tratamiento en los RBP que conte-
nian mezcla reactiva desde cero hasta 1999,3 £ 19,5 mg CaCO, L' (figura 1). Los RBP
que contenian nZVI de menor tamafio (25 nm) en concentracién al 5% (P5) fueron
los que mayor alcalinidad registraron. El incremento en la alcalinidad se debe a la di-
solucién del material alcalino presente en los reactores, a la corrosién anaerdbica de la
nZVI —lo cual genera el incremento de grupos OH™— y a la reduccién de sulfato, ya
que ambos procesos implican el consumo de H' (Ayala ef al., 2016). En estudios pre-
vios se plantea que el aumento de la alcalinidad se atribuye a la oxidacién de sustratos
organicos por la actividad de las BSR (Lindsay ef al., 2011). En los reactores sin mezcla
reactiva no se determiné alcalinidad porque estos reactores presentaban valores de pH
inferiores a 4,5, lo cual indica ausencia de iones carbonatos, bicarbonatos e hidroxidos
(Quicasan et al., 2017).

3.1.2 Sulfatos y sulfuros

Los sulfatos presentaron una concentracién inicial en el DAM de 1833,9+0,1 mg L'y
su concentracién se redujo en todos los reactores, especialmente en los que contenian
mezcla reactiva (figura 2). En estos reactores, la tasa mas alta de eliminacion de sulfato
se presentd en el de control, con un porcentaje de remocion del 83 %, mientras que en
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los reactores restantes el porcentaje de remocion fue de >61%. El analisis estadistico
(Anova; p<0,05) evidencia que existe un efecto significativo tanto del tamafio como de
la concentraciéon de las nZVI, de lo cual se deduce que las nZVI pueden interferir en la
sulfato-reduccidén. La reduccion del sulfato en presencia de mezcla reactiva inicia cuando
la particula se oxida y produce H,, OH y Fe?" (ecuacion 1), posteriormente el sulfato
es reducido a sulfuro mediante reacciones mediadas por BSR y forma precipitados de
sulfuro de hierro (ecuacién 3) (Miao et al., 2012).

2Fe’ +80,” +4H, - FeS +4H,0 (Ecuacion 3)
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Figura 2. Cambios en la concentracion de los sulfatos y los sulfuros durante
la determinacion del efecto de las nZVI sobre la eficiencia de los RBP.
Fuente: elaboracién propia.

En los reactores sin mezcla reactiva se encontrd que las tasas de remocidén de sulfato se
encontraron entre 16 % y 30%, y que las nZVI de menor tamano presentaron las tasas mais
altas de remocidn. Esto se debe a que su tamano reducido ocasiona la ripida oxidacién de
la particula (Kumar ef al., 2013) y por consiguiente la reduccién del sulfato en proporcio-
nes levemente mayores. En estos reactores, el ZVI reacciona directamente con el sulfato
y lo reduce a través de una reaccién (redox) abidtica con las nanoparticulas (ecuacidén 4).
Sin embargo, las tasas de sulfato-reduccién en presencia de nZVI son bastante bajas en
contraste con los sistemas con BSR, que poseen tasas bastante altas, lo que indica que la
reduccién de sulfatos mediada por las BSR es fundamental durante los procesos de bio-
rremediacién (Miao et al., 2012).
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Fe'() + %3042’ +2H" — %Fes(s) + % Fe’* +10H,0  (Ecuacién 4)

Los resultados encontrados para sulfato y sulfuro estin relacionados debido al metabolis-
mo de las BSR vy a la oxidacién de las nZVI, que reduce el sulfato hasta sulfuro. Los sul-
furos fueron detectados en los reactores con mezcla reactiva a partir de la tercera semana
y se encontrd que, tal como en los sulfatos, existe un efecto significativo (Anova; p <0,05)
del tamafio y la concentracion de las nZVI sobre la produccion de sulfuro.

Asimismo, el control con mezcla reactiva de los RBP present6 la mayor concentracion
de sulfuro 435,3+7,4 mg L', seguido por los reactores con nZVI de menor tamafio. En
estos RBP las condiciones de pH y ORP fueron las adecuadas para el desarrollo de las
BSR, no obstante, las mayores concentraciones de sulfuros se dieron en ausencia de nZVI,
lo cual evidencia que existe una inhibicién de las nZVT hacia las BSR.

En los reactores sin mezcla reactiva la remocidén de sulfato no fue significativa. Es posible
que se hayan precipitado sulfuros metalicos, pero en cantidades minimas. Diferentes es-
tudios han demostrado que las nZVI pueden lograr reducciones significativas de sulfato,
pero en muchos casos el sulfato se encuentra como co-contaminante y sus tasas de reduc-
cién se asocian a las tasas de eliminacién de metales mediante la formacién de sulfuros
metalicos (Miao et al., 2012).

3.1.3 Metales

Todos los metales (Fe?", Zn*" y Mn*?) presentaron altas tasas de remocién en los reac-
tores que tenian mezcla reactiva (figura 3). La remocién de los metales del DAM inicid
desde la primera semana y se debe a diferentes mecanismos de remocién: la precipitacién
ocasionada por el aumento de pH debido a la formacién de hidréxidos y carbonatos, la
adsorcion de los metales en la materia orginica presente en la mezcla reactiva (Vasquez,
2016), la adsorcion en la superficie reactiva de las nZVI, las reacciones de redox y la for-
macién de sulfuros metilicos o una combinacién de todos ellos.

El Fe posee la mayor concentracién en el DAM en comparacidon con los demas metales
(1107,57£0,1 mg L™"). La oxidacién y la precipitaciéon fueron los mecanismos de elimi-
nacién de este metal al inicio del tratamiento hasta removerlo en un porcentaje >96%.
Las condiciones reductoras producidas por los valores bajos de oxigeno disuelto favorecen
la continua reduccidn del Fe (ecuaciones 5y 6) y las condiciones alcalinas favorecen su
precipitacion (Calderén & Fullana, 2015). Es importante tener en cuenta que a partir de
la tercera semana de tratamiento se detecté la presencia de sulfuros en estos reactores, de
manera que también se presentd la remocién del Fe por medio del sulfuro. Esta obser-
vacién se corrobora con los resultados del modelado en software Minteq 3.0, en el cual
se evidencia que en las dos primeras semanas se produce hidréxido de hierro (Fe(OH),),
a partir de la tercera semana y hasta el final del tratamiento se produce sulfuro de hierro
(FeS) y mackinawita, que es un sulfuro de hierro con una concentracién leve de niquel.

Fe’ +20H" — Fe(OH), (Ecuacién 5)

(Ecuacién 6)

4F¢(OH),  +0, +2H,0 — 4Fe(OH), |
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Figura 3. Cambios en la concentracién de hierro, zinc y manganeso durante
la determinacién del efecto de las nZVI sobre la eficiencia de los RBP.
Fuente: elaboracién propia.

En los reactores sin mezcla reactiva, las tasas de remocién del Fe se encontraron entre 29 %
y 40%, de manera que las condiciones de estos reactores no favorecieron una remocioén
significativa del Fe, pues los valores bajos de pH provocan la disolucién del Fe en el me-
dio e interfieren en la precipitacion. El pH acido y el ORP elevado pueden conducir al
rapido envejecimiento de la nZVI,lo cual ocasiona que pierda sus propiedades reductoras
y su oxidacién acelerada (Calderdén & Fullana, 2015); como consecuencia, se obtiene
un tratamiento con poca eficiencia. En estos reactores no se determiné la presencia de
sulfuro, por lo cual probablemente los mecanismos principales de remocién fueron la
adsorcion de superficie y la precipitacion de oxidos e hidroxidos.

Ademais, las tasas de eliminacidn de zinc (Zn) fueron elevadas en los reactores con mezcla
reactiva, asi como en los reactores sin mezcla. Las concentraciones de Zn disminuyeron
para ambos casos en la primera semana de tratamiento, lo cual se asocia con el tamafio de
la nZVTI: los reactores con las particulas de menor tamafo presentaron las tasas mas altas
de remocidn.
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El Zn fue removido de los reactores con mezcla reactiva en >99%. Las tasas elevadas
de remocién del Zn se logran cuando se cumplen las condiciones adecuadas de pH
(8,8) y ORP (=320 mV) (Cruz et al., 2009). Para cationes metalicos como el Zn, cuyo
potencial estandar es negativo (E°=-0,76 V) y cercano al del Fe (E°=-0,44V), la
atraccién electrostitica y la adsorcién quimica, la precipitacién (con hidréxido) y la
coprecipitacién dentro de los productos de corrosién de Fe son probablemente los
mecanismos principales de remocién (Kumar et al., 2013; Li et al., 2016). La precipi-
tacién con sulfuros también es otro mecanismo de remocidn, segin el modelo en el
software Minteq 0.3, el cual indica que a partir de la tercera semana de tratamiento se
observa la formacién de minerales como la wurtzita y la esfalerita, dos tipos de sulfuro
de Zn. En las dos semanas previas no se observaron precipitados de compuestos con
zing, pero si se registrd la disminucién en su concentracidn, de lo cual se infiere que la
adsorcién de superficie y la precipitaciéon con sulfuros son los mecanismos principales
de eliminacién.

En los reactores sin mezcla reactiva, el Zn fue removido en >74%. En estos reactores
el mecanismo de eliminacién fue la adsorcién de superficie, ya que no se contaba con
la presencia de BSR que produjeran sulfuro. En la figura 3 se observa que a medida
que el tratamiento avanza, la concentracidén del Zn disminuye, y que la mayor tasa de
remocidn se encuentra en las tltimas semanas de tratamiento, caso contrario a lo que
sucede con los reactores con mezcla, que remueven rapidamente el Zn desde la prime-
ra semana. Posiblemente, si en estos reactores se hubiera contado con las condiciones
de pH y ORP adecuadas, la eliminacién del Zn seria mis ripida y en tasas de remocién
mis elevadas.

Por dltimo, en los reactores con mezcla reactiva, el manganeso (Mn) presentd tasas varia-
das de remocidn. En el reactor enmendado con nZVI de ~100 nm al 5% (G5) se observa-
ron las tasas mas bajas (~70 %), mientras que las tasas mas altas se encontraron en el control
de mezcla reactiva sin nZVI (~96 %). La remocién de Mn se puede realizar mediante los
diferentes mecanismos propuestos: adsorcién y/o absorcidn, reacciones redox (bidtica y
abidtica) y precipitacion o coprecipitacién. Las condiciones para estos mecanismos varian
y dependen de factores como la temperatura, el pH, el ORP, la accién bacteriana y las
concentraciones de otros metales en el efluente. La precipitacion, la adsorcién o absorcion
por si solas no permiten la eliminacién eficiente del Mn presente en el DAM, sino que
es necesario una combinacidon de mecanismos (Neculita & Rosa, 2018). La remocién del
Mn en los reactores con mezcla es un tratamiento bioquimico en el que se presentan re-
acciones fisicoquimicas y formacién de sulfuros por las BSR. Aunque estos tratamientos
son efectivos para tratar metales, son ineficientes para eliminar Mn; ademis su adsorcion
en las células de la BSR debilita la capacidad sulfato-reductora de la bacteria (Neculita
& Rosa, 2018).

Las tasas elevadas de eliminacién (>95%) del Mn por sulfato-reduccién se encuentran
en concentraciones iniciales de 100-200 mg L™! (Neculita & Rosa, 2018). La concentra-
ci6n inicial de Mn en el DAM era 185,0£0,1 mg L™ y las tasas de remocién estin entre
70%-96%. Segtin el modelo en Minteq 3.0, en la tercera semana y hasta el final del trata-
miento el Mn se precipita en forma de sulfuro MnS, lo cual demuestra que la capacidad
reductora de las BSR no es afectada.
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El Mn puede ser adsorbido por la materia orginica presente en la mezcla y por la su-
perficie de la nZVI, no obstante, la eliminacién del Mn se inhibe con la presencia de
altas concentraciones de Fe (Neculita & Rosa, 2018) y por la competencia entre los
demas metales por los sitios de superficie disponibles para la adsorcidn. La eliminacién
del Mn estd vinculada al aumento de la alcalinidad, ademas la adsorcidon es favorecida
por valores de pH alcalinos, condicién con la cual cumplen los reactores (Vasquez ef al.,
2016b;Vasquez, 2016). Es probable que el Mn haya sido adsorbido en mayor proporcion
por la mezcla reactiva que por las nZVI debido a su contenido de Fe. La adsorcion del
Mn no se vio afectada ni siquiera en concentraciones de Fe bastante altas ni en con-
centraciones de otros metales (Zn) gracias a los diferentes mecanismos de remocién
para cada metal.

En los reactores sin mezcla reactiva, las tasas de remocién del Mn fueron desde 39%
hasta 46 %; la elevada concentracion del Fe, la adsorcion de superficie del Zn y el bajo
pH son factores que alteran las tasas de eliminacién. La precipitacién o coprecipitacidon
del Mn con 6xidos o hidréxidos generados a partir de la oxidacién de la particula es in-
hibida si existe una relacién Fe/Mn >4 (Neculita & Rosa, 2018;Vasquez, 2016), como
en este estudio (relacién: 6,0). A pesar de los factores de inhibicién ya mencionados, se
logré la remocién de una fraccién del Mn, ademas, en estos reactores no se determi-
noé la precipitaciéon de alglin mineral con Mn (modelo Minteq 3.0), lo cual confirma
la remocién por adsorciéon de las nZVI. Durante el tratamiento, en ninguno de los
reactores (con o sin mezcla) se presentd la disolucién del Mn: en los reactores con
mezcla posiblemente se haya evitado la disolucién por la cantidad de materia organica,
la eficiente remocién del Fe y el pH alcalino. En los reactores sin mezcla, la remocién
simultanea con el Fe que reduce su concentracién evita la disolucién del Mn (Neculita
& Rosa, 2018).

3.2 Efecto en la actividad de la comunidad microbiana

Las nZVI pueden crear condiciones adecuadas para el crecimiento de la comunidad
microbiana, especialmente de las BSR, ya que, al entrar en contacto con el medio, se
consume rapidamente el oxigeno disuelto, se disminuye el ORP y se produce H,, que
se puede usar como donador de electrones por las BSR (Lefevre et al., 2016). Algunos
estudios han demostrado que las nZVI son toéxicas para las comunidades microbianas e
inhiben completamente su actividad. También existen estudios como el de Sacca et al.
(2013), los cuales demuestran que las nZVI no tienen efecto bactericida y bacteriostatico
en la comunidad microbiana.

Los resultados de la determinacion de la actividad de la enzima deshidrogenasa en los reac-
tores con mezcla reactiva muestran una diferencia significativa (p <0,05) entre el control y
los demis reactores, la mayor actividad enzimatica se presenta en ausencia de nanoparticulas
(figura 4). En su estudio, Huang et al. (2016) evaluaron el uso de nZVI modificadas con
alginato de sodio en la recuperacién de sedimentos contaminados con cadmio y determi-
naron que la presencia de nZVI inhibe la actividad de la enzima deshidrogenasa. Los autores
concluyeron que esta inhibicion se debe a la presencia de iones férricos.
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Fuente: elaboracién propia.

Las nanoparticulas pueden afectar los sistemas bioldgicos a nivel celular, subcelular y pro-
teico, sin embargo, el mecanismo de toxicidad atin no es claro. Algunos de los mecanismos
de toxicidad propuestos incluyen: (1) Alteracién en la membrana celular, (2) interferencia
con la respiracion, (3) dafio al ADN o proteinas enzimaticas causado por iones metalicos
(Chen et al., 2010), (4) el tamafo reducido de la particula, (5) Fe*" que induce la gene-
racion de especies reactivas de oxigeno (moléculas inestables que contienen oxigeno y
que reaccionan ficilmente con otras moléculas de la célula) o una combinacién de todos
estos (Kumar et al., 2013).

La mayor parte de los estudios sugieren que la ruptura de la membrana celular y el estrés
oxidativo a través de la generacién de Fe?" y especies reactivas de oxigeno son proba-
blemente los principales mecanismos que contribuyen a la toxicidad de las nZVI, ambos
mecanismos implican un contacto directo entre las nanoparticulas y las BSR (Chen et al.,
2010). Sin embargo, en los RBP donde hay gran cantidad de materia orginica se puede
revertir el efecto de las nZVI aumentando el sistema donador de electrones (Barton &
Tomei, 1995). Altas cantidades de materia orginica ayudan en la adaptacion de la comu-
nidad microbiana al medio, diferentes fuentes donadoras de electrones son ventajosas en
términos de resistencia al estrés oxidativo (Vasquez et al., 2016b).

Otro de los posibles mecanismos de prevencién de la materia organica es el recubrimien-
to de la nZVI y las BSR, este recubrimiento impide el contacto directo entre ambas, ya
que se cargan negativamente y se repelen (repulsion electrostatica). El recubrimiento de
materia organica en la nZVI puede afectar su reactividad al reducir el contacto con el
agua, por lo tanto afecta la oxidacién de la particula y la produccion de H, (Chen et al.,
2010). De igual manera que con los mecanismos de toxicidad, no se puede afirmar con
certeza el mecanismo de mitigacién de toxicidad.

También es importante tener en cuenta otros factores que pueden influir en la inhibicién
de las BSR, como la concentracién y el tamano de la particula, segtin el analisis factorial
(Anova; p<0,05), pues ambos factores influyen en la actividad enzimatica. En su estudio,
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Diao yYao (2009) determinaron que a mayor concentracién de nZVI, menor es la tasa de
supervivencia de la comunidad microbiana. Asimismo, encontraron que las altas concen-
traciones pueden resultar en una agregaciéon de la particula, lo cual reduce su reactividad,
su toxicidad y aumenta su tamafo. También mencionan que las agregaciones son dificiles
de evitar y estan influidas por el tamafo de la particula y el ambiente. El tamafio de par-
ticula puede causar estrés oxidativo, las particulas mas pequefias pueden atravesar la pared
celular liberando Fe*" y permitiendo la acumulacién de Fe*" que ingresa por la mem-
brana dafiada y posteriormente reacciona con el H,O, intracelular, lo cual crea especies
reactivas de oxigeno que causan estrés oxidativo y la muerte celular (Lefevre ef al., 2016).

Como se mencionaba anteriormente, la mayor actividad enzimatica se observa en ausen-
cia de nZVI, al tiempo que se registra actividad enzimatica en los demas reactores. En
general, se observa que la actividad no fue inhibida en su totalidad. Es probable que el ta-
maio vy la concentracién sean factores claves que determinen el mecanismo de toxicidad
e inhibicién presentes en los reactores: en altas concentraciones se encuentran menores
tasas de supervivencia y mayor posibilidad de formacién de agregados de las nZVI, mien-
tras que a menor tamafno hay mayor probabilidad de causar estrés oxidativo. Por el con-
trario, se puede afirmar que la materia organica es el principal mecanismo de prevencion
de la toxicidad, dado su alto porcentaje contenido en los reactores. EI comportamiento
de los reactores no permite establecer un patrén fijo (menor y mayor actividad) debido
a las diferentes condiciones de cada uno de los reactores y a los maltiples mecanismos de
toxicidad propuestos.

4. Conclusiones

El uso de nZVI como enmienda en la mezcla reactiva de los RBP para el tratamiento
de DAM es una opcién prometedora para la eliminaciéon de metales (Zn*?, Fe™, Mn*?) y
sulfatos. La adicién de las nZVI en la mezcla reactiva fue eficiente en incrementar el pH
y la alcalinidad, asi como en disminuir el ORP, en la remocién de metales con tasas que
superan el 80% y en la remocion de sulfatos con tasas de remocion del 83 %. La remocién
de los metales y el sulfato se dio por medio de diferentes mecanismos, que incluyen: la
adsorcion, la precipitacion/coprecipitacién con 6xidos/hidroxidos, formacion de sulfuros
metalicos, reacciones redox y combinaciones de estos mecanismos. A su vez, las nZVI por
si solas no fueron muy eficientes en el aumento del pH y la alcalinidad, ni en la remocién
de metales y sulfatos, pues Gnicamente lograron eliminar de manera eficiente el zinc. El
tamano y la concentracién de las nZVI es determinante durante el tratamiento del DAM,
puesto que estos dos factores pueden influir directamente en la eficiencia de remocién
de metales y sulfatos.

Las nZVI conducen a una estimulacion de la actividad microbiana, especialmente de las
BSR, al acondicionar el medio para su éptimo desarrollo (disminuir el ORP y aumentar
el pH), pero también conlleva la inhibicién de su actividad. Se observd que las nZVI
pueden inhibir la actividad microbiana por diferentes mecanismos, sin embargo dicha
actividad no fue inhibida en su totalidad, dado que también existen mecanismos que
evitan esta toxicidad.

Universidad Central ¢ Facultad de Ingenieria y Ciencias Bdsicas ¢ Ingeciencia, vol. 4, 2019 51



Reactores bioquimicos pasivos enmendados con nanoparticulas de hierro cero valente para tratamiento de drenajes dcidos de mina

Vera Diaz, C. A., y Vasquez Ochoq, Y.

En resumen, las nZVI mejoraron significativamente el tratamiento con mezcla reactiva
en condiciones alcalinas y reductoras. Estas condiciones se mantienen durante el trata-
miento sin presentar variacién alguna, lo que evita que los metales y el sulfato vuelvan a
disolverse en el DAM. Es recomendable realizar estudios mas profundos de la toxicidad
de las nZVI sobre la comunidad microbiana para plantear mecanismos que eviten dicha
toxicidad, con lo cual se logrard un tratamiento atn mas eficiente.
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