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RESUMEN

Los acuiferos son formaciones geoldgicas subterraneas que almacenan gran parte del
agua dulce liquida del planeta, y son uno de los principales reservorios hidricos para el

suministro de agua potable y la produccion de alimentos a nivel mundial.

En la mineria del cobre, los procesos de separacion de los minerales de interés generan
residuos que pueden contener elevadas concentraciones de sulfato y ciertos metales pesados,
debido a la oxidacion de los minerales que contienen cobre. Estos residuos, conocidos como
relaves, son almacenados en estructuras llamadas “tranques de relaves”, con el fin de aislar
del medioambiente los compuestos tdxicos presentes en estos residuos. Sin embargo, una de
las fallas mas comunes de estas estructuras corresponden a las filtraciones de su contenido
acuoso, las cuales pueden percolar en el suelo y provocar la contaminacion con sulfato de los

acuiferos subyacentes al lugar donde se emplazan los tranques de relaves.

Con el fin de controlar las filtraciones desde los tranques de relaves, en esta tesis se
desarroll6 un método para disminuir la permeabilidad por biomineralizacion, de un medio
poroso empacado en un modelo de acuifero, utilizando un consorcio microbiano reductor de
sulfato proveniente desde un microbialito del Lago Sarmiento (XII region, Chile). La
biomineralizacion consiste en la estabilizacion de la estructura de un medio poroso por la
precipitacién de minerales de carbonato de calcio (CaCO3) inducida por microorganismos,
lo que provoca la disminucion de la conductividad hidraulica del medio poroso. La
utilizacion de formiato como dador de electrones para la reduccion microbiana de sulfato ha
demostrado favorecer las condiciones para la precipitacion de carbonatos respecto a otros
dadores. Por lo tanto, el objetivo principal de esta tesis fue maximizar el alcance de la

biomineralizacion de un medio poroso empacado en un modelo de acuifero por efecto de la
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inoculacion y estimulacion con medio de cultivo que contiene formiato de un consorcio

microbiano reductor de sulfato.

En el modelo de acuifero utilizado se logré la biomineralizacion de un medio poroso
(arena de cuarzo) como resultado de la inoculacién con un consorcio microbiano reductor de
sulfato. La biomineralizacion fue la responsable de la reduccion de la permeabilidad del
medio poroso, la que produjo el aumento del tiempo de retencion del trazador utilizado.
Ademas, se encontrd una concentracion de formiato en el medio de cultivo suficiente para
lograr el maximo alcance de la biomineralizacion del medio poroso en el modelo de acuifero.
Esta concentracién fue de 12 g/L, y provocO el enriquecimiento de las secuencias
pertenecientes al género reductor de sulfato Desulfomicrobium en la comunidad microbiana

adherida al medio poroso.

Los resultados obtenidos en esta tesis constituyen el primer acercamiento reportado
para la reduccion de la permeabilidad de un medio poroso debida a la precipitacion de
minerales de CaCOs inducida por microorganismos, con el fin de disminuir el
desplazamiento de las aguas provenientes de las filtraciones de un tranque de relave. Ademas,
constituyen un precedente clave para posteriores escalamientos del proceso que apunten a
disminuir la permeabilidad del sedimento del subsuelo de un acuifero en un estudio de campo

piloto.



SUMMARY

Aquifers are underground geological formations that store an important fraction of
the fresh water of the planet, and are one of the main hydric reservoirs for worldwide drinking

water supply and foodstuff production.

In copper mining, the separation processes of relevant mineral results in wastes that
may contain high sulfate and heavy metals concentrations, due to oxidation of minerals that
contain copper. This waste, known as mining tailings, are stored in structures called “tailings
dams”, so as to isolate from the environment the toxic compounds found in this wastes.
Nevertheless, one of the most common failures of this structures correspond to the leakage
of their watery content, which can percolate in soil and cause sulfate contamination of

aquifers underlying the site where tailings dam are placed.

In order to control leakage from tailings dams, in this thesis, a method for reduce the
permeability by means of biomineralization, of a porous medium packed in a model aquifer,
using a sulfate-reducing microbial consortium from a microbialite of Lago Sarmiento (XII
region, Chile), was developed. Biomineralization consists in the stabilization of structure of
a porous medium by calcium carbonate (CaCOs) minerals precipitation induced by
microorganisms, which decreases the hydraulic conductivity of porous medium. Utilization
of formate, as electron donor by sulfate-reducing microorganisms, has proven to favor the
conditions to carbonate precipitation with respect to other donors. Therefore, the main aim
of this thesis was to maximize the extent of biomineralization of a porous medium packed in
a model aquifer by effect of the inoculation and stimulation with culture medium containing

formate of a sulfate-reducing microbial consortium.
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In the model aquifer used, the biomineralization of a porous medium (quartz sand)
due to the inoculation of a sulfate-reducing microbial consortium was achieved.
Biomineralization was responsible of the reduction of permeability of porous medium, and
this provoked the increase of the time of residence of tracer used. Moreover, a formate
concentration to achieve the maximal extent of biomineralization of the porous medium in
the model aquifer was found (12 g/L). This concentration allowed the enrichment of
sequences belonging to the sulfate-reducing genus Desulfomicrobium in microbial

community adhered to porous medium.

The results obtained in this thesis constitute the first reported approach for
permeability reduction of a porous medium due to precipitation of CaCO3z minerals induced
by microorganisms, with the purpose of reduce the displacement of water coming from
leakage of tailings dam. Moreover, they constitute a key preceding for further scaling up of
the process pointed to diminish the permeability of the sediment of subsoil of an aquifer in a

field pilot study.
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. INTRODUCCION

1.1 Acuiferos y contaminacion de aguas subterraneas.

Los acuiferos son formaciones geoldgicas subterraneas que se encuentran saturadas
de agua, la cual se mueve gracias al gradiente hidraulico determinado por diferencias en los
niveles freaticos entre distintos puntos del acuifero, lo que establece la direccion de su
movimiento (Ghasemizadeh et al, 2012). Si bien las aguas subterraneas representan sélo una
pequefia parte del total de las aguas del planeta, corresponden al 30% del total de agua dulce
liquida (Thomas et al, 2017). Esto se traduce en que el 40% de los alimentos a nivel mundial
es producido con aguas subterraneas, y que aproximadamente dos mil millones de personas

dependen de este recurso para el consumo de agua potable (UNEP, 2003).

Debido a la movilidad del agua en los acuiferos, la contaminacion de éstos puede
afectar otras fuentes hidricas, por lo que es poco predecible la extension que pueden alcanzar
los contaminantes organicos e inorganicos presentes en un foco de contaminacion, asi como
sus posibles efectos toxicos sobre los receptores bioldgicos y la poblacion humana (Piver,

1992).

1.2 Contaminacion de aguas subterraneas por filtraciones de aguas de
tranques de relave.
La mineria corresponde a una actividad productiva muy importante en paises con

grandes depositos geologicos de minerales que contienen metales de interés comercial. Sin
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embargo, aun cuando los procesos de extraccion y refinamiento de minerales han sido
disefiados con el fin de obtener la mayor cantidad de mineral de interés, se produce una gran
cantidad de material de desecho, la que en promedio corresponde a 200 veces la del mineral

concentrado (Lottermoser, 2007).

El proceso de flotacion de minerales tiene como objetivo separar y concentrar los
minerales de interés que se encuentran en la pulpa (roca molida humedecida que proviene de
la molienda) por medio de su adhesion a burbujas de aire, las cuales ascienden hacia la
superficie del reactor de flotacién formando una espuma. Al efluente de este proceso se le
conoce como relave, y corresponde a una suspension liquida de los sélidos finos que no son
separados, y que contiene ademas reactivos quimicos utilizados con el fin de hacer aerofilicos

los minerales a flotar (Canfield, 2012).

Por sus posibles efectos adversos sobre el medio ambiente, los relaves son conducidos
desde el sitio de la faena hacia “tranques o depositos de relave”, estructuras especialmente
disefiadas para la contencién de este material. Segun el mas reciente Catastro de Depdsito de
Relaves realizado por el Servicio Nacional de Geologia y Mineria, en Chile existen 112
tranques Activos, 436 No activos y 148 Abandonados, sumando un total de 696 a nivel pais
(SERNAGEOMIN, 2016). Sin embargo, independiente de su estado operativo, estas
estructuras estan sujetas a posibles fallas que pueden liberar su contenido al medio ambiente,
dentro de las cuales las filtraciones de su contenido acuoso, las cuales pueden percolar en el
suelo y provocar la contaminacion de las aguas subterraneas, corresponden al 20% del total
de las fallas de los tranques de relaves (Azam y Li, 2010; Rico, 2008). Este problema
comunmente se subsana instalando una barrera hidraulica que recupera el agua contaminada

de un acuifero desde en una zona rio abajo (segun el sentido de las aguas subterraneas) al
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Como resultado de la oxidacion de minerales sulfurados que no son separados en el proceso de

flotacion, el relave puede contener sulfatos que pueden alcanzar la napa subterranea.



En Chile, ha sido reportada la presencia de contaminantes derivados de la actividad
minera en las aguas de los acuiferos subyacentes a los tranques de relaves Las Tortolas
(Calabran, 2009), ElI Mauro (EI Mostrador, 2015) y Ovejeria (CODELCO, 2011). Sin
embargo, el problema de las filtraciones de aguas desde tranques de relaves parece ser un
tema transversal en el manejo de estos depositos a nivel mundial, puesto que se ha
evidenciado la contaminacion de los acuiferos cercanos al depdsito polaco Zelazny Most con

componentes derivados del procesamiento de minerales (Duda, 2014).

1.3 Bacterias reductoras de sulfato como solucion para las filtraciones de

aguas de tranques de relaves hacia napas subterraneas.

El azufre es uno de los elementos quimicos mas abundantes de la Tierra. Este forma
parte de un complejo ciclo biogeoquimico dentro del cual experimenta transformaciones que
lo distribuyen entre sus formas organicas e inorganicas. En los cuerpos de agua naturales este
elemento se puede encontrar como sulfato (SO4%), la especie inorganica soluble del azufre

en su estado mas oxidado (6+) (Ksionzek et al, 2016).

Uno de los componentes bioldgicos mas importantes que forman parte del ciclo del
azufre corresponde a las bacterias reductoras de sulfato (BRS), microorganismos
ampliamente encontrados en ambientes naturales an6xicos, como mares y lagos, y que se
caracterizan por su capacidad de utilizar sulfato como aceptor final de electrones en las rutas
de oxidacién de compuestos organicos (dadores de electrones) tales como etanol, formiato,
lactato, piruvato, malato y succinato, resultando en la produccion de acido sulfhidrico (H.S)

(Dupraz et al, 2009, Gallagher, 2012) (Ecuacion 1).



SO4% + [CH20]n > HaS+ CO; 1)

Este particular grupo bacteriano es abundante en los microbialitos o tapices
microbianos. Estos corresponden a formaciones 6rgano-minerales naturales que se pueden
encontrar en mares y lagos salinos, cuya morfologia particular deriva de la biomineralizacion
de sedimentos mediada por microorganismos (Muyzer y Stams, 2008). EI componente
bioldgico de los microbialitos esta compuesto por un grupo definido de microorganismos,
que operan de manera concertada para llevar a cabo el ciclado de elementos como el oxigeno
(O2), nitrégeno (N2), azufre (S) y carbono (C). EI componente mineral de estas formaciones
corresponde principalmente a carbonato de calcio (CaCOs) en sus formas cristalinas y
amorfas, los que precipitan y se acumulan producto de la actividad de los microorganismos

(Dupraz et al, 2009).

La presencia del componente mineral en los microbialitos es directa consecuencia de
la actividad de las BRS presentes en estas formaciones. ElI aumento de pH junto con el
desplazamiento del equilibrio de carbonatos hacia la formacion de iones HCO3 y CO3? que
son consecuencia de la reduccién microbiana de sulfato, son los principales responsables del
aumento del indice de saturacidn o potencial de precipitacion del CaCO3 hasta valores en los
cuales puede precipitar espontaneamente (Dupraz et al, 2009; Gallagher et al, 2012; Solari,
2011). Sin embargo, ademas de que los microorganismos reductores de sulfato favorezcan el
ambiente quimico para que ocurra este fendmeno, se ha demostrado que estos pueden
producir cantidades copiosas de sustancias poliméricas extracelulares (SPE), las que pueden
actuar como sitios de nucleacién para dar comienzo a la precipitacion de minerales

carbonatados (Braissant et al, 2007).



1.3.1 Disminucién de la permeabilidad de un medio poroso por

biocolmatacion y biomineralizacion.

La biocolmatacion o colmatacion bioldgica se puede definir como la disminucion del
volumen de vacio de un material poroso debido a la acumulacion de biomasa, precipitacion
de minerales y/o la produccién de gas inducida por microorganismos, lo que produce la
reduccion de la conductividad hidraulica del material (Phanikumar et al, 2005). La
biomineralizacion constituye un caso particular de biocolmatacion, y se caracteriza por la
acumulacién de un alto contenido de minerales carbonatados de origen biogénico, los que

pueden provocar una gran disminucion de la permeabilidad de un medio poroso.

En nuestro laboratorio, como resultado de la inoculacion con muestras de
microbialitos, se ha logrado disminuir la permeabilidad por biocolmatacién, de medios
porosos empacados en columnas mantenidas en condiciones quimicas similares a las de un
acuifero (presion parcial de O2 (pO2) y concentracion de sulfato) contaminado con aguas de
un tranque de relave y bajo un régimen de estimulacién particular con un medio de cultivo
selectivo para BRS (Gutiérrez, 2017; Pontigo, 2017). Sin embargo, en este tipo de
experimentos, sélo se puede obtener informacidn respecto de los cambios en la permeabilidad
de secciones de columna, gracias a piezometros o sensores de presion ubicados a distintas
alturas en estos reactores. Se ha demostrado que en este tipo de experimentos la mayor parte
de la biocolmatacién (biomasa microbiana y minerales) se localiza en el extremo de la
columna por el cual ingresan los nutrientes, por lo que se puede sobreestimar la cantidad del
material poroso que esta siendo afectado por la biocolmatacion cuando se utilizan columnas

de gran longitud (Thullner, 2010).



Considerando la problemaética anteriormente expuesta, y como el fin Gltimo es reducir
la permeabilidad del material poroso de un acuifero contaminado con aguas de un tranque de
relaves que contiene sulfato, en esta tesis se tratard de reducir la permeabilidad del medio
poroso de un modelo de acuifero por la biomineralizacion producida por un consorcio
microbiano reductor de sulfato. En esencia se pretende simular, en un modelo de acuifero de
escala pequefia, una operacion de inoculacién y estimulacion de los microorganismos a través
de un pozo de infiltracion subterraneo para la biomineralizacién de un acuifero. Se utilizaran
microorganismos reductores de sulfato para, por efecto de la disminucion de la permeabilidad
de un acuifero provocada por la acumulacion de minerales de CaCOzy biomasa microbiana,
impedir o disminuir el avance del agua contaminada que se filtra desde un tranque de relave
hacia un acuifero, a la vez que se reducira biolégicamente el sulfato contenido en el agua
filtrada. Por lo tanto, se espera que los resultados que deriven de este trabajo sirvan para idear
una estrategia de inoculacion-estimulacion del consorcio microbiano para maximizar el

alcance de la biomineralizacion del material poroso de la napa subterranea.

El modelo de acuifero utilizado en esta tesis corresponde a una cadmara de flujo de
paredes transparentes, empacada con un material poroso, la cual representa una seccion de
acuifero que contiene al punto de inoculacién de microorganismos. Utilizando trazadores
visibles (colorantes), este tipo de modelos han sido Utiles para la observacion de los cambios
en la permeabilidad del medio poroso que son producidos por la colmatacion (Thullner,
2010). En trabajos relacionados, estas camaras han sido utilizadas para la evaluacion de la
colmatacion producida por microorganismos cuando son estimulados con un dador y/o
aceptor de electrones particular (Kildsgaard y Engesgaard, 2001; Kildsgaard and Engesgaard,

2002; Seifert y Engesgaard, 2007; Seifert y Engesgaard, 2012; Seki et al, 2006), o para



evaluar el potencial de degradacion de contaminantes mediado por microorganismos (Cirpka

et al, 1999).

Actualmente, no se han reportado trabajos similares que apunten a disminuir la
permeabilidad de una napa subterranea por biomineralizacion en un modelo de acuifero. Por
lo tanto, la presente tesis se basard principalmente en buscar la forma de disminuir la
permeabilidad del material poroso de un modelo de acuifero y en reducir la concentracion de
sulfato presente en el agua de un acuifero contaminada por un tranque de relave utilizando

un consorcio microbiano reductor de sulfato.



I1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipotesis

Es posible optimizar la biomineralizacion del medio poroso de un modelo de acuifero
a través del desarrollo de un meétodo de inoculacion y estimulacion de un consorcio
microbiano reductor de sulfato en presencia de agua de la barrera hidraulica de un tranque de

relave.
Objetivo general

Optimizar un método de biomineralizacién de un medio poroso en un modelo de
acuifero en presencia de agua de la barrera hidraulica de un tranque de relave utilizando un

consorcio microbiano reductor de sulfato.
Objetivos especificos

1. Construir un modelo de acuifero y determinar sus parametros hidraulicos basales
utilizando el colorante Erioglaucina (azul brillante) en una concentracion que no

afecte la capacidad reductora de sulfato del consorcio.

Se construyé un modelo de acuifero y se determinaron sus parametros de conduccion
hidraulica previos a su inoculacion. También se evalu6 el efecto del compuesto azul
brillante (Erioglaucina) sobre la capacidad reductora de sulfato del consorcio
microbiano a inocular, para posteriormente utilizarlo como trazador en el modelo de

acuifero.



2. Evaluar el efecto de la velocidad de inoculacion sobre la actividad reductora de

sulfato y la biomineralizacion en un modelo de acuifero.

Se evalud el efecto de la dispersion inicial del consorcio microbiano en el medio
poroso de un modelo de acuifero sobre la capacidad reductora de sulfato y la
biomineralizacion. Para esto, se ensayaron dos velocidades de inoculacion de los
modelos, en los cuales se midieron los pardmetros relacionados con la actividad

reductora de sulfato y la biomineralizacion.

3. Evaluar el efecto de la concentracion de formiato sobre la actividad reductora de

sulfato y la biomineralizacién en un modelo de acuifero.

Se evalu6 un rango de concentraciones de formiato con el fin de encontrar una

concentracion 6ptima para mejorar la capacidad reductora de sulfato y la

biomineralizacion en el modelo de acuifero.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos

Becton, Dickinson and Company,
EEUU:

e Biohidrica, Chile:
e BioMérieux, Francia:
e Drogueria Michelson S.A., Chile:

e Merck, Alemania:

e MOBIO, EEUU:
e Perstorp, Suecia:

e Sigma Aldrich, EEUU:

11

Extracto de levadura

LixKit
Aceite mineral
Timol cristal

Acido tioglicélico

Anhidrido acético

Bicarbonato de sodio

Cloruro de amonio

Cloruro de bario dihidratado
Cloruro férrico hexahidratado
Fosfato diamédnico

Fosfato monopotéasico

Sulfato de magnesio heptahidratado
Varillas indicadoras de pH MColorpHast
2-propanol

PowerSoil DNA Isolation Kit
Formiato de sodio

Acetamida
Cloruro de calcio dihidratado

Erioglaucina (Azul brillante FCF)
Hidrdxido de potasio
N,N-dimetil-1,4-fenilendiamina oxalato



e Winkler, Chile: Acido sulfurico
Sulfato de hierro heptahidratado

3.2 Equipos

e Balanza analitica Kern, modelo ABJ-NM/ABS-N, Alemania.

e Balanza granataria Sartorius, modelo BL6100, Alemania.

e Bombas peristalticas 1-100 rpm, Cole-Palmer, modelo 7557-14, EEUU.

e Camara fotografica SONY DSC-W830 Zeiss-Vario-Tesssar 3,3-6,3/4,5-36,
20,1 MegaPixels, China.

e Controlador de potencia de bomba Cole-Palmer, modelo 7557-14, 1-100 rpm,
EEUU.

e Equipo de difraccién de rayos X D8 Advance, Bruker, Alemania.

e Espectrofotometro Dynamica, modelo HALO RB-10, Gran Bretafia.

e Horno TV 290-176668, Memmert. Bio JSP, Alemania.

e Luminometro Kikkoman, modelo Lumitester PD-20, Japon.

e Medidor de potencial Cole Palmer, modelo 59997-60, EEUU.

e Microscopio de barrido electrénico de alta resolucion (HR-SEM), modelo
INSPECT-F50, Holanda.

e Microscopio de contraste de fases Zeiss, modelo Standard 20, Alemania.

e pHmetro OrionStar ThermoScientific A21, EEUU.

e Recubridor Oro/Carbono Denton Desk V, EEUU.

e Secador de Punto Critico Autosamdri — 815, EEUU.
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3.3 Obtencidn del consorcio microbiano reductor de sulfato y de agua de

barrera hidraulica de un tranque de relave.

El consorcio microbiano reductor de sulfato (indculo para los modelos de acuifero)
se obtuvo desde biorreactores de tipo columna de lecho fijo, los cuales fueron previamente
sembrados con muestras de un microbialito obtenido desde el Lago Sarmiento, XII Region,
Chile (Gutiérrez 2017), y en los cuales se llevd a cabo el enriquecimiento de las bacterias

reductoras de sulfato presentes en el microbialito.

Se utiliz6 agua de un pozo de la barrera hidraulica del tranque de relaves Ovejeria,
Region Metropolitana, Chile, perteneciente a la Division Andina de CODELCO, tanto para
la preparacion de los medios de cultivo como para su utilizacion en los modelos de acuifero.
Las recolecciones de agua se efectuaron cada dos meses aproximadamente, de las cuales se

realizé un analisis de composicion quimica en DICTUC S.A.

3.4 Cultivos del consorcio microbiano reductor de sulfato (inoculo) en

presencia del colorante azul brillante.

La evaluacion del efecto del colorante sobre la actividad reductora de sulfato del
consorcio microbiano se realiz6 en tubos de ensayo con tapa rosca de 10 mL. Para mantener
condiciones anaerdbicas en los cultivos, se afiadio 8 mL de medio de cultivo PCM(F) (ver
composicion en 3.5) caliente (80°C aproximadamente), cuya superficie se cubrio
inmediatamente con aceite mineral. Una vez que se enfrié el medio de cultivo, a cada tubo

se le agreg6 1 mL de indculo (2-:108 microorganismos/mL) y 1 mL de una solucion estandar
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del colorante alimenticio Erioglaucina o azul brillante (AB) para obtener las siguientes
concentraciones finales: 0, 50, 100, 150, 200 y 250 mg/L. Como control negativo, se evalud
el efecto de timol (un inhibidor conocido para algunas especies de BRS (De Souza et al,
2017)) sobre el consorcio microbiano, utilizando el compuesto en una concentracion final de
1000 mg/L en los cultivos. Finalmente, los tubos se taparon y se incubaron a 20° C por 27
dias, luego de lo cual se realizd la determinacion de sulfato, acido sulfhidrico, pH y potencial.

Todas las concentraciones se evaluaron en triplicado.

3.5 Medio de cultivo para los ensayos con el colorante y la estimulacion del

consorcio microbiano reductor de sulfato en los modelos de acuifero.

En todos los experimentos, se utiliz6 el medio de cultivo selectivo para BRS
denominado PCM(F), el cual se basa en el medio utilizado por Postgate (1963). Las
principales variaciones de este medio de cultivo de referencia que se realizaron en este trabajo
fueron: 1) se utiliz6 formiato como dador de electrones, ya que se ha verificado que su
metabolizacion por parte de BRS provoca la alcalinizacién del medio, lo que favorece la
precipitacion del CaCOs (Gallagher et al, 2012), y 2) todos los componentes estan disueltos
en agua de barrera hidraulica, la que se utilizé como la principal fuente de sulfato en el medio

de cultivo.

La composicion de un litro de este medio de cultivo fue: 0,035 g de NaHCOs3, 0,03 ¢
de MgS0O4-7H20, 2,4 g de K2S0O4, 0,007 g FeSO4-7H20, 1 g de NH4Cl, formiato de sodio en
cantidad variable dependiendo del experimento, 0,01 g de KH2POg4, 1,72 g de CaCl,-2H,0,

0,1 g de extracto de levadura y 0,099 g de &cido tioglicdlico.
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Una vez disueltos todos los compuestos en agua de barrera hidraulica (composicién

quimica en Tabla 1) se ajustd el pH a 7,9 agregando gotas de KOH 0,1 M.

Tabla 1. Andlisis quimico del agua de barrera hidraulica del tranque

de relaves.
Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion
(mg/L) (mg/L)
Amonio <0,05 Magnesio 76,6
Arsénico <0,006 Manganeso <0,01
Bicarbonato 217,69 Molibdeno <0,01
Cadmio <0,005 Plomo <0,003
Calcio 302 Potasio 1,4
Carbonato <0,02 Sodio 138
Cloruro 61,0 Sulfato 1800
Cobre <0,01 Solidos disueltos 1645
Fésforo <0,01 Zinc <0,01
Hierro <0,03

3.6 Construccion de los modelos de acuifero.

Se utilizaron camaras de acrilico transparente (Plexiglas) de dimensiones internas de
32 x 12 x 1 cm; largo, ancho y alto respectivamente (Figura 2). Estas estaban provistas por
una tapa removible, la cual contaba con orificios donde se instalaron puertos para la
inoculacidon y estimulacion de microorganismos, y un puerto de toma de muestras situado rio
abajo respecto a los anteriores. Para establecer un frente de flujo hidraulico homogéneo a
través de toda la seccion de los modelos, en uno de sus extremos se instalo una tuberia interna
que abarco todo el ancho del modelo, construida con manguera de Tygon (MasterFlex)
perforada cada 1 cm, que se utilizé para la entrada del agua de barrera hidraulica que simula
el flujo subterraneo. En el otro extremo, se instalo una manguera de Tygon para la salida del

efluente de los modelos. Luego, el volumen interno del modelo (384 mL) fue empacado con
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545 g de arena de cuarzo de tamarfio de particula entre 200-800 pum, la que fue previamente
lavada con HCI al 10% (v/v), enjuagada con agua destilada, y secada a 180°C por 4 horas
para eliminar carbonatos y microorganismos que puedan encontrarse antes de los
experimentos. Una vez armados los sistemas, se les pasé agua destilada utilizando bombas
peristalticas, fijando el flujo de salida de la bomba a 0,6 mL/min, la que corresponde a la
mitad del caudal promedio del acuifero del tranque de relaves en estudio. La estandarizacion
de los pardmetros hidréulicos basales de los modelos se llevo a cabo usando agua destilada,
la cual fue reemplazada por agua de barrera hidraulica un dia antes del comienzo de la

infiltracion de los microorganismos.

Puertos de inoculacion ~ Puerto de toma de
y estimulacion muestras

Entrada de agua de

R Salida de
barrera hidraulica

efluente

=Yy

Sentido de flujo hidraulico

Figura 2. Ejemplo de modelo de acuifero construido en base a cAmaras de acrilico. Se muestra
una camara de acrilico con tapa removible empacada con arena de cuarzo. En la figura se pueden
distinguir los puertos para la inoculacién y estimulacion de microorganismos, y para la toma de
muestras. En sus extremos, se les instalé internamente una tuberia para la entrada de agua de flujo y
otra para la salida de efluente.
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3.6.1 Determinacion de parametros hidraulicos de los modelos de

acuifero.

Una vez construidos los modelos de acuifero, se establecié el flujo hidraulico
utilizando agua destilada, a la velocidad mencionada previamente. Para alcanzar una
velocidad de flujo constante en el interior de los modelos, éstos funcionaron por 48 horas
solo con agua, luego de lo cual se procedié a determinar los siguientes parametros hidraulicos

previos a la inoculacién de los modelos:
3.6.1.1 Tiempo de retencion.

Se hizo pasar 250 mL de una solucién de AB (como trazador) a una concentracion de
100 mg/L, a través de la entrada del agua de flujo de los modelos, y se tomé muestras desde
el puerto de toma de muestra cada 30 minutos desde que se observé su llegada al puerto. Se
realizd este procedimiento hasta que la concentracion del trazador en el puerto de muestras
alcanzé la mitad de la concentracion en la solucién inicial (es decir, 50 mg/L), y se registro
aquel tiempo como el necesario para que el trazador se desplazara por esa seccién de modelo
(o tiempo de retencidn). La concentracion de AB fue determinada en un espectrofotometro a

630 nm.
3.6.1.2 Flujo de efluente de los modelos.

Para determinar la permeabilidad global de los modelos de acuifero, se recolecto el
volumen de efluente durante 5 min en un tubo de ensayo previamente tarado. El valor de

flujo de efluente fue informado en mL/min.
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3.6.1.3 Seguimiento fotografico del trazador a traves de los modelos.

Para monitorear los cambios del patron de flujo hidraulico en el medio poroso de los
modelos de acuifero, se realizaron capturas fotograficas del avance del trazador a través de
los modelos desde la cara superior de éstos. Las capturas se realizaron manteniendo

constantes la luminosidad y la distancia entre el lente y el objeto.

3.7 Inoculacién de los modelos de acuifero con el consorcio microbiano

reductor de sulfato.

Para cumplir con lo propuesto en el objetivo 2, se construyeron 5 modelos en los
cuales se evaluaron dos velocidades de infiltracion del indculo: a 2 mL/min, o pulso rapido
de inoculo (n=2 modelos); y a 0,2 mL/min, o pulso lento de in6culo (n=2 modelos). En todos
los experimentos, cada pulso de indculo contenia 1-10° microorganismos segun lo calculado
por recuento microbiano (ver 3.7.2.3.). Ademas, se utiliz6 un modelo como control no
inoculado (n=1 modelo), en el cual se infiltré un pulso rapido de agua de barrera hidraulica
con el fin de simular la inoculacién a 2 mL/min. Luego de las inoculaciones, se suministro
continuamente medio de cultivo PCM(F) con 4,95 g/L de formiato a una velocidad de 0,2
mL/min. Del mismo modo, en el caso del control no inoculado, luego de la infiltracién de
agua se inyectd continuamente agua de barrera hidraulica a 0,2 mL/min. Los modelos
inoculados fueron reinoculados a la misma velocidad del primer inéculo, los dias 15, 30, 45,

48, 52, 55 y 58, contados a partir de la primera inoculacion.

Para el objetivo 3, se construyeron 8 modelos de acuifero en los que se evalud el

efecto de cuatro concentraciones de formiato en el medio de cultivo. Las concentraciones
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fueron 3, 6, 12 y 18 g/L. En este caso, los modelos fueron inoculados con la misma cantidad
de microorganismos que en el experimento del objetivo 2, y re-inoculados el dia 15 de
funcionamiento. La velocidad de inoculacion fue de 0,2 mL/min (pulso lento) en todos los
modelos. Luego, en experimentos independientes (n=2 modelos), los modelos fueron
estimulados con los medios de cultivo conteniendo las distintas concentraciones de formiato

durante 60 dias.
3.7.1 Monitoreo de parametros de reduccion microbiana de sulfato,

fisicoquimicos, colonizacion microbiana y utilizacion de formiato en los

modelos de acuifero.

Se obtuvo entre 20-350 pL (dependiendo del parametro a determinar) de solucion
desde el puerto de toma de muestra de los modelos utilizando jeringas estériles, cuidando de
no extraer el volumen rapidamente, con el fin de evitar cambios bruscos en el flujo que
resultan de la disminucién de presién local producto de la extraccién. Estas muestras fueron
utilizadas para la determinacion de sulfato, acido sulfhidrico y tiempo de retencion (cuando

se utilizo el trazador).

El efluente de los modelos fue utilizado para realizar las determinaciones de pH,

potencial, formiato, recuento microbiano y ATP.
3.7.1.1 Sulfato (SO4%).

Se utilizo el método estandar basado en la precipitacion del sulfato contenido en las

muestras como sulfato de bario (BaSOa) que se forma al agregar la sal soluble cloruro de
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bario (BaCly) en exceso (WEF, 1999). El sulfato de bario formado fue determinado por

turbidimetria mediante un espectrofotometro a 450 nm.
3.7.1.2 Acido sulfhidrico (H2S).

Se utiliz6 el método colorimétrico de formacién de azul de metileno (WEF, 1999), el
que basa en la reaccion entre el acido sulfhidrico presente en las muestras, cloruro férrico y
N,N-dimetil-p-fenilendiamina. Luego de mezclar las muestras con los reactivos, se

determind la cantidad de azul de metileno formado en un espectrofotometro a 664 nm.

3.7.2 Parametros de colonizacion microbiana en los modelos de acuifero.

3.7.2.1 Determinaciéon de ATP intracelular microbiano en el efluente de los

modelos de acuifero.

La cantidad de ATP se determind con el sistema comercial de medicion de ATP
LixKit ® el que se basa en la reaccion de oxidacion de luciferina dependiente de ATP
catalizada por la enzima luciferasa. La cantidad de luz producida por la reaccion se determin6
mediante un lumindémetro. Para esto, se tomaron 5 mL de efluente de los modelos, del cual
se concentraron los microorganismos por filtracion en membranas de nitrocelulosa (0,22
um). Posteriormente, los microorganismos filtrados fueron recolectados con la torula
provista en el sistema, la que se inserta en la varilla de reaccion que contiene el liquido de
lisis celular y los demas componentes liofilizados para la oxidacion de luciferina dependiente
de ATP. El valor de luminiscencia obtenido (en Unidades Relativas de Luz, URL), fue

dividido por 5 para obtener el valor de URL/mL.
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3.7.2.2 Determinacion de ATP intracelular microbiano de los

microorganismos fijados en el medio poroso.

Se utilizé un protocolo especialmente disefiado para determinar la cantidad de ATP
de los microorganismos adheridos a la arena de cuarzo de los modelos de acuifero. Para esto,
se tomaron 200 mg de una muestra de arena, la que fue lavada con agua destilada para
remover las bacterias presentes en el volumen de poro, luego de lo cual se agregd 1 mL de la
solucidn de lisis celular contenida en el sistema de determinacion de ATP. Posteriormente,
el sobrenadante de la lisis se hizo reaccionar con los demas componentes liofilizados
(luciferina-luciferasa) para determinar la cantidad de ATP mediante un luminémetro. El valor

de luminiscencia obtenido se expresé como URL/g de arena.
3.7.2.3 Recuento microbiano en efluente.

Se cargd un volumen de 160 pL de efluente en una cdmara de Petroff-Hausser, la cual
se llevo a un microscopio de contraste de fases para obtener el niUmero de microorganismos
promedio que resulta del conteo de 10 cuadrados de 0,05 mm por lado. Este valor se
multiplicé por 2:107 para obtener el nimero de microorganismos presentes en 1 mL de

muestra.

3.7.3 Cuantificacion de formiato en efluente.

Se utilizé un método colorimétrico previamente descrito por Sleat y Mah (1984), el

gue se basa en la formacion del acido citracinico, que resulta por reaccién entre acetamida,
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acido citrico, anhidrido acético y formiato. La reaccion entre los componentes del método (1
mL) y la muestra (0,5 mL) fue incubada a temperatura ambiente por 2,5 hrs, luego de lo cual

se cuantifico el producto de la reaccion en un espectrofotometro a 510 nm.

3.8 Analisis del medio poroso de los modelos de acuifero.

Una vez terminado el experimento en los modelos de acuifero, se procedio a su

apertura y a la toma de muestras de arena para los siguientes analisis:
3.8.1 Determinacion de pH en el agua de poro.

Una vez abiertos los modelos de acuifero, inmediatamente se determind el pH en el
agua de poro de la arena en distintas zonas de los modelos, humedeciendo tiras indicadoras
de pH. Se compararon los colores de las tiras con el patron provisto en el envase del producto.
Las lecturas de pH fueron utilizadas para realizar un mapa de pH correspondiente al plano

superior del medio poroso de los modelos.
3.8.2 Determinacion de carbonatos totales en muestras de arena.

Se obtuvo pequefias muestras de arena (300 mg aprox) desde distintas zonas de los
modelos, las cuales se pusieron bajo una lupa y se les agreg6 gotas de HCI concentrado (1M)
con el fin de observar burbujeos que dan cuenta de la posible presencia de carbonatos. Las
muestras que resultaron positivas a esta prueba, se enviaron al laboratorio de Quimica y
Bioquimica de Suelos de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, donde se

determind los carbonatos totales por titulacion acido-base.
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3.8.3 Difraccion de rayos X.

Las muestras de arena fueron molidas en un mortero para obtener una muestra con
granulometria adecuada para realizar la difraccion de rayos X (DRX). Luego fueron
analizadas utilizando un equipo de DRX. EIl difractograma obtenido se compar6 con los

correspondientes a muestras estandar de minerales de CaCOs.

3.8.4 Observacidon por microscopia de barrido electrénico (MBE) de la

superficie de la arena de cuarzo.

Se tomo aproximadamente 100 mg de muestra de arena de cuarzo de los modelos y
se les afiadié una solucidn fijadora de cacodilato-glutaraldehido 2,5%. Luego de esto, las
muestras se prepararon segun el protocolo utilizado por el Laboratorio de Nanobiomateriales
de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. La preparacion consistio en secar
la muestra en un secador de punto critico y en su recubrimiento con oro. Posteriormente, las
muestras fueron observadas en un microscopio de barrido electrénico utilizando un voltaje

variable dependiendo de la muestra.
3.8.5 Anadlisis de la comunidad microbiana adherida a la arena de los
modelos de acuifero por secuenciacion masiva del gen del ARNr 16S.
Se obtuvo muestras de arena de los modelos de acuifero de los cuales se extrajo el
ADN genomico total utilizando un sistema comercial de extraccion de ADN. La PCR y
secuenciacion de las amplificaciones de la region hipervariable V4 del gen del ARNr 16S

se realizo de acuerdo al protocolo utilizado por el servicio de secuenciacion del Centro de

Gendmica y Bioinformética de la Facultad de Ciencias de la Universidad Mayor. Las
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secuencias obtenidas fueron procesadas y comparadas para su identificacion con la base

de datos SILVA de 2018.

3.9 Analisis de iméagenes utilizando el programa ImageJ.

Para cuantificar el porcentaje de arena de cuarzo que fue biomineralizada en los
modelos de acuifero al finalizar el experimento, se utiliz6 el programa ImageJ para calcular

un area biomineralizada segun la ecuacion:

area del medio poroso biomineralizado

* 100

Area biomineralizada = - -
area total del medio poroso

donde el area del medio poroso biomineralizado y el area total del medio poroso
corresponden al numero de pixeles que resultaron de selecciones a mano alzada sobre las

fotografias al finalizar el experimento.

3.10 Analisis estadisticos.

Se utilizé el programa SigmaPlot 12.0 para realizar andlisis de varianzas (ANOVA)
de una via para determinar la existencia de diferencias significativas entre las medias de los
pardmetros de grupos tratamiento y un grupo control (prueba de Dunnett), utilizando un valor
de significancia de p < 0,05. A su vez, la normalidad estadistica del conjunto de datos fue

evaluada utilizando el test de Shapiro-Wilk.
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IV RESULTADOS

4.1 Evaluacion del efecto de erioglaucina (azul brillante) sobre la capacidad

reductora de sulfato del indculo microbiano.

Uno de los objetivos de este trabajo de tesis fue producir en los modelos de acuifero
la precipitacion de CaCO3z mediada por el consorcio microbiano reductor de sulfato. Como
se menciono previamente, este fendmeno depende directamente de la actividad reductora de
sulfato de los microorganismos. Por lo tanto, se verificd que el compuesto a utilizar como
trazador, el aditivo alimentario erioglaucina (azul brillante), no perjudicara la capacidad
reductora de sulfato del consorcio microbiano. Con el fin de evaluar esto, se realizaron
cultivos del indculo en medio liquido en presencia de distintas concentraciones de AB (Figura
3). Luego de 27 dias de incubacion, los tubos fueron abiertos para la cuantificacién de los

parametros relacionados con la reduccién microbiana de sulfato.

Finalizado el experimento, en todos los tubos en que el consorcio fue incubado con
AB, pudo observarse la presencia de un precipitado negro en el fondo de los tubos (Figura
3A), lo que también se observé en los tubos correspondientes al control positivo (Figura 3B).
Por su parte, en los ensayos que contenian timol (control de inhibicidn) no se observé este
precipitado (Figura 3B), asi como tampoco en los tubos que no contenian el in6culo (control

negativo).

En todas las concentraciones de AB ensayadas, se comprobo que ninguna inhibe la

produccion de sulfuros al nivel que lo hace el inhibidor timol. En todos estos tubos, asi como

25



en el control positivo, la produccién de sulfuros alcanzé entre 200-300 mg/L. Por su parte, el

timol inhibi6 esta produccion a niveles cercanos a los del control negativo (Figura 4A).

Figura 3. Cultivos del consorcio microbiano en presencia de azul brillante luego de 27 dias.
(A) Tubos de ensayo para la evaluacion del efecto del compuesto azul brillante sobre la
reduccién microbiana de sulfato. Se observa un ejemplo de los ensayos en presencia del
colorante en concentraciones de 250, 200, 150, 100 y 50 mg/L. Se observa la presencia de
precipitado negro en el fondo de los tubos de todas las concentraciones del compuesto
ensayadas. (B) Ejemplos de los tubos correspondientes al control positivo, negativo y de
inhibicion. En el fondo de los tubos correspondientes al control positivo, se observa la presencia
de precipitado negro (sulfuros de hierro), y no asi en los tubos correspondientes al control
negativo (sin inocular) y de inhibicion (inoculado y con adicion de timol).

Con respecto a la cantidad de sulfato presente al final del experimento en los tubos
que contenian AB, no se evidenciaron diferencias respecto al control positivo en todas las
concentraciones del compuesto ensayadas, excepto para la concentracion de 200 mg/L. En
este caso, si bien el valor de reduccion de sulfato fue mayor respecto al control de inhibicion,
la cantidad de sulfato reducido no esta al nivel observado en el control positivo, como si

ocurrid con las demas concentraciones del compuesto ensayadas (Figura 4B).
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Los pardmetros fisicoquimicos pH y potencial (Figura 4C y 4D), que pueden verse
afectados por la actividad microbiana reductora de sulfato, sufrieron cambios similares a los
observados para sulfato y acido sulfhidrico en los ensayos con el colorante. En todos los tubos
que contenian el colorante y en el control positivo, los valores de este pardmetro oscilaron
entre los -250 y -350 mV, valores que favorecen la reduccion microbiana de sulfato, asi como
se observo una leve acidificacion del medio al final del experimento (disminucion promedio

de 0,15 en el valor de pH).

Todos los parametros medidos (H2S, SO4* reducido, pH y ORP) en la solucion de los
cultivos liquidos que contenian AB no fueron estadisticamente diferentes respecto al control
positivo, asi como en ningun caso son similares al control con el inhibidor (prueba de
Dunnett, p<0,05). En el caso particular del ensayo realizado en presencia de 200 mg/L de
AB, la diferencia observada en el valor de sulfato reducido respecto al control positivo, se
considera como no suficiente para confirmar que el colorante en esta concentracion tiene
algun efecto en la capacidad de reduccién de sulfato del consorcio microbiano, pues los
demas resultados de los parametros medidos en esta concentracion de AB (H2S, pH y
potencial), no fueron estadisticamente diferentes al control positivo. La razén mas probable
que explica este fendbmeno, es un error sistematico en la medicién de sulfato en la solucién

de los cultivos que contenian el colorante a dicha concentracion.

Por lo tanto, de este experimento se concluye que, en las concentraciones ensayadas,
el colorante erioglaucina no tiene efecto sobre la capacidad reductora de sulfato de los
microorganismos a utilizar como inéculo. Sin embargo, con el fin de evitar sesgos en las
mediciones de sulfato en los experimentos realizados en los modelos de acuifero, se descartd

el uso de la concentracién de AB cominmente utilizada en trabajos previos, es decir 200
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mg/L, y se utilizd6 como trazador en la concentracion de 100 mg/L. Si bien las
concentraciones de 250 y 150 mg/L del colorante no produjeron diferencias significativas en
la medicion de sulfato respecto al control positivo, se descarto6 el uso de estas concentraciones
con el fin de evitar posibles fendmenos de acumulacion o dilucion del colorante en zonas del
medio poroso de los modelos en las cuales podria acercarse a la concentracion de 200 mg/L,

que podria tener como efecto arrojar los sesgos observados en la cuantificacion de sulfato.
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Figura 4. Parametros de reducciéon microbiana de sulfato (H2S y SO.* reducido) y fisicoquimicos (pH y ORP) en la evaluacion del efecto del compuesto
azul brillante. Se muestra la concentracion de acido sulfhidrico (A), sulfato reducido (sulfato inicial — sulfato al final del experimento) (B), pH (C) y ORP (D)
promedio + D.E. de los tubos de ensayos conteniendo el colorante (AB 250, 200, 150, 100 y 50 mg/L), el control positivo (C(+)), control negativo (C(-)), y el
control de inhibicién con timol (CI). (*): diferencia estadisticamente significativa respecto al control de inhibicion. (e): diferencia estadisticamente significativa

respecto al control positivo, segun andlisis de varianza usando prueba de Dunnett (p < 0,05, n=3).
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4.2 Construccion y determinacion de los parametros hidraulicos de los

modelos de acuifero previos al experimento.

Una vez construidos los modelos de acuifero, se utilizé el colorante AB como trazador
para determinar un conjunto basico de parametros que den cuenta de la conduccién hidraulica
a través de éstos. Una vez establecido esto, se pudo evaluar como pueden verse afectados por
la eventual colmatacion producida por la inoculacion con microorganismos y su estimulacion

con medio de cultivo.

Los valores de flujo de efluente de los modelos correspondientes a 2 dias previos a la
inoculacion con microorganismos reflejaron el valor establecido en las bombas peristalticas
(cercano a 0,6 mL/min) (Tabla 2). Los tiempos de retencién de todos los modelos de acuifero
oscilaron entre los 195-277 min (Tabla 2). Cabe mencionar, que del total de los 13 modelos
construidos, 5 fueron utilizados para el trabajo experimental del objetivo 2 (modelos 1-5), y

los 8 restantes (modelos 6-13) para el objetivo 3 de esta tesis.

Aun cuando se observaron diferencias entre los tiempos de retencion de los modelos
de acuifero construidos, se consideraron como parte de la variabilidad caracteristica de este
pardmetro entre los modelos, la que puede resultar del empacado de los modelos con un

medio poroso (en este caso arena de cuarzo) de granulometria variable.
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Tabla 2. Parametros hidraulicos previos a la inoculacion de los modelos de acuifero. En la
tabla se muestran los valores de flujo de efluente y el tiempo de retencion del trazador (azul
brillante, 100 mg/L) medidos 2 dias antes de la inoculacién de los modelos.

Parametros hidraulicos previos
Modelo de Flujo de efluente Tiempo de retencion del
acuifero. (mL/min). trazador (min).
1 0,59 268
2 0,59 255
3 0,59 221
4 0,53 277
5 0,58 205
6 0,60 251
7 0,56 240
8 0,66 195
9 0,59 201
10 0,65 208
11 0,62 213
12 0,66 220
13 0,66 210
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4.3 Evaluacioén del efecto de la velocidad de inoculacién sobre la actividad

reductora de sulfato y la biomineralizacion en un modelo de acuifero.

Una vez determinados los pardmetros hidraulicos de cada modelo de acuifero, se
procedio a la inoculacion de estos con el consorcio microbiano, segun lo expuesto en la
metodologia. En estos experimentos, se midio periodicamente los parametros que dan cuenta
de la actividad reductora de sulfato del consorcio microbiano inoculado y se evaluaron los
cambios en el flujo hidraulico del medio poroso utilizando el compuesto AB como trazador,

durante el tiempo que duré el experimento (60 dias).

4.3.1 Monitoreo de los parametros de reduccion microbiana de sulfato en

los modelos de acuifero.

En un medio poroso, el grado de dispersion de los microorganismos debido a su
inoculacion puede depender de la velocidad a la cual éstos son infiltrados. Por lo tanto, para
cumplir con el segundo objetivo de esta tesis, se evalud el efecto de dos velocidades de
inoculacion en un modelo de acuifero; a 0,2 mL/min (o pulso lento de indculo) y 2 mL/min

(o pulso rapido de in6culo).

A partir del dia 10, se detectd la presencia de acido sulfhidrico en los modelos de
acuifero inoculados a ambas velocidades (Figura 5A). Esto coincide con el tiempo en que se
observo una reduccién en la concentracion de sulfato en el efluente de los modelos (Figura
5B). Los valores de sulfato descendieron a 1500 mg/L en promedio después del dia 14,
fluctuando entre 1400-2000 mg/L hasta el final del experimento, mientras que la
concentracion de acido sulfhidrico aument6 a valores entre 60-80 mg/L, alcanzando entre
130-200 mg/L en los dias finales del experimento en ambos casos (Figura 5A).
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A su vez, se observo acidificacion del efluente en los experimentos inoculados en
comparacion con el control no inoculado. A partir del dia 20, este pardmetro fluctuo6 en el
rango 7,4-7,6 en los modelos inoculados, mientras que el control se mantuvo en el rango de
7,7-8,0 durante todo el experimento (Figura 5C). Un comportamiento similar revelaron los
valores de potencial, ya que a partir del dia 5 el valor de este parametro alcanzé entre -170 a
-190 mV en los modelos inoculados a ambas velocidades, disminuyendo gradualmente hasta
valores menores a -250 mV en los dias finales del experimento. EI modelo control mostr6 un
menor descenso de este pardmetro, promediando un valor de -70 mV durante todo el

transcurso del experimento (Figura 5D).

Estos resultados indican que ambas velocidades de inoculacion no producen
diferencias en la tendencia de los parametros relacionados con la actividad microbiana
reductora de sulfato (concentracion de sulfato y &cido sulfhidrico) asi como en los parametros

fisicoquimicos relacionados con esta actividad (pH y ORP).
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Figura 5. Parametros de reduccién microbiana de sulfato (504> y H,S) y fisicoquimicos (pH y ORP) en los modelos de acuifero
inoculados a dos velocidades (pulso lento y répido de in6culo). Se muestran las mediciones de &cido sulfhidrico (A), sulfato (B), pH (C)
y ORP (D). Los valores corresponden al promedio de duplicados (n=2) para los modelos inoculados, y a un solo valor (n=1) en el caso del
control no inoculado. 34



4.3.2 Monitoreo de parametros de colonizacion microbiana de los modelos

de acuifero.

En el efluente de los modelos se determind periddicamente la cantidad de ATP
intracelular y el nimero de microrganismos con el fin de tener indicios de una posible
dindmica de colonizacion microbiana, que pudiese estar ocurriendo en el interior de los

modelos de acuifero.

En los modelos inoculados, se encontraron valores de ATP mayores respecto al
control no inoculado, los que variaron entre 800-2500 URL/mL durante todo el experimento
(Figura 6A). El resultado del recuento microbiano no mostro diferencias entre los modelos
inoculados a distintas velocidades, asi como tampoco respecto al modelo control, a excepcion
de los dltimos 10 dias, donde en el control no inoculado se observaron menos

microorganismos en comparacion con los modelos inoculados (Figura 6B).
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Figura 6. Pardmetros de colonizacién microbiana de los modelos de acuifero. Valores de ATP
(A) y recuento microbiano (B) en el efluente de los modelos. Los valores corresponden al promedio
de duplicados (n=2) para los modelos inoculados, y a un solo valor (n=1) en el caso del control no
inoculado.
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4.3.3 Monitoreo de los parametros hidraulicos de los modelos de acuifero.

En este trabajo de tesis se espero lograr la disminucion de la permeabilidad del medio

poroso de los modelos de acuifero debido a la reduccion del tamafio de poro debida a la

presencia de biomasa microbiana y precipitacion de minerales carbonatados.

Durante el periodo del experimento, en ninguno de los modelos inoculados con las

diferentes velocidades fue posible lograr disminucion del flujo de efluente (datos no

mostrados). Sin embargo, a partir del dia 22, se observaron aumentos en el tiempo de

retencion del trazador en los modelos inoculados. Si bien hubo un aumento de este parametro

en el modelo control al final del experimento, este no alcanzo los valores de los modelos

inoculados.
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Figura 7. Tiempos de retencion relativos de los modelos de acuifero durante del tiempo de
experimentacion. Se muestran los tiempos de retencidn relativos al tiempo de retencion inicial
de los modelos de acuifero. Los valores corresponden al promedio de duplicados (n=2) para los
modelos inoculados, y a un solo valor (n=1) en el caso del control no inoculado.
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La causa mas probable que explica el aumento del tiempo de retencién del trazador
en los modelos inoculados, sin provocar la disminucién de la permeabilidad global de los
modelos de acuifero (flujo de efluente), es la presencia de una zona de menor permeabilidad
ubicada en la zona central de los modelos de acuifero, la que ralentiza la llegada del trazador
al puerto de toma de muestra. En efecto, con el transcurso del experimento, en los modelos
inoculados se observa una pluma oscurecida (Anexo 1) que emerge en los puertos de
inoculacién y estimulacion, y que se extiende hacia la salida del efluente, siguiendo la

direccion del flujo del agua.

Los analisis de los experimentos con el trazador en el dia 55 dan cuenta que las plumas
ennegrecidas representan una zona de menor permeabilidad respecto a otras zonas del medio
poroso, puesto que se observa que el colorante se desvia cuando se encuentra con esta zona,
provocando que la mayor parte del flujo hidraulico ocurra por las zonas no ennegrecidas

(Figura 8).

Considerando la produccion de acido sulfhidrico en los modelos y la presencia de
trazas de hierro en el medio de cultivo infiltrado, probablemente una parte de esta pluma
corresponde a precipitados de sulfuros de hierro, los que pueden estar contribuyendo a la

obstruccion del medio poroso en los modelos inoculados.
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Sentido de flujo hidraulico

Figura 8. Division del flujo del trazador alrededor de una zona de menor permeabilidad del
medio poroso de los modelos de acuifero. Se muestra un ejemplo del paso del trazador en uno
de los modelos de acuifero en el dia 55 de funcionamiento. Se observa el desvio del trazador al
encontrarse con la zona ennegrecida del medio poroso. (#): punto de inoculacidn.

4.3.4 Analisis de la arena de cuarzo de los modelos de acuifero al final del

experimento.

Con la apertura de los modelos de acuifero al final del tiempo de experimentacion

(dia 60), se obtuvo acceso a la arena y al agua de poro para los analisis pertinentes.

Se realizaron determinaciones con varillas indicadoras de pH en el agua de poro que
permitieron hacer un mapa aproximado de este parametro (Figura 9). Para mayor simplicidad
en la discusion de este parametro, se distinguieron tres zonas en la arena de los modelos: a)
zona 1: primer tercio ubicado en las cercanias de la zona de entrada del agua de flujo, b) zona
2: segundo tercio ubicado en la zona central, y ¢) zona 3: tercer tercio ubicado hacia la zona
de salida de efluente. En todos los modelos de acuifero inoculados, se observé una zona de

pH 8 en las zonas 2 y 3. También se observaron zonas puntuales de pH 8,5 en uno de los
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duplicados, los que se ubican dentro de las zonas de pH 8. Se observé un menor valor de pH

(cercano a 7,5) en la zona 1. En el modelo control, en todas las zonas se detecté un pH de 7,5

Al momento de la toma de muestras de arena desde los modelos inoculados, pudo
notarse una fraccion de arena de cuarzo biomineralizada, cuyas particulas de arena se
encontraron aglomeradas, producto de la biomineralizacion. Esta zona se centro en el punto
de inoculacion y estimulacion de microorganismos, en forma de circulo irregular de unos 3

cm de didmetro y ocupando toda la seccion interna del modelo (Figura 10).

Figura 10. Arena de cuarzo biomineralizada en el punto de inoculacion de los modelos de
acuifero. Se muestra una porcion de arena de cuarzo biomineralizada que se ubicé en el punto de
inoculacion de los modelos inoculados. En zonas mas distantes al punto de inoculacion, no se
observo la formacion de aglomerados de arena similares al de la imagen.
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Pulso lento Pulso rapido
Control (n=1) (n=2) (n=2)

Zona Zona Zona Zona Zona Zona Zona Zona Zona
1 2 3 1 2 3 1 2 3

pH

7,5
8,0
8,5

Figura 9. Mapas de pH en la arena de los modelos de acuifero inoculados con ambas velocidades al finalizar el experimento (60 dias). En todos los
modelos inoculados, se observa una zona de pH 8 que se distribuye a partir de la zona de inoculacion y alcanza el extremo por donde sale el efluente, asi como
zonas puntuales de pH 8,5 en uno de los duplicados. En cambio, en el modelo control se observo un pH 7,5 en todas las zonas del modelo. El punto rojo (s)

representa el punto de inoculacién y estimulacion con medio de cultivo.
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Posteriormente, desde distintas zonas de los modelos se tomaron muestras de arena a
las cuales se les agreg6 gotas de HCI concentrado, con el fin de observar efervescencia que
revela la posible presencia de carbonatos. De los modelos cuyas muestras se generé gas, se
extrajo dos muestras para la cuantificacion de carbonatos totales por titulacion acido-base: a)
desde la zona ubicada en el punto de inoculacion, y b) desde un punto ubicado rio abajo (12
cm) al punto de inoculacién. En general, la mayor cantidad de carbonatos se generaron en la
zona de inoculacion, donde se encontraron valores hasta 7 veces mayores respecto a la zona
rio abajo (Figura 11). En la prueba de carbonatos con HCI de las muestras de arena del

modelo control no se observo la produccion de gas.

10 -

I Pulso lento de moculo
B Pulso rapido de inéculo

Carbonatos totales en arena (%)

Punto de inoculacion Punto rio abajo

Figura 11. Porcentaje de carbonatos totales determinados por titulacion &cido base en la
arena de los modelos inoculados con ambas velocidades al finalizar el experimento. Se
muestra el porcentaje de carbonatos totales en muestras de arena correspondientes al punto de
inoculacion y rio abajo (12 cm) al punto de inoculacion de los modelos. Las barras representan
el promedio de duplicados (n=2).
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Los analisis de DRX para la evaluacion de la composicion mineraldgica de las
muestras de arena de los modelos inoculados, confirmaron la presencia de los minerales
calcita, vaterita y aragonita (Anexo 2) en distintas proporciones dependiendo de la muestra

(Tabla 3).

Tabla 3. Cantidad de CaCOs (vaterita, aragonita y calcita) determinados por DRX en arena
de los modelos de acuifero en el experimento de evaluacion de las velocidades de inoculacién.
Se muestran los porcentajes de CaCOs en el punto de inoculacion y rio abajo en uno de los
duplicados de los modelos de acuifero inoculados a distintas velocidades. N.D.: no detectado.

Velocidad Forma de Punto de inoculacién Punto rio abajo
inoculacion CaCOs (% de CaCOg) (% de CaCOg3)
Vaterita 1,47 N.D.
Pulso rapido | Aragonita <05 N.D.
Calcita 1,7 1,38
Vaterita 4,38 N.D.
Pulso lento Aragonita <05 <05
Calcita 1,03 N.D.

Se tomd muestras de la arena de cuarzo en el punto de inoculacién del modelo
inoculado con pulso rapido para la observacion por microscopia de barrido electrénico

(MBE).

La arena de cuarzo no tratada presentd superficies lisas, a veces estriadas, las cuales
terminan en aristas definidas (Figura 12A). Estas caracteristicas probablemente resultan de
un proceso de molienda de rocas de cuarzo de mayor tamarfio para obtener la arena de cuarzo
utilizada en estos experimentos. Sobre las particulas, no se aprecian estructuras cristalinas
definidas que puedan corresponder a un mineral previamente contenido en la arena, asi como
tampoco se observan microorganismos. Se observo particulas sobre algunas zonas de la
superficie de la arena, que probablemente corresponden al mismo material en un grado de

intemperizacién mayor.
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La observacion de la arena del modelo de acuifero permitié diferenciar estructuras
cristalinas que, segun comparaciones con imagenes obtenidas por MBE de cristales de
CaCOs sintetizados quimicamente por Jimoh (2017), podrian corresponder a los polimorfos
aragonita, calcita y carbonatos amorfos de CaCOs (Figura 12B, 12C y 12D respectivamente).
También se observd la presencia de una capa que reviste la superficie de una particula de
arena de cuarzo y que contiene estructuras con morfologia y tamafio que podrian
corresponder a bacterias que se encuentran inmersas en una biopelicula (Figura 12D y anexo

3).

Figura 12. Imagenes obtenidas por microscopia de barrido electronico de la arena de
cuarzo al final del experimento de evaluacion de las velocidades de inoculacion. A:
Superficie de la arena de cuarzo previa al experimento. B: Mineral cristalino de CaCOs,
aragonita. C: Mineral cristalino de CaCOs: calcita. (D): Biopelicula (flecha roja) y matriz
organo-mineral (CaCO3; amorfo depositado sobre material orgénico, flechas azules) sobre la
particula de arena de cuarzo. ac: arena de cuarzo. ara: aragonita. cal: calcita.

44



Se realizé mediciones de ATP correspondientes a los microorganismos adheridos a
la arena de los modelos de acuifero. En los modelos inoculados a ambas velocidades, se
observo la mayor cantidad de ATP en arena en la zona 2. Tanto en las zonas 1 y 3, se
encontraron cantidades similares de ATP en ambos experimentos. EI modelo control (no
inoculado), mostrd valores considerablemente menores en todas las zonas en comparacion a

los inoculados (Figura 13).

Zona Zona Zona

Pulso lento
de in6culo

Pulso rapido
de indculo

Control no
inoculado

Figura 13. Mapas de ATP microbiano en la arena de los modelos de acuifero al final del
experimento de evaluacion de las velocidades de inoculacion. Se muestra el valor de ATP (en
URL/g de arena) en las tres zonas de la arena de los modelos de acuifero inoculados con pulso
lento (n=2), pulso rapido (n=2) y el modelo control (n=1). Las flechas negras indican el sentido
de flujo hidraulico en el interior de los modelos de acuifero. El punto rojo (a) representa el punto
de inoculacién y estimulacion con medio de cultivo.
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4.3.5 Analisis de la comunidad microbiana establecida en la arena de los
modelos de acuifero inoculados con distintas velocidades mediante

secuenciacion del ARNr 16S.

Se tomo una muestra de arena de la zona central (zona 2) de uno de los duplicados
inoculados a diferentes velocidades, a las cuales se les extrajo el ADN gendmico total de los
microorganismos adheridos a la arena para su posterior secuenciacion masiva del gen del

ARNIr 16S por tecnologia Illumina.

En los modelos inoculados a diferentes velocidades, se encontré una comunidad
microbiana muy similar en cuanto a composicion, adherida a la arena de cuarzo al final del
experimento. En ambos casos, hubo un aumento de microorganismos anaerdbicos respecto
al in6culo, ya que éstos totalizaron cerca del 80 y 73% en la arena de los modelos inoculados
con pulso lento y répido, respectivamente, mientras que en el indculo estos géneros solo
alcanzaban el 50%. Las secuencias correspondientes al género reductor de sulfato
Desulfomicrobium aumentaron considerablemente respecto al indculo (8%), alcanzando el
58 y 45% de la composicion microbiana total de los modelos inoculados con pulso lento y

rapido, respectivamente (Figura 14).

Los resultados anteriores permiten demostrar que es posible establecer un consorcio
microbiano reductor de sulfato activo en el medio poroso de un modelo de acuifero con flujo
hidraulico continuo, el que consiste en agua de barrera hidraulica de un tranque de relave que
contiene sulfato. La reduccion microbiana de sulfato, que es producto de la inoculacién y
estimulacion del consorcio microbiano, fue capaz de biomineralizar una porcion de la arena

de cuarzo (medio poroso), debido a la acumulacion de minerales de CaCQOg, la que segun los
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experimentos realizados con el trazador, corresponde a una zona de menor permeabilidad al

flujo hidraulico.

YU .
- . = Otros géneros
90 ) ]
I Exiguobacterium
Fam. Caulobacteraceae
80 Orden Elusimicrobiales
§ Achromobacter
> m Alkaliphilus
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< ®m Fam. Lachnospiraceae
§ = Clostridium
5 60 = Stenotrophomonas
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20 - m Fam. Comamonadaceae
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0

Inéculo Pulso lento  Pulso répido

Figura 14. Abundancia relativa de las secuencias del gen del ARNr 16S en los extractos
de ADN de los microorganismos adheridos a la arena de los modelos de acuifero al final
del experimento de evaluacion de las velocidades de inoculacion. En la primera columna,
se muestra también la composicion microbiana del indculo utilizado.
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4.4 Evaluacion del efecto de la concentracion de formiato sobre la actividad

reductora de sulfato y la biomineralizacién en un modelo de acuifero.

En los modelos de acuifero inoculados se logro la biomineralizacidn de una porcion
de arena de cuarzo ubicada en las cercanias del punto de inoculacién (Figura 10). Los
experimentos realizados con el trazador, demostraron que corresponde a una zona de menor

permeabilidad respecto a otras zonas del medio poroso del modelo (Figura 8).

El aumento de la concentracién de formiato en el medio de cultivo (respecto a la
ensayada en el objetivo 2) con el cual se estimula al consorcio microbiano en el modelo,
podria tener como efecto aumentar la cantidad de sulfato que es reducido por los
microorganismos. Esto podria favorecer la probabilidad de precipitacién de CaCOs, debido
al aumento de pH y de las formas de carbono inorganico disuelto HCO3™y COs? que resultan
de la reduccidn bioldgica de sulfato, lo que puede resultar en un aumento del alcance de la

zona biomineralizada en los modelos de acuifero.

Para esto se realizd un experimento que consistié en evaluar 4 concentraciones de

formiato en el medio de cultivo PCM. Estas concentraciones fueron 3, 6, 12 y 18 g/L.
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4.4.1 Monitoreo de los parametros de reduccion microbiana de sulfato en

los modelos de acuifero.

Durante el tiempo de experimentacion (60 dias), en todos los ensayos se observo
reduccion en la concentracion de sulfato en los modelos a partir del dia 15 (Figura 15A). A
su vez, se verifico la produccién de acido sulfhidrico en todos los modelos. Sin embargo,
puede apreciarse un retardo en el alza de este parametro en los experimentos realizados a
mayores concentraciones de formiato (12 y 18 g/L) (Figura 15B). En parte, esto podria
explicarse por la variacion del potencial medido en el efluente de los modelos, puesto que el
valor requerido para la reduccion microbiana de sulfato, es decir -150 mV, se alcanzé mas
rapidamente en los modelos estimulados con menor cantidad de formiato (3 y 6 g/L) (Figura
15C). También, puede apreciarse que los valores de pH en el efluente de los modelos
estimulados con la menor cantidad de formiato (3 g/L) sigue una tendencia a la baja respecto

a los valores de los demas experimentos (Figura 15D).
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Figura 15. Parametros de reduccion microbiana de sulfato (SO.* y H,S) y fisicoquimicos (pH y ORP) en los modelos de acuifero estimulados
con las distintas concentraciones de formiato. Se muestran las mediciones de sulfato (A), &cido sulfhidrico (B), ORP (C) y pH (D) de los modelos
de acuifero estimulados con las distintas concentraciones de formiato (3, 6 12 y 18 g/L). Los valores corresponden al promedio de duplicados (n=2).
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4.4.2 Utilizacion de formiato en los modelos de acuifero.

En el efluente de los modelos estimulados con las mayores cantidades de formiato
(12 y 18 g/L) se observd una apreciable disminucion de la concentracion de este sustrato
respecto de la concentracion de formiato agregada durante el tiempo de experimentacion
(Figura 16). Sin embargo, en los ensayos realizados con las menores concentraciones de

formiato (3 y 6 g/L), no se observo la misma tendencia de consumo de formiato.

—— Formiato: 3 g/L

—B— Formato: 6 g/L

—a&— Formiato: 12 g/L
Formiato: 18 g/L.

(o]
1

Formiato en efluente (g/L)
Il 1

PR

0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (dias)

Figura 16. Formiato remanente en los modelos de acuifero estimulados con las distintas
concentraciones del dador de electrones. Las lineas continuas representan la cantidad de formiato
agregada en los modelos considerando la cantidad de formiato en el medio de cultivo y su dilucion
en los modelos. Los valores corresponden al promedio de duplicados (n=2).
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4.4.3 Monitoreo de los parametros hidraulicos de los modelos de acuifero.

En todas las concentraciones de formiato ensayadas, se logré aumentar el tiempo de
retencion del trazador hasta un valor similar en todos los modelos. El valor del tiempo de
retencion relativo al tiempo inicial aumento hasta 1,8 veces en promedio el dia 55 de
experimentacion, lo que indica un grado similar de disminucién de la permeabilidad del
medio poroso de los modelos producto de la estimulacién de los microorganismos con
distintas concentraciones de formiato en el medio de cultivo. No se observé un efecto
dependiente de la concentracion de formiato sobre el cambio del tiempo de retencion de los

modelos de acuifero (Figura 17).

—&— Formiato: 3g/L
—@— Formiato: 6 g/
24 1 —&— Formiato: 12 g/L.
Formiato: 18 g/

Til'To

Tiempo (dias)
Figura 17. Tiempos de retencion relativos al tiempo inicial en los modelos de acuifero

estimulados con las distintas concentraciones de formiato. Los valores corresponden al
promedio de duplicados (n=2).
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4.4.4 Analisis de la arena de cuarzo de los modelos de acuifero al final del

experimento.

Los valores de pH en arena tendieron a aumentar a medida que se aumentd la
concentracion de formiato en el medio de cultivo (Figura 18). En promedio, en los modelos
estimulados con las mayores concentraciones de formiato (12 y 18 g/L), este parametro
alcanzd valores sobre 8 en la zona 2 y 3, mientras que se registré un valor menor a 8 en las
mismas zonas de los modelos estimulados con las menores concentraciones de formiato (3 y

6 g/L).

Se comprobo la presencia de una porcién de arena biomineralizada en todos los
modelos de acuifero (Anexo 4). El célculo del area comprendida por la arena
biomineralizada, en base al analisis de imagenes utilizando el programa ImageJ, revel6 una
directa relacion entre el &rea del arena aglomerada y la cantidad de formiato en el medio de
cultivo (Figura 19). Esta relacion es lineal en el rango de concentraciones de formiato
comprendido entre los 3-12 g/L, luego de lo cual el &rea biomineralizada tiende a no aumentar
a mayores concentraciones de formiato. Esto sugiere que para lograr la méxima extensién o
alcance de la biomineralizacion del medio poroso en el modelo de acuifero utilizado en esta
tesis, es necesario estimular el consorcio microbiano con medio de cultivo conteniendo 12

g/L de formiato.

El andlisis cuantitativo de carbonatos totales en las zonas definidas en el experimento
anterior (punto de inoculacion y punto rio abajo) confirman el aumento de la cantidad de
carbonatos precipitados en el punto rio abajo producto del aumento de la concentracion de

formiato (Figura 20). También, resulta interesante que la cantidad de carbonatos en el punto
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Formiato Formiato Formiato Formiato

3g/L 6 g/L 12 g/L 18 g/L
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Figura 18. Mapas de pH en la arena de los modelos de acuifero estimulados con las distintas concentraciones de formiato al finalizar el experimento
(60 dias). En general, los valores de pH en arena tienden a aumentar a medida que se aumenta la concentracion de formiato en el medio de cultivo. En los
modelos estimulados con 12 y 18 g/L de formiato, se observaron zonas puntuales de pH 8,5. Las flechas negras indican el sentido de flujo hidraulico en el
interior de los modelos de acuifero. El punto rojo (e) representa el punto de inoculacion y estimulacion con medio de cultivo.
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de inoculacion disminuye con el aumento del formiato en el medio de cultivo. En este caso,
los andlisis de DRX mostraron la presencia de calcita en uno de los duplicados de los modelos
estimulados con las distintas concentraciones de formiato (Anexo 4, Tabla 4). Las
determinaciones cuantitativas del contenido de calcita presentd la misma tendencia que la
determinada por el andlisis cuantitativo de carbonatos por titulacion &cido-base, es decir, el

aumento de la cantidad de carbonatos precipitados en el punto rio abajo de los modelos (ver

Tabla 4).
60 -
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Figura 19. Area de la superficie de arena biomineralizada en los modelos de acuifero en
funcién de la concentracion de formiato en el medio de cultivo. Se observa una dependencia
directa de la concentracion de formiato y el area de la arena biomineralizada en los modelos de
acuifero, la cual alcanza un valor maximo en las mayores concentraciones ensayadas (12 y 18g de
formiato/L). Los valores corresponden al promedio de duplicados (n=2).
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Punfo de moculacidn Punto fo abajo

Figura 20. Porcentajes de carbonatos totales determinados por titulacion acido base en el
medio poroso de los modelos de acuifero estimulados con las distintas concentraciones de

formiato en el punto de inoculacién y rio abajo al finalizar el experimento. Las barras
representan el valor promedio de duplicados (n=2).

Tabla 4. Cantidad de CaCOjs (calcita) determinados por DRX en la arena de los modelos de
acuifero estimulados con las distintas concentraciones de formiato. Se muestran los
porcentajes de CaCOsen el punto de inoculacion y rio abajo de uno de los duplicados de los
modelos de acuifero estimulados con distintas concentraciones de formiato.

Concentracion de formiato (g/L) | Punto de inoculacion Punto rio abajo
en medio de cultivo (% de CaCOg) (% de CaCOg)

3 9,55 3,82

6 13,16 6,34

12 16,23 9,36

18 3,04 13,23
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En las observaciones por MBE de la arena de cuarzo ubicada en el punto de
inoculacion de uno de los modelos estimulados con la menor y mayor concentracion de
formiato (Figura 21A y 21B respectivamente), pudo distinguirse cumulos bacterianos
compuestos en su gran mayoria por microorganismos con forma de bacilo (morfologia
caracteristica de una gran parte de las bacterias reductoras de SO4> descritas), depositadas
sobre la superficie de la arena de cuarzo y adyacentes a minerales cristalinos con similitud

estructural a aragonita.

Figura 21. Imagenes obtenidas por microscopia de barrido electronico de la arena de
cuarzo de los modelos de acuifero estimulados con la menor y mayor concentracion de
formiato (3 y 18 g/L) al final del experimento. A: Mineral cristalino de CaCOs (aragonita) y
cumulos bacterianos en una muestra de arena de cuarzo de uno de los modelos estimulados con
3 g/L de formiato. B: Mineral cristalino de CaCOs (aragonita) y cumulos bacterianos en una
muestra de arena de cuarzo de uno de los modelos estimulados con 18 g/L de formiato. ac: arena
de cuarzo. ara: aragonita. Flechas verdes: cimulos bacterianos.
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En todos los ensayos, los valores de ATP en arena fueron mayores en las zonas 2y 3
de los modelos, mientras que la zona 1 (rio arriba al punto de inoculacion) fue menor respecto
a las otras zonas (Figura 22). Especialmente en las zonas 2 y 3, se observé un aumento
dependiente de la concentracion de formiato en el medio de cultivo de este pardmetro, dentro
del rango entre 3 y 12 g/L. En este ultimo, se alcanza un valor maximo de ATP/g de arena,
ya que en los modelos con la mayor cantidad de formiato (18 g/L), estos disminuyen hasta
valores similares a los del ensayo realizado con 6 g/L de formiato.

Zona Zona Zona
1 2 3

Formiato: 3g/L  wmp | 45294 o| 298965 | 233852 | memp
+£22373 | +169901 | + 27301

Formiato: 6 g/L - 62%,25 *
+

Formiato: 12 g/L 7263454
+ 49525

Formiato: 18 g/ wmp | 1150284
+17283

Figura 22. Mapas de ATP microbiano en la arena de los modelos de acuifero estimulados
con las distintas concentraciones de formiato al finalizar el experimento. Se muestra el valor
de ATP (en URL/g de arena) en las tres zonas de la arena de los modelos de acuifero estimulados
con las distintas concentraciones de formiato. Las flechas negras indican el sentido de flujo
hidraulico en el interior de los modelos de acuifero. EIl punto rojo (s) representa el punto de
inoculacion y estimulacién con medio de cultivo. Los valores corresponden al promedio de
duplicados (n=2).
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4.4.5 Analisis de la comunidad microbiana establecida en la arena de los
modelos de acuifero estimulados con distintas concentraciones de formiato

mediante secuenciacion del ARNr 16S

El aumento de la concentracion de formiato en el medio de cultivo produjo un
enriquecimiento de las secuencias correspondientes al genero reductor de sulfato
Desulfomicrobium, las cuales predominaron en todas las muestras, alcanzando el 35, 48, 52
y 57% en la arena de los modelos de acuifero estimulados con 3, 6, 12 y 18 g/L de formiato,
respectivamente. El aumento del dador de electrones también produjo el notorio
enriquecimiento de las secuencias correspondientes al género Pseudomonas. También se
observo el efecto contrario sobre otros componentes de la comunidad microbiana, ya que se
observo la disminucion de las secuencias de la familia predominantemente aerdbica

Comamonadaceae y del género anaerdbico obligado Proteiniclasticum.

Los resultados anteriores demuestran que existe un efecto de la concentracion de
formiato en el medio de cultivo sobre el alcance de la biomineralizacidén del medio poroso en
el modelo de acuifero utilizado, ya que se observd un aumento de los carbonatos totales rio
abajo y del area biomineralizada en los modelos en funcién del aumento del dador de
electrones. Esto se relaciona con los valores de formiato medidos en efluente, pues el dador
de electrones fue utilizado en mayor medida en los experimentos que contenian las mayores
cantidades de formiato, mientras que en los modelos estimulados con las menores
concentraciones de éste, no hubo utilizacion considerable del dador. Sin embargo, esto no se

reflejé en los parametros de actividad microbiana de sulfato (concentracion de sulfato y acido
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sulfhidrico), ya que éstos fueron similares en los modelos de acuifero estimulados con todas

las concentraciones del dador ensayadas.
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Figura 23. Abundancia relativa de las secuencias del gen del ARNr 16S en los extractos
de ADN de los microorganismos adheridos a la arena de los modelos de acuifero al final
del experimento de evaluacion de las concentraciones de formiato.



V. DISCUSION

El presente trabajo de tesis se centro en desarrollar una solucién biotecnolégica para
impedir total o parcialmente el flujo de una pluma de aguas en un acuifero afectado por la
infiltracion del contenido acuoso de un tranque de relaves. Para lograr esto, se buscé
desarrollar un método de biomineralizacion de un medio poroso (arena de cuarzo) empacado
en un modelo de acuifero, basado en la inoculacién y estimulacion de un consorcio
microbiano reductor de sulfato, previamente aislado desde un microbialito del Lago
Sarmiento (XII region de Chile). Debido a la reduccion del volumen de poro que es
consecuencia de la acumulacion de minerales y biomasa microbiana, este fendmeno provoca
la disminucidn de la conductividad hidraulica del medio afectado por la biomineralizacién,

lo que genera cambios en el patron de flujo del medio poroso.

Para la evaluacion en tiempo real del patron de flujo hidraulico en un modelo de
acuifero, se utilizé una solucién del colorante azul brillante (100 mg/L) como trazador
hidraulico. Los patrones de flujo hidraulico han sido utilizados en estudios para comparar los
parametros de flujo empiricos que resultan del paso del trazador (tiempos de retencién y
patron de flujo) con aquellos predichos por el modelamiento hidrodinamico que deriva del
uso de programas computacionales (Heidari y Li, 2014; Seifert y Engesgaard, 2012). En
estudios que buscan revelar los cambios en el patron de flujo que resultan de la acumulacién
de biomasa en un medio poroso, el colorante azul brillante parece ser el trazador estandar
(Kildsgaard y Engesgaard 2002; Seifert y Engesgaard 2007, Seifert y Engesgaard, 2012; Seki

et al, 2006; Thullner, 2010).

Varios estudios sugieren que la actividad de los microorganismos reductores de

sulfato presentes en los microbialitos es el principal motor de la biomineralizacion de
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sedimentos de mares y lagos salinos (Braissant et al 2007; Dupraz et al 2009; Gallagher et al
2012). Por esto fue importante descartar que la presencia de azul brillante en los modelos
pudiera provocar la disminucion de la precipitacion de CaCOs como consecuencia de la
inhibicion de la actividad reductora de sulfato del consorcio microbiano. En estudios donde
se evalu6 la biocolmatacion del medio poroso producida por microorganismos
desnitrificantes obtenidos desde una planta de tratamiento de aguas servidas, y que fueron
estimulados con acetato y nitrato como dador y aceptor de electrones respectivamente, no se
considerd evaluar la posible inhibicién de los microorganismos por la presencia de azul
brillante utilizado como trazador (Kildsgaard y Engesgaard, 2000; Seifert y Engesgaard,
2012). En estas publicaciones, se utilizé el colorante en una concentracién de 200 mg/L,
principalmente por razones de visibilidad (Kildsgaard y Engesgaard, 2000). Sin embargo,
dada la importancia de la capacidad reductora de sulfato del in6culo para lograr la
biomineralizacion, y su posible inhibicion por efecto del colorante azul brillante, en esta tesis
se hizo un ensayo de co-incubacion del consorcio microbiano y el colorante para evaluar los
parametros de reduccion de sulfato al final del experimento. Los resultados mostraron que
ninguna de las concentraciones ensayadas de azul brillante, produjo inhibicion de la

capacidad reductora de sulfato del consorcio microbiano utilizado como inéculo.

Generalmente, el efecto de un inhibidor sobre el crecimiento o alguna funcién
bacteriana es dependiente de la concentracion del inhibidor (Ali et al, 2015; Deriz et al, 2014;
Nemati et al, 2001; Roymahapatra et al 2015; Trajano et al, 2010; Zhang et al, 2008). Con
respecto a esto, para bacterias reductoras de sulfato se han reportado la Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) de extractos de aceites esenciales de vegetales sobre la actividad

reductora de sulfato de Desulfovibrio alaskensis NCIMB 13491 (Korenblum et al, 2013; De
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Souza et al, 2017), y del ion molibdato (MoO4’) para un consorcio microbiano enriquecido
en la especie Desulfovibrio vulgaris (De Jesus et al, 2015). De esta manera, los resultados
obtenidos en esta tesis sugieren que las concentraciones de azul brillante ensayadas serian
menores a la CIM de este compuesto para el consorcio microbiano utilizado. Existe poca
informacién en la literatura al respecto, pero se puede comparar con la inhibicion del
crecimiento de Escherichia coli ATCC 10799, para el cual se determiné una CIM de 1250

mg/L del colorante (Kilig et al, 2016).

El modelo de acuifero construido para este trabajo de tesis tuvo por objeto representar
una seccion de un acuifero real contaminado con aguas de un tranque de relave que se ve
afectado por un tratamiento de inoculacion y estimulacion de los microorganismos
infiltrados. Debido a la factibilidad técnica, esta representacion se centr6 solo en lograr las
condiciones de saturacion hidrica, concentracion de sulfato y flujo hidraulico continuo; este
ultimo, representé el mayor cambio de condiciones de habitat para los microorganismos
contenidos en el in6culo, los que previamente se encontraban en un biorreactor de tipo

columna sin flujo.

En los ensayos previos a la inoculacion de los modelos de acuifero construidos, la
mayor parte del frente de flujo hidréaulico, visualizado por el trazador, ocurrié en la zona
central del medio poroso de los modelos, lo que reflejé una mayor velocidad de flujo en esta
zona respecto a la observada en paredes laterales. Este fenomeno es similar a lo que ocurre
con el perfil de velocidades de un flujo laminar que se establece en una tuberia, el que alcanza
su mayor velocidad en el eje central y es minima en las paredes del tubo (Avila et al, 2011).
Esto demuestra que fue posible construir un modelo de acuifero en condiciones de saturacion

hidrica y con flujo laminar, en donde el flujo hidraulico se establecid preferentemente en el
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interior del medio poroso, lo que lo hizo Gtil como modelo de acuifero para la evaluacion del

objetivo propuesto en esta tesis.

La variabilidad observada en los tiempos de retencion de los modelos de acuifero
construidos, se debid principalmente a diferencias en el flujo interno de los modelos. Esto
pudo ser consecuencia del empaque no homogéneo del medio poroso dentro de los modelos.
Variaciones similares en el tiempo de retencion de camaras de flujo hidraulico empacadas
con medios porosos heterogéneos en cuanto a tamafio de particula fueron observadas por
Heidari y Li (2014). Considerando que la arena de cuarzo de los modelos de acuiferos
utilizados en esta tesis tenia un tamafio de particula variable (200-800 um), es muy probable
que en el proceso de empaque se produjeron zonas de mayor y menor permeabilidad que

causaron la variabilidad observada de este parametro entre los modelos.

Se demostro que la infiltracion del trazador en el puerto de inoculacion de los modelos
construidos, mediante dos velocidades (o pulsos de infiltracion; 0,2 y 2 mL/min), produjo
una mayor dispersién del colorante en el medio poroso cuando se utiliz6 la mayor velocidad.
Por lo tanto, se podria pensar que este efecto también ocurra con la dispersion de los

microorganismos durante la inoculacion.

Los pulsos de inoculacion ensayados produjeron la biomineralizacidn de una pequefia
zona del medio poroso centrada en el punto de inoculacién de los modelos de acuifero. El
area que resulté biomineralizada en el medio poroso utilizando los distintos pulsos ensayados
tuvo un alcance similar en los modelos de acuifero, y se restringié a las cercanias del punto
de inoculacién. A diferencia de lo aqui observado, Barkouki et al (2011) ensayaron pulsos
de estimulacion con medio de cultivo para la bacteria ureolitica Bacillus pasteurii, logrando
una distribucion homogénea de los minerales de CaCOs que precipitan en el medio poroso
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de columnas. Esto sugiere que ademéas de los pulsos de inoculacion, podria también
requerirse la adicion de medio de cultivo en forma de pulsos para lograr aumentar el alcance

de la biomineralizacion a zonas mas alejadas del punto de inoculacion.

La reduccion de la concentracion de sulfato y el aumento de la concentracion de acido
sulfhidrico en los modelos de acuifero inoculados a las distintas velocidades sugieren que
hubo actividad microbiana reductora de sulfato debido a la inoculacion y estimulacion de los
microorganismos. Los andlisis de secuenciacion del gen del ARNr 16S de la comunidad
microbiana adherida a la arena al final del experimento revelaron que la mayor parte de estas
secuencias corresponden a microorganismos pertenecientes al género reductor de sulfato
Desulfomicrobium, en el cual se han identificado especies con metabolismo acetogénico, lo
que significa que pueden oxidar dadores de electrones como propionato, butirato y lactato
solo hasta acetato (Castro et al, 2000). Considerando que se comprob6 el consumo de
formiato en los modelos de acuifero, probablemente se encontraban especies ain no descritas
pertenecientes al género Desulfomicrobium, con capacidad de utilizar formiato como
donador de electrones para la reduccién de sulfato, en la comunidad microbiana establecida

en los modelos de acuifero.

La biomineralizacién de una zona de arena de cuarzo localizada en el punto de
inoculacién de los modelos de acuifero inoculados con las distintas velocidades produjo un
cambio en el patrén de flujo interno y el aumento del tiempo de retencion del trazador (azul
brillante). Esto fue consecuencia de la disminucion de la permeabilidad de una zona del
medio poroso producto de la precipitacion de minerales de CaCOs, por efecto de la
inoculacion y estimulacion del consorcio microbiano. En las ultimas décadas, la aplicacion

de la precipitacion de minerales de CaCOs inducida por microorganismos se ha enfocado
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solo en la utilizacion de bacterias ureoliticas para mejorar las propiedades mecanicas de los
suelos (estabilizacion de suelos), asi como la resistencia de los materiales de construccion
(Canakci et al, 2015; De Muynck et al, 2010; Van Paassen et al, 2009; Van Wijngaarden et
al, 2010). Aun cuando es reconocida la capacidad de los microorganismos reductores de
sulfato para inducir la precipitacion de CaCOs, no se han reportado estrategias para producir
la biomineralizacion de medios porosos utilizando estos microorganismos. Por lo tanto, este
trabajo constituye una innovacién respecto a la aplicacion de la precipitacion de minerales
mediada por microorganismos, ya que representa el primer acercamiento para disminuir la
permeabilidad de un acuifero utilizando microorganismos reductores de sulfato, con el fin de
interrumpir el avance de una pluma de contaminacion en las aguas subterraneas, mediante la

aplicacion de una solucion biotecnologica.

Las velocidades de inoculacion ensayadas produjeron la biomineralizacién de una
zona de la arena de cuarzo de los modelos de acuifero. Especificamente, se restringio a unos
pocos centimetros alrededor del punto de inoculacion, lo que pudo deberse a que la
concentracion efectiva de los componentes del medio de cultivo no fue suficiente para
producir la precipitacion de minerales de CaCOs en las zonas mas alejadas al punto de
inoculacién. Considerando esto, se realizé un experimento en el cual se evaluaron cuatro
concentraciones de formiato en el medio de cultivo (3, 6, 12 y 18 g/L) con el fin de aumentar
el alcance de la biomineralizacién en el medio poroso por efecto de la inoculacién y

estimulacién de un consorcio microbiano reductor de sulfato en un modelo de acuifero.

Los resultados demostraron una mayor utilizacion de formiato en los modelos
estimulados con las mayores concentraciones del dador de electrones (12 y 18 g/L), respecto

a los que fueron estimulados con las méas menores concentraciones de éste (3y 6 g/L). En los
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procariontes, la utilizacion de formiato parece ser transversal cuando éste se produce por
metabolismos fermentativos, el cual es oxidado a CO. en una reaccion catalizada por la
enzima formiato deshidrogenasa (FDH), la que media el transporte de electrones desde el
formiato hasta aceptores de electrones distintos del O, (Jormakka et al, 2003). Segun
Gallagher et al (2012), la estequiometria para reduccion microbiana de sulfato acoplada a la
utilizacion de formiato (4CHO2 + SO4> + H,0 = 4HCO3 + HS™ + OH") revela que la razon
molar de formiato respecto a sulfato necesaria para esto, es 4:1. Para las concentraciones de
formiato en los medios de cultivo, es decir 3, 6, 12 y 18 g/L, estas razones corresponden a
1,41:1, 2,82:1, 5,65:1 y 8,48:1 respectivamente. Esto podria explicar que en los modelos
estimulados con 12 y 18 g/L se haya observado las mayores areas de biomineralizacion del
medio poroso, ya que aportaban la cantidad de formiato necesaria para que éste haya sido
utilizado como dador de electrones para la reduccion microbiana de sulfato en los modelos

de acuifero.

Los andlisis de las secuencias del gen del ARNr 16S de la arena de cuarzo de estos
modelos revelaron un mayor enriquecimiento de las secuencias pertenecientes al género
reductor de sulfato Desulfomicrobium a medida que aumenté la concentracién de formiato
en el medio de cultivo. Este resultado es coherente con lo observado por Zouch et al (2017),
en el cual predominaron secuencias pertenecientes a la clase Deltaproteobacteria, la cual
incluye al género Desulfomicrobium, en cultivos liquidos con formiato, que fueron utilizados

para enriquecer las bacterias reductoras de sulfato presentes en un sedimento marino.

Se logré aumentar el area biomineralizada en los modelos de acuifero al final del
experimento como consecuencia del aumento de la concentracion de formiato en el medio de

cultivo. La mayor precipitacion de CaCOs podria deberse a una mayor disponibilidad de
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iones los HCO3"y CO3s? que son generados por una mayor degradacion del formiato. Si bien
este fendmeno no se tradujo en una dependencia del aumento del tiempo de retencion en
funcién de la concentracion de formiato, fue posible lograr la precipitacion de minerales de
CaCOs en zonas més alejadas del punto de inoculacion, lo que indica que se disminuyod el
espacio de poro del medio poroso por acumulacion de estos minerales, lo que en un periodo
de experimentacion mas prolongado podria llevar a la reduccién total de la permeabilidad de

la arena de cuarzo empacada en los modelos de acuifero.

En resumen, se demostr0 que es posible desarrollar un método para la
biomineralizacion de un medio poroso en un modelo de acuifero, con el fin de retardar el
desplazamiento de una pluma de aguas que contiene sulfato y que proviene de un tranque de
relaves. Los resultados obtenidos sirven de base para estudios posteriores que tengan como
objetivo disminuir la permeabilidad de otros medios porosos o sedimentos de un acuifero por

medio de la biomineralizacion generada por un metabolismo microbiano reductor de sulfato.
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V1. CONCLUSIONES

1. Se demostré que es posible establecer un metabolismo reductor de sulfato activo en el
medio poroso de un modelo de acuifero como resultado de la inoculacion con un consorcio
microbiano reductor de sulfato y su estimulacién con medio de cultivo conteniendo formiato

como dador de electrones.

2. Se determind que el méaximo alcance de la biomineralizacion del medio poroso se obtuvo:
a) inoculando los modelos con una velocidad de 0,2 mL/min (pulso lento) y, b) estimulando

el consorcio microbiano inoculado con medio de cultivo conteniendo 12 g/L de formiato.

3. La concentracion de 12 g/L de formiato en el medio de cultivo produjo un enriquecimiento
de las secuencias correspondientes al género reductor de sulfato Desulfomicrobium en la
arena del modelo de acuifero, el que alcanzé un 52% de la abundancia relativa de las

secuencias del gen del ARNr 16S.

4. Utilizando 12 g/L de formiato, se logrd la biomineralizacion del medio poroso en los
modelos de acuifero, la que produjo la disminucion de su permeabilidad por la acumulacion
de minerales de CaCOs. La biomineralizacion afecto hasta un 38% de la arena de cuarzo, lo
que se tradujo en un aumento del tiempo de retencién que correspondié al doble del tiempo

inicial.
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Dia Control Pulso lento de inoculo Pulso rapido de inéculo

o il | vl || 1| o
Ea—)

Sentido de flujo
Anexo 1. Aparicion de las plumas de sulfuros de hierro en los modelos de acuifero inoculados a ambas velocidades. En columnas, se muestran las
fotografias de los modelos de acuifero correspondientes a los dias 0, 11, 22, 33, 44 y 55 del experimento. En los modelos inoculados se observa el desarrollo
de una pluma ennegrecida que corresponde a sulfuros de hierro. Las flechas rojas indican el puerto utilizado para la inoculacion y la estimulacion con medio
de cultivo.
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Anexo 2. Difractograma de muestra de arena pulverizada del punto de inoculacion de uno de los modelos de acuifero inoculado con pulso rapido. La
leyenda bajo la figura indica la simbologia utilizada por el servicio de difraccion de rayos X, con la cual se identifica el cristal de CaCOs (calcita, vaterita o
aragonita) y el mineral de cuarzo.
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Difractograma de muestra de arena pulverizada del punto de inoculacién de uno de los modelos de acuifero inoculado con

pulso lento. La leyenda bajo la figura indica la simbologia utilizada por el servicio de difraccion de rayos X, con la cual se identifica el cristal de CaCOs
(calcita, vaterita o aragonita) y el mineral de cuarzo.
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Anexo 3. Biopelicula microbiana sobre las particulas de arena de cuarzo observada por microscopia de barrido electronico. A: biopelicula
microbiana adherida a una particula de arena de cuarzo (flecha roja). B. Microorganismos inmersos en la biopelicula microbiana. Se muestra la

magnificacion (x5) de la zona correspondiente al cuadrado verde de la imagen en A, donde se observan microorganismos de 1 pm de longitud en
promedio. ac: arena de cuarzo. aCaCOs: carbonato de calcio amorfo.
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[Formiato en medio de cultivo] _ Superficie biomineralizada (%0)
(g/L) Duplicado 1 Duplicado 2 (Promedio de duplicados)

3 8,0
4 19,4
12 37,8
18 41,7

Sentido de flujo

Anexo 4. Biomineralizacion de la arena de cuarzo de los modelos de acuifero inoculados con las distintas concentraciones de
formiato al final del experimento. Se muestran los modelos de acuiferos destapados al final del experimento. La linea roja delimita
la zona biomineralizada (de mayor dureza respecto a otras zonas) del medio poroso de los modelos de acuifero. Se muestra la totalidad
de los modelos (duplicados) utilizados (columna central). En la columna de la derecha se muestra el porcentaje del area ocupada por la
zona biomineralizada respecto a la superficie total de la cara superior de los modelos (Calculado utilizando el programa ImageJ).
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Anexo 5. Difractograma de muestra de arena pulverizada del punto de inoculacién de uno de los modelos de acuifero estimulados con 3 g/L de
formiato en el medio de cultivo. La leyenda bajo la figura indica la simbologia utilizada por el servicio de difraccion de rayos X, con la cual se identifica el
cristal de CaCQg (calcita) y el mineral de cuarzo.
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Anexo 5 (continuacion). Difractograma de muestra de arena pulverizada del punto rio abajo al punto de inoculacion de uno de los modelos de acuifero
estimulados con 3 g/L de formiato en el medio de cultivo. La leyenda bajo la figura indica la simbologia utilizada por el servicio de difraccion de rayos X,
con la cual se identifica el cristal de CaCOs (calcita) y el mineral de cuarzo.
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Operations: Background 1.000,1.000 | Strip kAlpha2 0.500 | Import

EOO-O46»1045 (*) - Quartz, syn - Si0O2

[#]00-047-1743 (C) - Calcite - CaCO3

[®J00-046-1045 (*) - Quartz, syn - Si02

Anexo 5 (continuacion). Difractograma de muestra de arena pulverizada del punto de inoculacion de uno de los modelos de acuifero estimulados con
6 g/L de formiato en el medio de cultivo. La leyenda bajo la figura indica la simbologia utilizada por el servicio de difraccion de rayos X, con la cual se
identifica el cristal de CaCOs (calcita) y el mineral de cuarzo.
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Anexo 5 (continuacion). Difractograma de muestra de arena pulverizada del punto de inoculacion de uno de los modelos de acuifero estimulados con
12 g/L de formiato en el medio de cultivo. La leyenda bajo la figura indica la simbologia utilizada por el servicio de difraccion de rayos X, con la cual se

identifica el cristal de CaCQgz (calcita) y el mineral de cuarzo.
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Anexo 5 (continuacion). Difractograma de muestra de arena pulverizada del punto rio abajo al punto de inoculacion de uno de los modelos de acuifero
estimulados con 12 g/L de formiato en el medio de cultivo. La leyenda bajo la figura indica la simbologia utilizada por el servicio de difraccion de rayos X,
con la cual se identifica el cristal de CaCOs (calcita) y el mineral de cuarzo.
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Anexo 5 (continuacion). Difractograma de muestra de arena pulverizada del punto de inoculacion de uno de los modelos de acuifero estimulados con
18 g/L de formiato en el medio de cultivo La leyenda bajo la figura indica la simbologia utilizada por el servicio de difraccion de rayos X, con la cual se

identifica el cristal de CaCOs (calcita) y el mineral de cuarzo.
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Anexo 5 (continuacion). Difractograma de muestra de arena pulverizada del punto rio abajo al punto de inoculacion de uno de los modelos de acuifero
estimulados con 18 g/L de formiato en el medio de cultivo. La leyenda bajo la figura indica la simbologia utilizada por el servicio de difraccion de rayos X,

con la cual se identifica el cristal de CaCOs (calcita) y el mineral de cuarzo.
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