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RESUMEN

Se probaron dos reactores de biopelicula sobre membrana basados en hidrogeno (H2-MBfR), de
diferentes tipos de membrana entre si, en la reduccion de sulfato de un agua real de proceso minero
caracterizada por su baja alcalinidad y altas concentraciones de calcio y sulfato (S04%) disuelto. Se
alcanzaron remociones maximas de sulfato de 99% con un rango 6ptimo de pH entre 8 y 8,5, lo
que minimizo el efecto toxico del acido sulfhidrico (H2S) sobre las bacterias reductoras de sulfato
(SRB) y el scaling de calcita sobre las fibras y en las biopeliculas. Pese a que se aplicaron varias
estrategias de control de pH y de retrodifusion de gases, no fue posble mantener un alto grado de
reduccion de sulfato a largo plazo. La causa méas probable fue la precipitacion de calcita (CaCOs)
dentro de la biopelicula y sobre la superficie de las fibras, lo que se demostré mediante analisis
SEM-EDS. Otra posible causa fue una caida de pH, llevando a la inhibicion por H2S. Una mezcla
de H2/CO: en el suministro de gas fue capaz de recuperar temporalmente la efectividad de los
reactores y estabilizar el pH, ya que el CO> suministrado pudo amortiguar el efecto alcalinizante
de la reduccion de SO4> y desplazar la formacion de CaCOs hacia el exterior de la biopelicula. El
analisis biomolecular mostré que la biopelicula se compuso de un 15 a 20% de SRB, pero también
hubo presencia de una gran variedad de bacterias autotrofas y heterétrofas, incluyendo bacterias
oxidantes de sulfuro. Estas Gltimas bacterias pudieron estar presentes debido a la entrada de aire
por las paredes de las tuberias flexibles utilizadas, las que fueron cambiadas mas tarde por HDPE
para contrarrestar dicha presencia, logrando efectivamente una baja en su abundancia relativa. Los
resultados también sugieren que el sistema MBTfR puede ser optimizado mejorando la transferencia
de masa de H usando fibras de mayor permeabilidad a los gases y alimentando una mezcla H2/CO-

que sea ajustada automaticamente para control de pH.
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CAPITULO1 INTRODUCCION

1.1 Motivacion

La industria minera cuprifera en Chile, al ser la principal actividad industrial del pais, tiene grandes
responsabilidades y desafios. Por una parte, estd el impacto de esta industria sobre los sistemas
naturales (por ejemplo, agua, aire, suelo). Por otra parte, ante la amenaza del cambio climatico, y
principalmente para los yacimientos ubicados en la cordillera de los Andes (lejos de la costa), se
vuelve muy relevante el manejo eficiente del agua en el proceso productivo mismo. En base a estas
dos condiciones, surge la necesidad de buscar alternativas que permitan tanto remediar (0 mejor
aun, evitar) la contaminacion de cuerpos de agua como utilizar dicha agua nuevamente en el

proceso de obtencion de mineral.

Los reactores de biopelicula sobre membrana (MBfR por sus siglas en inglés) son una alternativa
promisoria para nuevas aplicaciones de tratamiento de agua. Si bien hay numerosos estudios sobre
reduccion bioldgica de sulfato en aguas impactadas por la mineria utilizando distintos tipos de
reactores, aln no se ha estudiado la aplicacion de un MBfR para tratar estas aguas (menos aun si
se trata del agua real de proceso minero). Los MBfR tienen potenciales ventajas sobre otros tipos
de reactores (por ejemplo, suministro eficiente de sustrato, uso de sustratos limpios y posibles de
obtener in situ, como el Hy; elevada retencion de biomasa), por lo tanto, es de especial interés

probar el desempefio de estos reactores en agua de proceso minero cuprifero chilena.
1.2 Hipotesis de Trabajo
Los biorreactores de membrana basados en biopeliculas (MBfR) son una opcion efectiva para

remover sulfato del agua de proceso minero de concentracion de cobre hasta niveles tolerables por
la normativa vigente (NCh1333.0f78-mod87; D.S.90).
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Determinar el desempefio de un sistema MBTfR a escala de laboratorio en el tratamiento de agua de

proceso minero de concentracion de cobre en términos de flux y eficiencia de remocién de sulfato.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Desarrollar un prototipo de MBfR a escala de laboratorio.

e Determinar fluxes de remocion de sulfato y concentraciones efluentes de sulfato, sulfuro,
pH, ORP y calcio a distintas condiciones operacionales (tiempos de residencia, presion de
hidrégeno, mezcla de gases) en el tratamiento de agua de proceso minero representativa
chilena.

e Analizar los valores medidos a fin de obtener condiciones operacionales éptimas de
desempefio del biorreactor (combinaciones de presion de gas y carga entrante de SO4%", uso
de Ho/COy).

1.4 Metodologia de Trabajo

Se probaron dos sistemas MBfR reductores de sulfato independientes entre si (M1 y M2),
diferentes en el tipo de membrana. Se trabajé mediante distintas etapas experimentales, de las
cuales la primera fue de puesta en marcha. Las siguientes etapas consistieron en cambios en la tasa
de carga superficial de sulfato, la presion de gas o el tipo de gas suministrado (hidrégeno puro o
mezcla de 80% hidrogeno y 20% dioxido de carbono). Se monitored periddicamente la

concentracion de sulfato, sulfuro y calcio, ademas del pH, el ORP y el oxigeno disuelto.

Al término de las etapas experimentales, se extrajeron muestras de fibra y de agua de cada reactor
a fin de realizar analisis de biologia molecular y microscopia electronica, y asi conocer la

comunidad microbiana y los precipitados presentes en cada reactor.
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1.5 Principales Resultados y Conclusiones

El sistema MBTR probo ser efectivo en reducir sulfato de aguas de proceso minero de concentracion
de cobre, alcanzando remociones peak de hasta 99% y fluxes promedio por etapa de hasta 1,72
g/m2-d. Sin embargo, el buen desempefio no pudo mantenerse a largo plazo, posiblemente debido
a la alta presencia de calcio que causoé la formacion de precipitados de calcita bloqueando el paso
de gas desde las fibras. También se observo una posible limitacion de hidrdgeno en el reactor M1,
lo que sugiere usar fibras de mayor permeabilidad a los gases. Otro factor relevante es el control
fino de pH a fin de proteger a las bacterias tanto de la inhibicion por sulfuro como de la

autoinhibicion por condiciones alcalinas.

1.6 Organizacion de la Tesis

En el capitulo 2 se introduce el tema del agua de proceso minero y la reduccion bioldgica de sulfato,

y se explica el sistema MBfR y sus potenciales ventajas para tratamiento de estas aguas.

En el capitulo 3 se describe la metodologia utilizada para llevar a cabo los experimentos, la
configuracién de los reactores, las fases experimentales y las variables monitoreadas. También se

mencionan los analisis posteriores al fin de las fases experimentales.

En el capitulo 4 se dan a conocer los principales hallazgos del estudio junto a sus posibles causas,

y se discuten en virtud de lo observado en otros estudios anteriores.

Por ultimo, el capitulo 5 cierra el cuerpo principal del estudio indicando las principales
conclusiones encontradas, se mencionan los aspectos que quedaron fuera de lo realizado y, en base

a ello, se dan sugerencias de futuras investigaciones sobre el tema.
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CAPITULO 2 ESTADO DEL ARTE

2.1 Introduccion

En el presente capitulo se aborda el problema del manejo del agua en la mineria, la necesidad de
tratamiento de estas aguas y se introduce el sistema de reactor de biopelicula sobre membrana como

una alternativa novedosa y ventajosa a los tratamientos convencionales.

2.2 Revision de Antecedentes

Las operaciones de la industria minera generan efluentes que contienen altas concentraciones de
sulfato y, en cierta medida, metales como Cu, Zn, Al, Fe y Mn. El mal manejo del agua de relaves
y el drenaje acido de minas ha causado graves efectos adversos sobre la calidad de las aguas
superficiales y subterrdneas en todo el mundo (Schwarzenbach et al., 2010). Las tendencias
actuales para contrarrestar este problema incluyen el tratamiento de dichas aguas contaminadas,
asi como la obtencion de una mayor eficiencia del uso del agua en los procesos mineros, por
ejemplo, mediante recirculacion y reutilizacion (COCHILCO, 2018; Gunson et al., 2012;
Lottermoser, 2011). Esto ultimo es de especial importancia cuando los depésitos de mineral se
encuentran en zonas aridas. Por lo tanto, es necesario desarrollar procesos de tratamiento rentables

que permitan la reutilizacion del agua dentro de la misma operacion minera.

Las aguas de proceso de las minas de cobre se caracterizan por altas concentraciones de Ca?* y
SO4% (del orden de cientos y miles de mg/L, respectivamente), principalmente debido a la adicion
de CaO, H2SO4 y NaHS durante la flotacion de mineral (Wills y Finch, 2015). No es adecuada la
descarga directa de estas aguas residuales al ambiente, ya que su muy alta dureza y sulfato pueden
tener efectos adversos en los ecosistemas acuéticos (Elphick et al., 2011; Lamers et al., 1998). No
obstante, debido a que estas aguas de proceso normalmente carecen de metales disueltos, su

tratamiento puede centrarse solamente en la eliminacion de Ca?* y SO4%.

El sulfato presente en estas aguas puede tratarse mediante procesos abiéticos y biologicos
(Kaksonen y Puhakka, 2007; Obreque-Contreras et al., 2015). Los métodos fisico-quimicos
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probados incluyen la nanofiltracion (Andalaft et al., 2018) y la precipitacién como sulfato de bario
(Rene et al., 2017). Sin embargo, estos métodos estan asociados a altos costos de reactivos
quimicos, alto consumo de energia o generacion de productos toxicos (Kaksonen y Puhakka, 2007).
La eliminacidn bioldgica de sulfato, que no sufre de los mismos inconvenientes que los procesos
fisico-quimicos, estd mediada por bacterias reductoras de sulfato (Sulfate-Reducing Bacteria,
SRB), que utilizan sulfato como aceptor de electrones, reduciéndolo por completo a sulfuro, junto
con la oxidacién de un donante de electrones organico o inorganico. Con hidroégeno gaseoso (H>)

como sustrato donante de electrones, la reaccion es:

4H, + SO + 1,5H" - 0,5H,S + 0,5HS™ + 4H,0 (2.1)

Al igual que todas las reacciones de reduccion de sulfato, la ecuacion 2.1 consume protones (H*),
lo que aumenta la alcalinidad y el pH. Debido a dicha generacion de alcalinidad, la reduccion de
sulfato requiere la adicion continua de &cido para prevenir la inhibicion de alto pH (Qian et al.,
2018). La adicién de &cido debe estar bajo un estricto control, ya que el exceso de acido conduce a
una reduccion del pH y a la especiacion de ion bisulfuro (HS") a acido sulfhidrico (HzS, pKa ~ 7),

lo que es toxico para la SRB a > 40 mg H>S/L (Schippers et al., 2014).

El tratamiento bioldgico de aguas sulfatadas ha sido bien estudiado (revisado en Hao et al., 2014;
Kaksonen y Puhakka, 2007; Nancucheo et al. 2017; Qian et al. 2018 o Suarez, 2016). También hay
sistemas disponibles comercialmente, como el Sulfateq™, ofrecido por Paques BV (Paises Bajos).
Sulfateq usa H2 como donante de electrones y controla el pH mediante adicién de CO> gaseoso e

inyecciodn de acido o base (Schrdder-Wolthoorn et al., 2008).

El reactor de biopelicula sobre membrana (Membrane Biofilm Reactor, MBfR) (Nerenberg, 2016)
es otra opcion para la eliminacion bioldgica de sulfato, potencialmente mas eficiente en su entrega
de sustrato y control de pH. EI MBfR consiste en un grupo de membranas hidrofébicas de fibra
hueca. Un sustrato gaseoso (generalmente H> u Oz) se suministra al lumen de las fibras y se
transfiere por difusién hacia una biopelicula que se acumula en la superficie externa de la
membrana (Martin y Nerenberg, 2012; Nerenberg, 2016; Rittmann, 2018; Zhou et al., 2019).

Numerosos estudios han documentado la aplicabilidad del MBfR basado en H> para el tratamiento
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de agua potable, aguas subterraneas y aguas residuales mediante la reduccién y eliminacion de
nitrato, perclorato, arsenato, tricloroetano y selenato entre otros (Chung et al., 2006; Ontiveros-
Valencia et al., 2013, 2016; Zhao et al., 2014; Zhou et al., 2014; Ziv-El y Rittmann, 2009). De
especial interés son los estudios que muestran la co-ocurrencia de la reduccién del sulfato y la

oxidacion de sulfuro (Ontiveros-Valencia et al., 2016; Sahinkaya et al., 2011).

Los principales factores que afectan a la eficiencia del tratamiento de los MBfR son el tipo y la
cantidad de fibras, la carga superficial, la capacidad de entrega de Hz y el control de la acumulacién
de biomasa y suciedad (fouling) inorganica (Martin y Nerenberg, 2012; Zhou et al., 2019). En este
contexto, la alta concentracion de Ca®* en el agua de proceso minero favoreceria la precipitacion
de CaCOs si la generacion de alcalinidad conduce a un aumento del pH. La formacion de CaCOs
en las fibras disminuye la transferencia de Hz al biofilm (Lee y Rittmann, 2002; Ziv-El y Rittmann,

2009); por lo tanto, el control del pH es esencial para minimizar este problema.

Las posibles ventajas del MBfR para el tratamiento sulfidogénico son: i) El donante de electrones
(H2) se suministra de manera eficiente y bajo demanda directamente a la biopelicula; ii) EI H2 es
limpio y no tdxico, y se puede generar in situ, por ejemplo, mediante electrélisis de agua y
reformado de gas natural (Acar y Dincer, 2018; da Silva Veras et al., 2017); iii) El H> tiene un
costo mas bajo que casi todos los demas sustratos donantes de electrones (Bijmans et al., 2011;
Kaksonen y Puhakka, 2007); iii) Buena retencion de biomasa de SRBs autotroficas de crecimiento
lento; iv) El Hz se puede suministrar en combinacion con CO2 como medio para controlar el pH y
evitar la precipitacion de CaCOs () (Saran, et al., 2018); v) EI MBfR basado en H: se puede acoplar
a un MBTfR basado en O para oxidar el sulfuro y formar S° (Camiloti et al., 2018; Sahinkaya et
al., 2011).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la viabilidad de tratar las aguas reales del proceso de
mineria de cobre, con una alta concentracion de sulfato, mediante el MBfR basado en H». Se
evaluaron experimentalmente las condiciones de funcionamiento controlables (es decir, carga
superficial, pH y presion de suministro de gas), la resistencia a la transferencia de masa de
membrana y la suciedad inorganica para conocer su impacto en el rendimiento de MBfR para la
reduccion del sulfato.
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2.3 Conclusiones

La eficiencia en el uso del agua en la mineria puede mejorarse mediante tratamientos que remuevan
el sulfato de estas aguas. El sistema MBfR basado en hidrégeno ha demostrado ser una alternativa
limpia y eficiente en otras aplicaciones, por lo que puede aplicarse a aguas de proceso minero
considerando una serie de potenciales ventajas. La presente investigacion es pionera en aplicar este

sistema a aguas de proceso minero reales chilenas.
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CAPITULO3 MATERIALESY METODOS

3.1 Introduccion

En este capitulo se describe la metodologia utilizada durante la realizacion de la tesis, el namero y
la configuracion de los reactores, las fases de operacion, las caracteristicas del agua de proceso
minero utilizada y los analisis hechos a fin de determinar el desempefio de los MBfR durante su
funcionamiento. También se describen los estudios hechos luego del término de las fases
experimentales (secuenciacion de ADN microbiano y microscopia electrénica) a fin de entender

mejor los fendbmenos observados.

©Z>\
‘-b

b
— — — _— - 4 3
| 1

% Vlao '

' w 2000 43 ' 2001 3
N — ————r
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Figura 3.1. Configuracion MBfR implementada para reduccion de sulfato (volumen 25 mL) en
cada sistema. (1): botella afluente; (2): bomba de alimentacion; (3): puerto de muestreo; (4):
reactor MBfR; (5): valvula de salida de gas; (6): suministro de Hz 0 H2/CO2; (7): bomba de
recirculacion; (8): bomba de HCI; (9): botella de HCI; (10): botella efluente. EI HCI se agregd
desde el dia 67 a ambos reactores. En M1, la tuberia de recirculacion (flexible) se cambi6 por
HDPE el dia 196.

3.2 Configuracion Experimental

Como se ilustra en la Figura 3.1, cada uno de los dos médulos MBTR consistio en tubos de vidrio
de 9 mm de didmetro interior y 40 cm de longitud, y se conectaron con tubos flexibles Norprene

(Masterflex, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, EE.UU.), fittings de plastico y valvulas de tres vias
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para muestreo de afluentes y efluentes. Un sistema (M1) tuvo 80 fibras huecas de polipropileno no
poroso de 200 um de diametro exterior (APTwater, Pittsburg, CA, EE.UU.), utilizadas en estudios
anteriores (Ontiveros-Valencia et al., 2012, 2014, 2016; Zhao et al., 2013b; Zhou et al., 2016). El
otro sistema (M2) tuvo cuatro cords, cada uno con 48 fibras de polimetilpenteno no poroso de 80
um de diametro exterior (Suez Water Technologies, Trevose, PA, EE.UU.), que no se han aplicado
antes en sistemas anaerobicos (Stamatelatou y Tsagarakis, 2015). EI numero de fibras
seleccionadas en ambos casos dio lugar a una superficie especifica de fibra similar (790 y 759
m?2/m?3, respectivamente), resultando valores altos para sistemas bench-scale (Martin y Nerenberg,
2012).

Se suministro H, presurizado o una mezcla de 80% H2 y 20% de CO- en un extremo de las fibras.
El otro extremo se dejo sin salida (cerrado) o abierto (para un posible venteo). EI CO2 en la mezcla
se utilizo para el control del pH y como fuente de carbono para las SRB autotroficas (Xia et al.,
2015; Zhou et al., 2016).

En ambos sistemas, se utilizaron bombas peristélticas (Masterflex L/S, Cole-Parmer, Vernon Hills,
IL, EE.UU.) para el afluente y la recirculacion, esto Gltimo para garantizar un comportamiento de
mezcla completa dentro de los reactores. El dia 196 de funcionamiento, los tubos de recirculacion
del reactor M1 fueron reemplazados por tubos de HDPE semirrigidos (Cole-Parmer, VVernon Hills,

IL, EE.UU.) con el fin de reducir la entrada de oxigeno en el sistema.

3.3 Agua de Proceso Minero

Se obtuvo agua real de proceso minero (con altas concentraciones de sulfato y calcio y baja
alcalinidad) de una mina de cobre en la zona central de Chile. Dicha agua fue aireada por dos dias
para permitir el equilibrio con el CO. atmosférico, lo que hizo bajar el pH desde 11 hasta ~7,8. En

la Tabla 3.1 se muestra la composicion quimica de la muestra de agua de proceso.

El afluente siempre fue previamente burbujeado y presurizado a fin de minimizar la entrada de
oxigeno a los reactores. El gas inicialmente usado para el afluente fue una mezcla de 80% Nz y

20% CO3, pero se cambid a N2 puro desde el dia 139. También se agregaron al afluente NaHPO4
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(7 mg/L) y soluciones de micronutrientes SL-10 (1 mL/L) y selenito-tungstato (1 mL/L) (Atlas,

2010) a traves de todo el experimento.

Tabla 3.1. Caracterizacion del agua de proceso minero.

Parametro | Unidad | Valor Parametro Unidad | Valor
Alcalinidad meg/L | 0,59 Magnesio UM 19
Aluminio, Total UM 13 Nitrato mM 0,13
Boro uM 9,9 Potasio mM 2,0
Calcio mM 16 Silicio mM 0,17
Cloruro mM 1,7 Sodio mM 2,9
Cobalto HM 26 Sulfato mM 16
Cobre UM 2,0 Zinc UM 0,28
Fluoruro UM 51 Conductividad | mS/cm | 2,2
Fosfato UM <0,42 #) (equil?brio - 7,8
atmosférico)
Hierro UM 0,72

3.4 Inoculacion y Puesta en Marcha de los Reactores

Los dos sistemas MBfR se pusieron en marcha con una solucion compuesta de agua de proceso de

mineria previamente burbujeada durante 30 minutos con una mezcla de gas de 80% N2 y 20% de

CO2, 20 mg/L de NazHPO4 como fuente de fosforo, y 500 mg/L de L-cisteina-HCI como agente

reductor. El pH de la solucidn se ajust6 a 7,5 con NaOH (para contrarrestar el efecto acidificante

de la L-cisteina), y posteriormente se inoculé con lodo de digestor anaerdbico de la planta de

tratamiento de aguas servidas de ESSBIO en Hualpén (5% v/v). La puesta en marcha del reactor

fue en modo batch con recirculacion durante 24 horas, luego de las cuales inicio la operacion

continua con agua de proceso minero. La fase de puesta en marcha, destinada a lograr una buena

acumulacién de biopelicula y un minimo crecimiento suspendido, continu6 hasta que el ORP

disminuy6 abruptamente a ~ -300 mV, lo que coincidié con la aparicion de una acumulacion de

sulfuro significativa en los reactores.
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3.5 Condiciones Operacionales

Los MBfR fueron operados de acuerdo a las condiciones mostradas en las Figuras 4.1, 4.2 y la
Tabla 4.1 (en el capitulo 4). Cada reactor fue operado por debajo de las presiones maximas de gas
recomendadas por los fabricantes, 12 psig para M2 y 30 psig para M1. Las fases involucraron
cambios en la presion de gas, la tasa de carga superficial de SO4% (2,8 'y 1,9 g SO4/m?-d) y la mezcla
de suministro de gas (H2 puro vs. 80% H. y 20% CO>). Los MBfR operaron a temperatura ambiente
(21 £ 3 °C), mientras que el pH fue controlado manualmente para mantenerse en el rango de 7,7 a
8,3.

Con el fin de minimizar el vapor de agua y la retrodifusion de gases en el lumen de las fibras (Perez-
Callejaetal., 2017), se venteo el gas por el extremo libre de ellas (modo abierto), ya fuera periddica

como continuamente (Tabla 4.1).

3.6 Analisis Quimicos

Se tomaron muestras periddicamente al afluente y efluente de cada reactor con jeringas de 10 mL
para determinar pH, ORP (potencial redox) y OD (oxigeno disuelto). EI pH se midié con un
medidor HQ40d (HACH, Loveland, CO, EE.UU.) y el ORP con un medidor Orion 370 (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), ambos periddicamente calibrados. EI OD se midié con un
medidor Orion Versa Star (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), también calibrado
apropiadamente. Debido a las altas concentraciones de sulfuro en los reactores, el OD efluente se

asumio insignificante (Ontiveros-Valencia et al., 2016; Ziv-El y Rittmann, 2009).

La concentracion total de S? se midi6 utilizando kits de azul de metileno HACH (4500-S2-D,
APHA, 2005). Las muestras se filtraron a traves de filtros de membrana estériles de tamafio de
poro de 0,45 m (Sartorius, Gotinga, Alemania) para medir SO4* (HACH, Sulfaver, método 4500
E, APHA, 2005) y Ca?* disuelto por espectrometria de absorcion atomica (método 3500, APHA,
2005).
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Ademas, se midi6 acetato efluente por HPLC (Gonzélez et al., 2019) como un indicador de

acetogénesis en los reactores, pero no se detect6 en ningn momento durante el experimento.
3.7 Estimacion de Carga Superficial y Flux de SO4*

La tasa de carga superficial de aceptor de electrones (Surface Loading Rate, SLR) y la tasa
superficial de remocion (Flux, J) se calcularon para cada fase de funcionamiento de acuerdo a las

ecuaciones 3.1y 3.2 (en g SO4/m?-d):

SLR = @S0/, 3.1)

= QGo-8) (32)

donde Q es el caudal (L/dia), A es la superficie de la membrana (m?), y So y S son las

concentraciones afluente y efluente de la especie, respectivamente (g/L).

3.8 Analisis Biomolecular

Al final del experimento, se removieron fibras o cords de cada MBfR y se dividieron en tres partes
de igual longitud. El efluente también fue muestreado para analizar la biomasa suspendida. De
cada porcidn de fibra y efluente, se extrajo ADN utilizando Kits de Aislamiento de ADN MoBio
Ultraclean Soil de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ADN extraido se midi6
utilizando una placa Take3 con un sistema de espectrofotometro (Epoch, Biotek, Wakefield, MA,
EE.UU.). El analisis de la comunidad microbiana de las muestras se llevé a cabo en el Laboratorio
de Procesos Hidrometalurgicos y Biotecnoldgicos (PHB) de CodelcoTech, Chile. El procedimiento
implico ejecuciones de secuenciacion masiva dirigidas a la region hipervariable V4 del gen ARNr
16S utilizando los primers 515F/806R vy el kit MiSeq Reagent Micro Kit v2. Las reacciones se
Ilevaron a cabo en una plataforma Illumina Miseq® (Illumina Inc., San Diego, CA, EE.UU.). Para
el procesamiento bioinformatico de los datos, se utilizdé QIIME (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology).
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3.9 Microscopia SEM

Se extrajeron fibras o cords de cada MBfR y se cortaron en tres partes iguales. Estas muestras se
fijaron en glutaraldehido 2,5% (aq) (Gonzalez et al., 2019), para tiempo después ser deshidratadas
en etanol (15 minutos cada una de 25%, 50%, 75% y tres veces 100% etanol) y luego sometidas a
secado de punto critico en CO> liquido en un dispositivo Quorum K850 (Quorum Technologies,
Laughton, Reino Unido). Las muestras secas fueron recubiertas con oro (SPI-Module Sputter
Coater, West Chester, PA, EE.UU.) y colocadas en portamuestras con adhesivo de carbono. Las
imagenes se obtuvieron con un microscopio Jeol JSM 6380LV (Jeol Ltd., Tokyo, Japon) y la
composicion elemental del material observado en las biopeliculas se determind mediante
espectrometria de rayos X de dispersion de energia (EDS, Oxford Instruments 7582, Concord, MA,
EE.UU.).

3.10 Conclusiones

Se presentd la metodologia aplicada durante la realizacion de la tesis. Pudieron realizarse
mediciones adicionales a las hechas (por ejemplo, medicion del hidrégeno en el agua, otros analisis
a la biomasa y a los s6lidos formados), pero no estuvieron dentro del alcance del estudio ni dentro
de los recursos disponibles. No obstante, con lo que si se aplico, se pudo obtener informacion

valiosa, como se veréa en el siguiente capitulo.
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CAPITULO 4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Introduccion

En este capitulo se muestran los resultados de las distintas fases de operacion, las eficiencias de
cada sistema, los fendmenos observados y los analisis posteriores a los experimentos, a medida que

se van comparando con la informacion disponible en otros estudios.

4.1 Tasas Superficiales de Remocion de SO4*

En las Figuras 4.1 y 4.2 se muestran los valores medidos de pH, ORP, SO4>, S y Ca?* para M1y
M2 respectivamente. En la Tabla 4.1 se muestran los fluxes para cada condicion operativa, aunque
no siempre fue posible alcanzar un estado estacionario claro. En ambos MBfR, la reduccion
significativa de SO4> se produjo inmediatamente después de la fase de puesta en marcha. El reactor
M2 comenzo en el dia 42, mientras que el reactor M1 empez6 mas tarde, el dia 59 (aumento de la
remocion de SO4% de 7 a 17% en tres dias), poco después del inicio del venteo periddico (dia 56).
El menor rendimiento de M1 en esta fase de puesta en marcha se podria explicar por la acumulacién
de CO2 en el lumen de las fibras debido a una menor permeabilidad de CO2 en comparacién con
H. (Tang et al., 2012) y un mayor consumo de Hz en la biopelicula, ya que fue el donante de e
para la reduccion de SO42. El venteo periddico alivid en parte el problema de la acumulacion
excesiva de CO>. Por su mayor permeabilidad para ambos gases, las fibras de M2 no se vieron tan
afectadas por la acumulacion de COz; no obstante, el inicio del venteo permanente el dia 46 también
le caus6 una mejora en la remocion de SO+% (de 18 a 32% tres dias). Ademas, los cords en M2
pueden haber provisto mejores sitios de colonizacion para las biopeliculas, y las presiones de H:

elegidas inicialmente pueden haber resultado en mayor disponibilidad relativa de H en este reactor.

La lentitud en el inicio de una reduccion significativa del sulfato puede atribuirse a que el indculo
de digestor anaerobico tenia una poblacion baja de SRB autotréficas, que son de crecimiento lento
(Barton y Hamilton, 2007; Rittmann y McCarty, 2001). El retraso se acentué por la alta
concentracion de sulfato a eliminar, en comparacion con estudios anteriores de MBfR (Ontiveros-
Valencia et al., 2016; Zhao et al., 2014; Zhou et al., 2014).
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Tabla 4.1. Fases operacionales de los reactores y fluxes obtenidos®®.
SLR SO4* o ] Presion | pH efluente | Flux SO4* Donor de & CaCOs formado
Suministro | Dias de _ ]
Etapa (9 SO4/m?- _, degas | promedioz | (g SO4/m?-d) | consumido (&= | (g CaCOs/m?-d)
de gas operacion _
d) (psig) desv. est. * desv. est. meqg/m?-d)° + desv. est.
M1-0 ) ) )
Variable Variable 0-58 Variable L _d L L
(Start-up)
M1-1 2,8 H2/CO> 59-80° 20 769+£0,72 | 048+0,14 40 £12 0,02 +£0,18
M1-2 2,8 Ho 81-107 20 750+£1,33 | 0,72+0,27 60 £+ 22 0,21 £0,26
M1-3 1,9 Ho 108-146 20 8,43+0,43 | 083%0,21 69 £ 17 0,37+£0,19
M1-4 1,9 H2/CO> 147-227 20 783+£0,74 | 1,24+0,49 103 £ 41 0,56 £ 0,44
M2-0 _ _ |
Variable Variable 0-41 Variable 1 | _d L L
(Start-up)
M2-1 2,8 H2/CO> 42-80f 5 780+042 | 0,88+0,24 73120 0,24 £ 0,28
M2-2 2,8 Ho 81-87 5 788+0,35 | 1,40+0,29 117+ 24 0,42 £0,12
M2-3 2,8 Ha 88-103 10 8,07 £ 0,53 1,72+ 0,39 143 £ 33 0,22 £ 0,09
M2-4 1,9 Ho 104-150 10 8,12+0,64 | 1,16+0,45 97 £ 38 0,17 £ 0,16

aBurbujeo de afluente con N»/CO; desde el dia 38 hasta el dia 139 (ambos reactores).

Adicion of HCI implementada a la recirculacion para control adicional de pH desde el dia 67 (ambos reactores).

Calculado multiplicando el flux de SO4 por 83,3 e meg/g SO, reducido.

dLas fases de puesta en marcha no tuvieron remocidn significativa de sulfato.

eSe aplicd venteo periddico desde el dia 56 hasta el dia 88, y venteo continuo desde el dia 88 hasta el final del experimento.

fSe aplicd venteo continuo desde el dia 46 hasta el dia 56, y venteo periddico desde el dia 56 hasta el final del experimento.
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Cuando en M2 el suministro de gas fue cambiado desde mezcla H> + CO2 a Hz puro y la presion
fue aumentada a 10 psig (dias 81 y 88, respectivamente), el desempefio mejor6 sostenidamente,
alcanzando una remocion maxima de SO4% el dia 108 (95%). Sin embargo, esta alta remocion de
sulfato no se mantuvo mas alla de dos semanas, incluso con la disminucion en la SLR de 2,8 a 1,9
g SO4/m?-d. Esta pérdida de rendimiento al largo plazo fue posiblemente causada por fouling de

precipitados de calcita sobre las fibras, un aspecto que es explorado més adelante en el capitulo.

Respecto a las tasas superficiales de remocién en la Tabla 4.1, estudios previos hechos por
(Ontiveros-Valencia et al., 2012, 2016) obtuvieron fluxes de 5,1 y 3,3 g SO4/m?-d, valores mas
altos que los alcanzados en el presente estudio (0,48-1,72 g SO4/m?-d); de nuevo, la mayor
diferencia es probablemente el fouling por calcita en el presente estudio. (Zhao et al., 2013b)
obtuvieron tasas de consumo de H2 (reduciendo varios aceptores de electrones en simultaneo) de
hasta 190 e~ meg/m?-d, similares a los obtenidos en M1 usando las mismas fibras. Por otro lado,
usando membranas de mayor permeabilidad a los gases, (Zhao et al., 2013a) obtuvieron tasas de
consumo de H: de hasta 550 e meg/m?-d, aproximadamente el doble de las obtenidas en M2. Esto

apunta a la idea de usar membranas de mayor permeabilidad a los gases.

4.3 Estrategias de Control de pH y Desempeiio

En primer lugar, los resultados de las estrategias de control de pH, ya sea alimentacién de gas acido
o solucion &cida para contrarrestar el consumo de protones del proceso de reduccién de sulfato (ec.
2.1), variaron considerablemente con respecto al tipo de membrana. En M2, el pH promedio se
pudo mantener en el rango objetivo (7,7-8,3) sin importar el modo de control de pH, y en base a
las desviaciones estandar, la variabilidad del pH fue en promedio menor con alimentacion de CO>
(M2-1, Tabla 4.1). En M1, por otro lado, sélo la alimentacion de CO, (M1-1 y M1-4) permitio
alcanzar los objetivos de pH. Similar a M2, el pH en M1 fue en promedio menos variable con
suministro de CO2, pero en menor grado que M2. Ademas, los eventos de sobredosis de acido

deterioraron severamente el desempefio del reactor M1, ocurriendo dos veces (dias 101 y 150). La
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mejor amortiguacion de pH en M2 y bajo suministro de CO. puede explicarse por la mayor
alcalinidad de bicarbonato disponible, ya que en M2 se disolvié més CO..
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Figura 4.1. Condiciones operacionales y evolucion de pH, ORP, SO4*, S total y Ca?*
afluente y efluente del reactor M1. El area inicial en blanco en el grafico superior izquierdo
corresponde a la fase de puesta en marcha. El area sombreada indica los periodos de
suministro de 80% Hz + 20% COy, la linea solida indica la presion de gas, y la linea

segmentada indica la tasa de carga superficial de SO42".
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Figura 4.2. Condiciones operacionales y evolucion de pH, ORP, SO4*, S total y Ca?*
afluente y efluente del reactor M2. El &rea inicial en blanco en el gréafico superior izquierdo
corresponde a la fase de puesta en marcha. El area sombreada indica los periodos de
suministro de 80% Hz + 20% COy, la linea solida indica la presion de gas, y la linea

segmentada indica la tasa de carga superficial de SO42".

La relacion entre pH, estrategia de control de pH y desempefio es compleja. La precipitacion de
CaCO;s en la biopelicula parece haber sido un fenémeno central, ya que el Ca?* afluente fue alto.
Los procesos puramente fisico-quimicos (es decir, mayores pH y mayores concentraciones de

carbonato total asociadas a mayores presiones parciales de CO debieran favorecer la formacion
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de CaCOs) no explican totalmente las tendencias de precipitacion de calcio (Tabla 4.1). El Ca?*
exhibi¢ tasas superficiales de precipitacion positivas (contando precipitados de Ca retenidos y
efluentes) en ambos reactores incluso cuando no se estaba suministrando CO2, probablemente
porque el burbujeo de afluente con N2/CO> también fue una fuente significativa de carbonato. Todo
el calcio precipitado formaria capas extremadamente gruesas de 205 y 77 um en M1y M2
respectivamente que no fueron visualizadas y, por lo tanto, la mayoria debe haberse ido en el
efluente. La acumulacion de CaCOs sobre las fibras tuvo efectos positivos y negativos. Por un lado,
el buffering por CaCOs probablemente facilito la recuperacion del desempefio de M1 despues de
los eventos de acidificacion, pero el scaling de las membranas afecto la entrega de Hz. Por ejemplo,
M1 experimentd un periodo de tres dias (etapa M1-3, dias 124-126) a alto pH (~ 9), después de los
cuales el sulfuro efluente disminuyd constantemente hasta desaparecer por dos semanas (M1-3,
dias 130-140). Sin embargo, el efecto negativo del scaling de CaCOs pudo ser revertido por la
alimentacion de CO, (M1-4, dia 159 en adelante).

En la Figura 4.3 se muestra el efecto del pH sobre el flux de sulfato para ambos reactores a través
de las fases operacionales. Se observa que los mejores rendimientos se obtuvieron a pH entre 8 y
8,5, lo que favorece la formacion de HS™ en vez de H»S y limita la saturacion de CaCOa. El pH
controlado de esta forma contribuyd a disminuir la toxicidad del sulfuro, limitando niveles
inhibitorios de H2S (ag) (Hao et al., 2014; Rabus et al., 2013). Aunque otros estudios ya han aplicado
CO2 gaseoso como estrategia de control en sistemas MBfR (Tang et al., 2011; Xia et al., 2015,
2016), en este estudio fue de particular importancia. EI CO2 suministrado junto al H> parece haber
limitado el fouling por CaCOs sobre las fibras, posiblemente a través de un gradiente de pH que
causo que la calcita no se saturara en la biopelicula cercana a la fibra sino en el exterior de la
biopelicula (sin embargo, se requieren otras técnicas para confirmar este postulado, por ejemplo,

microsensores de pH).
4.4 Comunidades Microbianas y Examinacion Microscopica
Los resultados de la secuenciacién mostraron la presencia de una diversa comunidad biolégica en

ambos reactores (Figura 4.4). En ambos casos las principales bacterias reductoras de sulfato

pertenecen a los géneros Desulfovibrio y Desulfomicrobium, ambos del orden Desulfovibrionales



Capitulo 4. Resultados y Discusion 20

O M1-1
o M1-2
25F| B M3
v M1-4
d
o™ -
.§ 2
o v
? v
= 15+ * 1
vV wv
“% 7 = G %
= e vV
7} kv (ma]
e 1 VFE;%
= W 1 m]
Losh » %% 9 vo % . |
v ¥ °
o
v
0 1 L 1 1 1
3 4 5 6 7 8 9 10
pH
3 T T T T T
O M2-1 =
o M2-2
25+ o M2-3 |
M2-4
v of 5
T g ”
o 2 - -
E o
3 ®
2 15t Vgr Vv _
8 o v
s 2 Do
< 2%
(2] 1 - O
()
o v
x
=) o o° o v v
L
1.5+ Avd b
0 1 1 L 1 1 L
3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Figura 4.3. Efecto del pH sobre el flux de sulfato para los reactores M1 (arriba) y M2 (abajo).
Cada simbolo indica una diferente fase operacional. Las fases estan descritas en la Tabla 4.1.

(Kuever et al., 2015b). Su abundancia relativa total no va més alla del 15% en M2 y 20% en M1.
Cabe destacar que el pH éptimo de la mayoria de las especies pertenecientes a estos dos géneros

es ~7,2 (Rosenberg et al., 2014), diferente del 6ptimo alcanzado en el presente experimento (~8,2).



Capitulo 4. Resultados y Discusién 21

100 T
I I I I I I ' [ lUnclassified Bacteria

[ lUnclassified Xanthomonadaceae
[ Unclassified Victivallaceae
[ Unclassified Veiflonellaceae
I 7issierella-Soehngenia

[ Thiovirga

[ Thiofaba

I Tepidibacter

I suifurospiritium

[ suffuricurvum

[ Unclassified Sediment-4
I Unclassified Rhodobacteraceae
60 - 1| |[[___1Rhodobacter

[l Unclassified Porphyromonadaceae
[ Paludibacter

50 7 [ Longilinea

[ Hydrogenophaga

[ Fusibacter

40 [ I 7 | Flavobacterium

90 - .

80

70

I Unclassified Elusimicrobiaceae
[ bysgonomonas
30 . 1 |[EE Unclassified Desuifovibrionaceae
I Dssuifovibrio
I Decsuifosporosinus
20 - - | Desulforicrobium
[ Unclassified Desulfobulbaceae
I Dschioromonas
10 - 4 |[C___JUnclassified Comamonadaceae
[ Cloacibacterium
[ Unclassified Chitinophagaceae
0 [__1Bwi28
& N 94 0 & N g D [ unclassified BA008
({:8\‘)6 . \0@6\ . \o‘\\\& .\OR‘\& (09&‘}9 , 9‘\*& _ \é\@\ .\5\*6\ I Unclassified Anaerolinaceae
\\{\ \%\\ %“\ \‘\\ \\\"lr @WQ \‘\r]/% \x:]:b [ Actinotalea
[ Acinetobacter
Sample source I Unclassified Acholeplasmataceae

Figura 4.4. Resultados de los andlisis de secuenciacion masiva de las muestras de efluente y

Relative abundance at the genus level of microbial groups (%)

de tres porciones de fibra para ambos reactores. El eje Y indica los porcentajes de abundancia

relativa de cada género microbiano detectado.

La razon de esta diferencia de pH puede ser la necesidad de alejarse de niveles criticos de H.S

capaces de causar inhibicion microbiana, como se mencion6 en el capitulo 2.

Sorprendentemente, la abundancia del género oxidante de sulfuro Sulfuricurvum, del orden
Campylobacterales (hasta 28,8% en el efluente de M2) fue notoria. Este género es conocido por su
capacidad de oxidar sulfuro en condiciones andxicas y microaerofilicas, y es capaz incluso de
utilizar hidrégeno como donor de electrones (Mitchell et al., 2014). Ya que no hubo otros aceptores
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de electrones en el afluente, se cree que la abundancia de Sulfuricurvum en M2 fue debida a un
artefacto causado por la permeabilidad al oxigeno de las tuberias flexibles Norprene usadas en el
reactor, ademas de los bajos caudales usados. Esta idea se apoya en el hecho de que en M1, donde
se tomo la precaucion de cambiar estos tubos por otros mucho menos permeables a los gases, su

abundancia fue mucho menor, con un maximo de 6,3% en la seccion 2.

Otros dos géneros de bacterias se destacan: la microaerofilica Sulfurospirillum, del orden
Campylobacterales, y la anerobia estricta Fusibacter, del orden Clostridiales, ambas con la
capacidad de reducir especies de azufre distintas del sulfato (como tiosulfato y azufre elemental) a
sulfuro (Ravot et al., 2015; Stolz et al., 2015). El rol de estas bacterias no esta claro, pero quizas
ayudaron a contrarrestar el efecto de Sulfuricurvum o una oxidacion quimica parcial de sulfuro (Lin
et al., 2018). De esta manera, se podria observar un ciclo del azufre cuya produccién neta estuvo
inclinada al sulfuro. Este ciclo no es deseado porque la presencia de oxidantes de H>S genera
ineficiencias en el proceso, forzando a suministrar mas donor de electrones para “re-reducir” el
azufre oxidado producido. Ademas, las oxidantes de H>S compiten por nutrientes y espacio con las
SRB. Las bacterias oxidantes de sulfuro pueden sobrepasar a las reductoras de sulfato por su
crecimiento mas rapido (Ontiveros-Valencia et al., 2016). Esto refuerza la idea de maximizar la
anaerobiosis en este tipo de estudios.

La gran variedad de géneros de bacterias heterotroficas no reductoras de sulfato encontradas (tales
como Fusibacter, Paludibacter, Tissierella-Soehngenia entre otros) puede explicarse por la
cinética lenta de las SRB, junto con la alta produccion de productos microbianos solubles (los que
sirven de sustrato para las primeras) que ya ha sido detectada previamente en reactores MBfR con
reduccion de sulfato (Ontiveros-Valencia et al., 2018). Ademas, se sabe que Fusibacter produce
acetato a partir de la oxidacion de carbohidratos (Ravot et al., 2015), el que puede ser usado por
Desulfovibrio como fuente de carbono ademas del CO> (Kuever et al., 2015a; Zhou et al., 2014);
pese a ello, no se detecto acetato en el efluente, porque pudo ser rapidamente consumido por los

hetero6trofos.

En la Figura 4.5 se muestran micrografias SEM de los microorganismos encontrados sobre las

fibras de ambos reactores, con la presencia de clusters mineralizados de sustancias poliméricas
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(izquierda) y M2 (derecha).

extracelulares (EPS por sus siglas en inglés). Los analisis EDS en la Figura 4.6 muestran la
presencia de precipitados de calcio, mayormente en M1 (donde parece haber mineralizacion
significativa de la biopelicula), lo que confirma la complejidad de lidiar con agua de muy alta

dureza en términos de la vida atil del sistema y posibles estrategias de limpieza para los reactores.

4.5 Otros Factores Relevantes en el Desempefio de los MBfR

Como se menciond en la seccidon de condiciones operacionales, un problema conocido en la
implementacién de reactores MBfR es la retrodifusion de gases desde el liquido hacia el lumen de
las membranas, acumulandose dentro de ellas (en el modo cerrado), disminuyendo la tasa de
transferencia de H, y causando una distribucidn desigual de la biomasa a lo largo de las fibras
(Martin y Nerenberg, 2012; Zhou et al., 2019). Pese a que este problema podria abordarse en parte
a través del venteo periddico (se detectd el tipico olor de H2S en el gas de salida), aun queda
pendiente un estudio mas sistematico de estrategias de venteo (Perez-Calleja et al., 2017). Tanto el
H> como el H>S son gases que requieren un manejo cuidadoso ya que es riesgoso liberarlos al

ambiente, ademas de introducir un gasto de sustrato considerablemente mayor.
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Figura 4.6. Andlisis SEM-EDS de zonas de biopelicula de M1 (izquierda) y M2 (derecha). Se

destaca la importante mineralizacion (posiblemente por CaCO3) en M1, mientras en M2

parece dominar la biomasa, con presencia de calcio en menor grado.

4.6 Conclusiones

Se presentaron los resultados obtenidos en los experimentos y los andlisis posteriores. Se pudo
observar que el concepto basico de remocion de sulfato funciona en los reactores MBfR, pero la
abundancia de calcio en el agua de proceso minero causd problemas en el desempefio del
tratamiento. En el siguiente capitulo se ahondara en las conclusiones y comentarios obtenidos a

partir de la evidencia encontrada en el presente estudio.
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CAPITULO5 CONCLUSIONESY COMENTARIOS

Se probaron dos sistemas MBfR basados en hidrogeno con fibras de diferentes materiales para
remover sulfato de un agua real de proceso minero con altas concentraciones de sulfato (~1500
mg/L) y calcio (~600 mg/L). Hasta donde se sabe, no hay estudios previos de MBfR que hayan
trabajado con tales niveles de concentraciones de SO4> y Ca?*. Después de una fase de puesta en
marcha (59 y 42 dias para M1 y M2, respectivamente), los dos sistemas alcanzaron altas
remociones peak de SO4> (99 y 95%, con concentraciones efluentes de sulfato de 12 y 75 mg/L)
con 2,8 'y 1,9 g SO4/m?-d, pero no sostuvieron el buen desempefio a largo plazo. Fue necesario
suministrar acidez a los reactores (CO2 6 HCI) para contrarrestar el aumento del pH debido a la
reduccion de sulfato. EI CO2 mostré ser un método adecuado para controlar el pH, probablemente
evitando el fouling por calcita sobre las fibras, aunque este fendmeno debe ser estudiado en mas
detalle. También se recomienda controlar de manera independiente la razon H2/CO-, por la baja
capacidad de amortiguacion de pH del agua de proceso minero. En el presente estudio, esto no se
implemento, porque no se disponia de sistemas de control a la pequefia escala requerida. Sin
embargo, el sistema MBTfR probd ser eficiente, robusto y capaz de una rapida recuperacion luego

de eventos de acidificacion.

El presente trabajo revelo varios aspectos relevantes. Uno fue la necesidad de control fino de pH
en un rango que minimice la toxicidad del HoS y la auto-inhibicion de las SRB, ademas de limitar
la saturacién de CaCOs. Otro fue la necesidad de usar fibras de alta permeabilidad a gases (y a una
alta superficie especifica) para evitar la limitacién de Hz, en particular con aguas que contienen
altas concentraciones de sulfato. Mejorando estos dos factores, el desempefio de un sistema MBfR
puede ser optimizado, permitiendo subir la tasa de carga superficial mientras se logra una operacion
a pH estable. También se sugiere un estudio de estrategias de control de fouling por CaCOg3, ya que
este es el principal riesgo de disminucion de la eficiencia en el tratamiento de estas aguas. Ademas,
el venteo de las fibras mostrd ser Gtil para acelerar la puesta en marcha en ambos reactores y, por
ende, se necesita probar estrategias mas detalladas de venteo y control de la liberacion de Ha, H2S
y otros gases acumulados en el lumen de las fibras. El sulfuro producido en estos reactores podria
ser usado en una siguiente etapa, por ejemplo, para precipitar metales pesados o ser oxidado a

azufre elemental.
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Las comunidades microbianas fueron muy diversas en ambos reactores, con un 15 a 20% de
abundancia de SRB (principalmente Desulfovibrio y Desulfomicrobium). Se recomienda inocular
estos reactores con cultivos previamente enriquecidos de estas bacterias, para superar el problema
de su lento crecimiento y lograr una puesta en marcha mas rapida. También es necesario minimizar
lo mas posible la entrada de oxigeno a los reactores, para evitar la reoxidacién de sulfuro a sulfato
y la muerte de las SRB.
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