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RESUMEN

La liberacion de metales tdxicos por la mineria es uno de los problemas de mayor
trascendencia ambiental, provocando efectos graves en la salud humana. La precipitacion de
carbonatos inducida microbiolégicamente (MICP, por sus siglas en inglés) ha sido utilizada
para inmovilizar metales en suelo y agua. En este estudio dos cepas bacterianas ureoliticas,
UB3 y UBS, fueron aisladas del horizonte alcalino de los jales mineros “La Concha” y se
evallo su capacidad en la precipitacion de carbonatos metélicos. La filogenia del gen 16S
rRNA identifica a ambas cepas como Sporosarcina luteola. Estas cepas presentan una elevada
actividad ureasa, confirmada mediante ensayos enzimaticos y también presentan el gen ureC
(urease subunit alpha). Mediante microscopia electronica de barrido (SEM), espectroscopia
de energia dispersiva de rayos X (EDX) y difraccion de rayos X (XRD) determinamos que
estas cepas pueden precipitar CaCOz como calcita y vaterita, asi como, rodocrosita (MnCOs),
cerusita (PbCO3), otavita (CdCOs3), estroncianita (SrCOs3), witherita (BaCOs), hidrocincita
(Zn3(CO3) 3(OH)s), hidromagnesita (Mg(CO3)4(OH)> 4H,0O) y calcita magnésica
(Ca,Mg)CO3 en condiciones in vitro. Adicionalmente, la inoculacién in situ del cultivo mixto
con S. luteola UB3-UBS5 sobre los microcosmos de jales mineros alcalinos y acidos, aumenta
el pH e induce la formacion de calcita, vaterita y smithsonita (ZnCOs). Estos resultados
sugieren que la MICP por S. luteola podria utilizarse en jales mineros para inmovilizar

metales toxicos.



IDEAS PRINCIPALES

e Laformacion de carbonatos metalicos fue descrita para las cepas ureoliticas de S.
luteola UB3 y UB5.

e Laproduccion de metal6foros para quelar Fe*, Co?*, Cu?*, Crb y arsendforos para
quelar As®*" y As®* fue descrita para ambas cepas de S. luteola.

e Laprecipitacion de hidrocincita y rodocrositaen condiciones in vitro por S. luteola
no estaba reportada.

e La inoculacion del cultivo mixto S. luteola UB3-UB5 en microcosmos de jales

mineros promueve la formacion de CaCOsy ZnCOsa.

Palabras clave: Bacterias ureoliticas, Precipitacion de carbonatos, Jales mineros de sulfuros,

Biomineralizacion, Biorremediacion de metales.



1. INTRODUCCION

La extraccion y liberacion de metales toxicos como Pb, Cd, As, Hg, Ba, Cr, Co, Ni, Fe, Mn
y Zn de los jales mineros se ha convertido en un grave problema ambiental debido a los
efectos que estos producen en los ecosistemas (Fergusson, 1990; Lindsay et al., 2015;
Gutiérrez et al., 2016). El suelo y agua son los recursos naturales mas afectados (Xie et al.,
2017; Xiao et al., 2017) e incluso las plantas silvestres y de cultivo pueden acumular elevadas
concentraciones de metales, representando una grave amenaza para los organismos vivos
(Pourret et al., 2016; Ngole-Jeme y Fantke 2017; Camizuli et al., 2018). Los metales
ocasionan un impacto negativo en la poblacion cercana a los jales mineros y estan
ampliamente documentados los efectos a la salud que estos producen (e.g. dafios al sistema
nervioso, trastornos inmunoldgicos, dafio a células germinales, cancer y afeccién a 6rganos
como rifion, higado y pulmon) (Tchounwou et al., 2012; Jaishankar et al., 2014). Estos
efectos han provocado que la mineria y fundicion sean dos de las actividades antropicas con
mayor impacto en el ambiente y la salud del hombre (Kossoff et al., 2014).

Actualmente, se ha propuesto una gran variedad de técnicas fisicas, quimicas y bioldgicas
para inmovilizar metales tdxicos en suelos y en jales mineros (Karaca et al., 2017). Algunas
de estas técnicas (e.g. solidificacion, estabilizacion, cubierta de suelo y remediacion
electrocinética) tienen un rendimiento aceptable a mediano y largo plazo (Martin y Ruby
2004; Ortiz-Soto et al., 2019) y otras (e.g. lavado acido o alcalino, fijacion quimica y
tecnologia de vitrificacion) requieren de mantenimiento continto incrementando el tiempo y
costo de operacion (Baek et al., 2009; Yao et al., 2012). Incluso otros (e.g. tratamiento
térmico, extraccion fisicoquimica y la fitorremediacién) generan residuos toxicos que
requieren de tratamiento adicional (Ghosh y Singh 2005; Dermont et al., 2008; Gonzalez-

Martinez et al., 2019).



Una alternativa para el tratamiento de los residuos mineros es la biorremediacion, ya que
aprovecha la capacidad metabolica de los microorganismos para modificar el estado redox
de los metales y disminuir su biodisponibilidad, también ha mostrado ser eficiente,
econdmica y ademas, mantiene un adecuado balance ecolédgico (Ayangbenro et al., 2018;
Vermay Kuila 2019). La precipitacion de carbonatos inducida microbiolégicamente (MICP)
ha sido exitosamente aplicada en la remediacion de sitios contaminados con metales y
radionucleidos (Dhami et al., 2013; Anbu et al., 2016) y también se ha utilizado en la
restauracion de monumentos y biocementacion de suelo, debido a que los biominerales
mejoran la microestructura, rigidez y resistencia a la compresion (DeJong et al., 2010; Mujag
et al., 2017). Ademas, es posible implementarla utilizando efluentes industriales (Achal et
al., 2009).

Debido a sus diferentes aplicaciones ambientales la MICP es ideal para probarse en medios
granulares con altas concentraciones de metales toxicos como los jales mineros, ya que
podria reducir la porosidad y la permeabilidad. Ademas, esta técnica podria usarse para
prevenir o retrasar la oxidacion de los sulfuros residuales en los jales mineros, ya que es el
proceso responsable de la generacion de DAM vy la liberacidn de metales tdxicos al ambiente
(Nordstron et al., 2015). Por otra parte, la alcalinizacién y la bioprecipitacion de carbonatos
pueden aumentar el pH de los jales &cidos y podria detener la liberacion de metales toxicos
(Kumari et al., 2016; Tamayo-Figueroa et al., 2019). Por lo tanto, la MICP ofrece una gran
posibilidad de ser aplicada para propdsitos de prevencion y recuperacion en sitios mineros,
mitigando su impacto ambiental y contribuyendo a que estas industrias sean mas amigables
con el ambiente.

En este estudio se evalu6 la capacidad de un cultivo mixto de S. luteola UB3 y UB5 aisladas

de los jales mineros alcalinos “La Concha” de Taxco, Guerrero (sur de México) para producir
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ureasa y precipitar carbonatos metélicos, en condiciones in vitro e in situ en microcosmos de
jales mineros alcalinos y acidificados. La identificacion de los biominerales se realizo
utilizando una combinacion de microscopia electronica de barrido (SEM) acoplada a un
dispositivo de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX) y técnicas de

difraccion de rayos X (XRD).

2. OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar la capacidad de las cepas ureoliticas en la precipitacion de carbonatos y emplearlas
como una estrategia para inmovilizar metales toxicos en jales mineros.
Objetivos especificos
1. Aislar, identificar molecularmente y evaluar la actividad ureasa de las bacterias
aisladas de los jales mineros.
2. Caracterizar los carbonatos metalicos precipitados por las bacterias ureoliticas en
condiciones in vitro.
3. Bioaumentar y bioestimular los microcosmos de jales mineros alcalinos y
acidificados y analizar cambios de pH, concentracion de carbonatos y la

mineralogia.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Sitio de estudio y muestreo

Los jales mineros “La Concha” derivan de la explotacion de Ag y Au, estos jales fueron
generados entre 1940-1950 al Sur de Taxco de Alarcon, Guerrero (México) a
18°32722.2719""N y 99°3879.0537"0O. Aproximadamente 0.6 millones de toneladas de estos
jales, estan distribuidos en dos horizontes con caracteristicas fisicoquimicas contrastantes.
La zona superior es gris, alcalina (pH~8.0) y no oxidada con una conductividad eléctrica
(CE) de 88 uS/cm mientras que, la zona inferior es ocre-rojiza, acidificada (pH< 2) y oxidada
con CE de 8990 uS/cm (anexo 1). Ambos horizontes poseen altas concentraciones de As
(11800 mg kg*) Cd (780 mg kg1), Cu (1320 mg kg), Pb (43700 mg kg), Zn (>10000 mg
kg™)y Fe (6.0-12-3%) (Talavera-Mendoza et al., 2005; Dotor-Almazan et al., 2017). De cada
horizonte, 30 kg de jales fueron muestreados, secados y tamizados con malla #10 para

obtener particulas <2 mm para posteriores ensayos.

3.2 Aislamiento y seleccidn de las bacterias ureoliticas

10 g de jales fueron inoculados en 90 ml de medio NBU que contiene (g L™) peptona 10,
extracto de levadura 4, glucosa 10, urea 20, a un pH de 6. Las muestras fueron incubadas a
30 °C por 30 dias en agitacion a 200 rpm, 1 ml de este cultivo fue subcultivado 2 veces mas
con las mismas condiciones. Posteriormente, colonias aisladas fueron obtenidas mediante
dilucion seriada y plaqueo en medio NBU + (g L™?) agar 16 y rojo de fenol 0.012 como
indicador de pH. Las placas fueron incubadas a 30 °C por 72 h y las colonias con un halo
rosa alrededor fueron consideradas ureoliticas. Para determinar la capacidad
biomineralizante, 1x108 células mL™ de las cepas ureoliticas fueron inoculadas en el centro

de placas de medio NBU + CaCl> (0.3 M) y fueron incubadas a 30 °C por 7 dias. La



morfologia y composicion elemental de los minerales formados alrededor de las colonias fue
determinada como se detalla en el apartado de analisis de carbonatos metalicos por SEM-
EDX y XRD. Solo dos cepas bacterianas fueron capaces de formar CaCOs y fueron
denominadas como UB3 y UB5 (UB= Ureolytic Bacteria) y seleccionadas para los
experimentos posteriores. Proteus mirabilis ATCC 7002 y Escherichia coli ATCC 25922
fueron utilizadas como control positivo y negativo de la actividad ureolitica durante el
aislamiento.

3.3 Identificacion molecular y analisis del gen ureC de las bacterias ureoliticas

El DNA genémico fue extraido con Dneasy Blood and Tissue® kit (QIAGEN, Hilden,
Germany) siguiendo las recomendaciones del fabricante. El gen 16S rRNA fue amplificado
por PCR con los primers universales fD1 (5-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTT
TGATCCTGGCTCAG-3") y rD1 (5" CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAG
CC-3") (Weisburg et al., 1991) y el gen ureC (Urease subunit alpha) fue amplificado con los
primers ureC-F (5-TGGGCCTTAAAATTCACGAAGAYTGGG-3") y ureC-R (5'-
GGTGGTGGCACACCATAACCATRTC-3") como lo describe Hammes et al., (2003). Los
productos de PCR fueron purificados con Gene Jet PCR purification kit® (Thermo scientific)
y fueron clonados con el Kit InsTAclone PCR Cloning® (Thermo Scientific) para su
secuenciacion por Macrogen Inc (Seoul, Corea). Las secuencias obtenidas fueron
comparadas con la base de datos del NCBI y con los genomas de Sporosarcina disponibles
utilizando BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Las relaciones evolutivas entre
las especies fueron establecidas por el método de méaxima verosimilitud basado en el modelo
de Tamura 3 pardmetros en MEGA 7 evolutionary analysis software (Tamura 1992; Kumar

et al., 2016).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3.4 Perfiles de resistencia a metales y produccion de metal6foros y arsenéforos

La resistencia a metales y metaloides de las cepas UB3 y UB5 fue evaluada en placas de
medio ATCC 1376® para Sporosarcina pasteurii (g L™) extracto de levadura 20, (NH4)2SO4
10, agar 20, Tris base 0.3 M a pH 9, suplementado con concentraciones de 0.05, 1, 2.5, 5, 10,
25 y 50 mM de las siguientes sales metéalicas NaAsO2, Na2HAsO4, Sb203, K2CrO4, FeSO4
7H20, CuSO4 5H,0, CoCly, NiSO4 6H20, Pb304, CdCl2, HgCl>, MnCls, SrCl> 6H20, ZnSO4
7H20 (JT Baker chemical) y K2TeOs, C4HsO4Ba, CsCl, RbCl, FeClz 6H.0 y AgNO3z (Sigma
& Aldrich). 1x108 células mL™ fueron inoculadas en las placas y fueron incubadas a 30 °C
por 7 dias. La concentracion del metal que inhibi¢ el crecimiento bacteriano fue considerada
como la concentraciébn minima inhibitoria (CMI). La produccion de metaléforos y
arsenoforos fue detectada en placas de medio LB + urea 20 g L™t y Cromo Azurol S 0.06 g
L (Sigma & Aldrich). Para este ensayo 1 mM de FeCls utilizado en el Universal chemical
assay (Schwyny Neilands, 1987) fue sustituido por la misma concentracion de la sal metélica
de interés como lo propone Roman-Ponce et al., (2018). Pseudomonas putida ATTC 12633
productora de metal6foros de Fe* fue utilizada para validar el método.

3.5 Cinética de crecimiento y evaluacion de la actividad ureasa

La cinética de crecimiento de las cepas UB3 y UB5 fue realizada en medio NBU (medio con
urea) y NB (medio sin urea), ajustado a una densidad éptica inicial de 0.1 a 600 nm (DOeoo)
a pH 6. Los cultivos fueron incubados a 30 °C por 72 h en agitacion a 200 rpm, cada 30 min
se midio la DO y el pH. La actividad ureasa de UB3, UB5 y el cultivo mixto en medio NBU
fue determinada cada 24 h por el método de fenol-hipoclorito como lo describid Achal et al.,
(2009). Una unidad de actividad ureasa fue definida como la cantidad de enzima que libera

2 umol de amonio por 1 pmol de urea hidrolizada por minuto. El cloruro de amonio en



concentraciones de 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 y 900 uM fue utilizado para
obtener una curva de calibracion (R?= 0.998).

3.6 Precipitacion de carbonatos metalicos por S. luteola UB3 y UB5

Las cepas fueron inoculadas en 100 mL de medio NBU (DOeoo = 0.1) con 25 mM de CaCl»
e incubadas a 30 °C durante 72 h en agitacion a 200 rpm. La precipitacion de CaCOs de los
cultivos fue estimada cada 24 h como lo reporta Omoregie et al., (2019). Para inducir la
formacion de otros carbonatos metélicos se agregaron diferentes sales metalicas con lamisma
concentracion utilizada en los ensayos de metaloresistencia, adicionalmente, se realizaron
experimentos de coprecipitacion con CaCl, + Cr®*, As** y As®. Los biominerales se
recuperaron de los cultivos por centrifugacién a 8000 rpm por 10 min, lavados 2 veces con

agua MQ ajustada a pH 8 con NaOH y secados a 50 °C (Kang et al., 2015).

3.7 Analisis de los carbonatos metalicos por SEM-EDX y XRD

Los biominerales fueron fijados con cinta de grafito de doble faz a un portamuestras de
aluminio y cubiertas con oro o grafito con un grosor de aproximadamente 20 nm. La
microestructura fue examinada en un microscopio electronico de barrido (SEM) JEOL-IT-
300 LV en condiciones de alto vacio y con electrones secundarios, con un voltaje de
aceleracion de 15 keV y la composicion elemental fue determinada mediante espectroscopia
de energia dispersiva de rayos X (EDX) con un detector Bruker X-Flash 6/30 en bajo vacio
y con electrones retrodispersados. Por otra parte, la identificacion mineraldgica fue
determinada por difraccion de rayos X (XRD) con un equipo Bruker D8 advance, con
portamuestras de polimetilmetacrilato y silicio, anodo de Cu (1.5406 A) y radiacion de 40kV
y 30 mA con una velocidad de escaneo de 3°/min en un angulo de 5° a 80° en 26. Las fases

minerales se identificaron con el software DIFFRAC.EVA. V4.3 (Bruker, Germany)
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acoplado a la Crystallography Open Database (Grazulis et al., 2012) y el software MATCH!

2 instalado con la base de datos de “The International Centre for Diffraction Data”. Los

espectros de EDX y XRD se graficaron con el software OriginPro 8 (OriginLab Co., USA).

3.8 Disefio de los microcosmos de jales mineros

La formacion de carbonatos in situ fue evaluada en microcosmos con 35 g de jales alcalinos
(n=24) o jales acidos (n=24) en cajas petri de (100 x 15mm) y se inocularon cada 8 dias hasta
los 64 dias con los tratamientos descritos en la tabla 1 (anexo 2). Los jales alcalinos y acidos
se ajustaron al 40% de su capacidad de retencion de agua (CRA), para que la microbiota se
adaptara a los diferentes tratamientos (de Leon-Lorenzana et al., 2017). Después del
experimento, el pH fue medido en relacion 1:2 (jales:agua) (Armienta et al., 2003) y la
concentracion de carbonatos fue estimada por el método de titulacion descrito por Loeppert
y Suarez (1996) y se compararon con el control sin tratar. Las fases minerales de los

microcosmos tratados y el control se identificaron por XRD.

3.9 Andlisis estadistico

Todos los ensayos en condiciones in vitro y en jales mineros se realizaron por triplicado y
los resultados fueron reportados como media + desviacion estandar. La normalidad
estadistica fue determinada con la prueba de Shapiro-Wilk y un andlisis de varianza
(ANOVA) con post hoc de Tukey y Kruskal-Wallis test fueron utilizados para los datos
paramétricos y no paramétricos respectivamente. El analisis estadistico y los graficos se
realizaron con el software SigmaPlot 12.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) y
GraphPad (Inc., San Diego CA. USA), respectivamente, p< 0.05 fue reportado como

estadisticamente significativo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Recientemente, las bacterias ureoliticas han mostrado potencial en la biorremediacion por su
capacidad de precipitar minerales carbonatados que incorporan metales toxicos dentro de su
estructura cristalina o los capturan mediante atracciones electrostaticas, quimicas y
fendmenos de adsorcion (Li et al., 2013; Kumari et al., 2016; Tamayo-Figueroa et al., 2016).
La precipitacion de carbonatos via ureolisis es catalizada por la ureasa (EC 3.5.1.5), que por
1 mol de urea libera 2 moles de NH4*, 1 mol de HCOs" y 1 mol de OH", lo que provoca la
alcalinizacién y la saturacion del sistema con carbono inorganico y en presencia de iones
metalicos inducen la precipitacion de carbonatos (Hammes y Verstraete 2002; Dejong et al.,
2010; Li et al., 2013).

4.1 Seleccidn y asignacion taxonomica de las bacterias ureoliticas

En este estudio las cepas ureoliticas UB3 y UB5 aisladas del horizonte alcalino de los jales
mineros “La Concha”, fueron identificadas molecularmente como Sporosarcina luteola
(phylum firmicutes, familia planococcaceae). El andlisis filogenético de las secuencias del
gen 16S rRNA de las cepas, revela que ambas tienen un 97% de similitud con la cepa tipo de
S. luteola strain Y1, pero se agrupan en un clado distinto al resto de las cepas de este género
(Fig. 1). Otras especies de Sporosarcina también han sido aisladas de jales mineros de Mn-
Zn-Cu-Pb en Busan, Corea y en jales mineros de Pb-Zn en la provincia de Hunan, en China
(Cheng et al., 2009; Park et al., 2014). El género Sporosarcina incluye a bacterias no
patogenas e incluso sus propiedades probioticas han sido evaluadas (Priyodip y Balaji 2019),

por lo que podrian emplearse con seguridad para procesos de biorremediacion.
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Fig. 1. Filogenia del gen 16S rRNA de las cepas UB3 y UB5 generado por méaxima
verosimilitud, con un bootstrap de 1000 réplicas. Paenibacillus polymyxa strain NBRC 3020

(AB679985.1) fue utilizado como grupo externo.

Las cepas aisladas son gram-positivas y con forma de bacilos alargados (Fig. 2a-g y b-h) con
un tamafio aproximado de 3 um y fueron seleccionadas por su capacidad de precipitar CaCOs
en placas de medio NBU + CaCl. (Fig. 2c-i). El andlisis por SEM del precipitado alrededor
de las colonias de S. luteola UB3 y UB5 muestran agrupamiento de cristales con forma
romboédrica y esférica de diferentes tamafios (Fig. 2d-j) que corresponden a CaCO3 de
acuerdo con los analisis de EDX (Fig. 2e-k) y mediante analisis por XRD fueron identificados

como calcita y vaterita para la cepa UB3 y UB5, respectivamente (Fig. 2f-I).
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Strain UB3 Strain UB5S

Intensidad (u.a)

10 2
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Fig. 2. Precipitacién de CaCOs por las cepas UB3, UB5 y analisis por SEM-EDX y XRD. a-
b y g-h) morfologia de las cepas aisladas, c-i) precipitacion de CaCOs alrededor de las
colonias, d-j) micrografias de los cristales de CaCOs por SEM, e-k) espectros de EDX del
CaCOs precipitado, f-1) identificacion de los biominerales por XRD (C=Calcita y
V=Vaterita).

4.2 Perfiles de metaloresistencia y produccion de metal6foros y arsenoforos

Los perfiles de resistencia a metales y metaloides de S. luteola UB3 y UB5 muestran una
CMI >50 mM para Cs'* y Sr?*, una CMI entre 25-50 mM para As®*, Cr®*, Fe®*, Fe?*, Co?",
Rb!*y Sb3*, una CMI 5-10 mM para Mn?*, As®*, Cu?*, Ni?* y Ba?"y valores mas bajos para
Pb?*, Cd?*, Zn?*, Hg?*, Te** y Ag'* con una CMI <1 mM (Fig. 3). Ambas cepas presentan un
patron similar de resistencia con excepcion de Ni* y As®, donde la cepa UB5 presenté una
mayor CMI que la cepa UB3. El perfil de metaloresistencia de otras cepas de S. luteola no

ha sido reportado, sin embargo valores de CMI similares para Ag'*, Cd?*, Co?*, Zn?*, Ni?*,
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Cu?* y Pb?* han sido reportados para S. pasteurii, S. halophila y S. soli (Nieto et al., 1989;
Bafanaetal., 2011; Kang etal., 2016; Mugwar y Harbottle 2016). Por su parte, S. ginsengisoli
CR5 tolera 50 mM de As®** pero la cepa UBS5 tolera 50 mM de As®* (Achal et al., 2012). Para
los otros metales, reportamos una CMI superior a las de otros aislados de Sporosarcina,
particularmente para el As®* y Cr®*, esto podria deberse a la capacidad de las cepas UB3 y
UBS5 de producir metaléforos que quelan Cr®* y arsen6foros quelantes de As** y As® (Fig.
4). Los metaléforos y arsendforos secuestran metales y forman complejos organometalicos
que son cinética y termodindmicamente estables, por lo que podrian funcionar como un
mecanismo de resistencia a metales (Saha et al., 2013; Roman-Ponce et al., 2018). La
produccion de metal6foros por Sporosarcina solo ha sido reportada para S. aquimarina, un
enddfito de Avicennia marina que produce metal6foros que quelan Fe®* (Janarthine y

Eganathan 2012).

mM

— 50

1
1
9]
.
[

40

2
n’’ 30

Metales Nt 20

soli B-22
sp G3

strain UB3
Sporosarcina
sp A2.3

strain UB5
ATCC 6453
DSM 2226

S. pasteurii

S. halophila
S.

S. ginsengisoli
CR3
Sporosarcina

Fig. 3. Heatmap de la CMI de metales y metaloides para cepas del género Sporosarcina,
incluyendo las cepas de S. luteola UB3 y UBS. El color rojo indica las concentraciones mas

altas, en amarrillo las concentraciones menores y en blanco no reportado.
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Fig. 4. Produccion de metal6foros (Fe*, Co?*, Cu?* y Cr®") y arsen6foros (As®* y As®*) por
S. luteola UB3 y UBS. EI halo amarillo alrededor de las colonias indica la produccién de

guelantes organicos.

La capacidad intrinseca de los microorganismos para tolerar metales toxicos es un factor
importante que debe considerarse en experimentos de biorremediacion in situ (Li vy
Ramakrishna 2011).

4.3 Efecto de la urea en el crecimiento de S. luteola UB3 y UB5

La cinética de crecimiento de S. luteola UB3 y UB5 en medio NBU muestra que la urea es
indispensable para su supervivencia en pH acido, ya que en medio NB sin urea no hay
crecimiento bacteriano después de 12 h de incubacion (Fig. 5a). La fase exponencial de
crecimiento de las cepas en medio NBU inicié después de las 5 h de incubacién y correlaciona
positivamente con la alcalinizacion del medio, alcanzando un pH méximo de 9.4+0.01 (Fig
5b). La alcalinizacion del medio se debe a la liberacion de iones NH4" y OH" liberados
durante la hidrolisis de la urea (Anbu et al., 2016). Es importante mencionar que la cepa tipo
de S. luteola strain Y1 fue descrita como no ureolitica y no requiere de urea para su
crecimiento (Tominaga et al., 2009), en contraste con nuestras cepas que si la requieren,
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incluso en medios con pH neutro. La actividad ureolitica de las cepas UB3 y UB5 podria
actuar como un mecanismo para contener el estrés acido, como previamente ha sido
reportado para Helicobacter pylori (Williams et al., 1996) y en otras bacterias gram-positivas

como Staphylococcus aureus y Streptococcus salivarius (Chen et al., 2000; Zhou et al.,

2019).
a) Cinética de crecimiento b) Alcalinizacién
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= 8-
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Fig. 5. a) Cinética de crecimiento y b) Alcalinizacion de cultivos de S. luteola UB3 y UB5
en medio NB y NBU (urea 2%). La DO y el pH fueron medidos cada 30 min por 12 h.

4.4 Analisis molecular del gen ureC y caracterizacion de la actividad ureasa

El analisis molecular de las secuencias del gen ureC de las cepas UB3 y UB5 las agrupa en
un clado cercano a S. pasteurii (Fig. 6), especie que ha sido modelo para el estudio de la
MICP (Achal et al., 2009). No fue posible comparar el gen ureC de nuestras cepas con otras
cepas de S. luteola, debido a que estas Gltimas no tienen secuencias depositadas en las bases
de datos, sin embargo, el arbol filogenético muestra otras secuencias del gen ureC del género
Sporosarcina que las agrupan en clados definidos por especie. Un numero limitado de
secuencias de los genes que codifican para la ureasa (ureA, ureB y ureC) y sus proteinas
accesorias (ureD, ureE, ureF y ureG) del género Sporosarcina han sido reportadas, lo que
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limita el establecimiento de las relaciones evolutivas entre las especies y su capacidad
ureolitica. Su et al., (2013) demostr6 que existe una correspondencia entre la filogenia del
gen 16S rRNA'y el gen ureC de algunos generos bacterianos, sin embargo, la actividad ureasa

difiere entre cepas de la misma especie (Hammes et al., 2003).

KR133628.1 Sporosarcina pasteurii strain DSM33
UGYZ01000002.1 Sporosarcina pasteurii strain NCTC4822 ..
S. pasteurii
CP038012.1 Sporosarcina pasteurii strain BNCC 337394

X78411.1 Sporosarcina pasteurti strain NCIM 2477

# S. luteola strain UB3 ]
1] = S. luteola

77 L 4 S. luteola strain UBS i

CP014616.1 Sporosarcina psychrophila strain DSM 6497 ] S. [).S'}"Ch]‘()pll?i[ a

FUYJ01000007.1 Sporosarcina newyorkensis strain DSM 23966 ] S f’[@'li"]f'()}‘k@'ﬂSiS
CP015207.1 Sporosarcina ureae strain P8 T

CP015109.1 Sporosarcina ureae strain P17a
S. ureae

CPO15108.1 Sporosarcina ureae strain S204

NZ AUDQO01000004.1 Sporosarcina ureae strain DSM 2281 o

JOVI01000004. 1 Proteus mirabilis strain ATCC 7002

Fig. 6. Filogenia por el método de maxima verosimilitud del gen ureC de S. luteola UB3 y
UB5 comparado con secuencias de genomas de Sporosarcina. El arbol fue enraizado con
Proteus mirabilis ATCC 7002 (JOVJ01000004) con un bootstrap de 1000 réplicas.

La actividad ureasa de las cepas UB3 y UB5 fue evaluada individualmente y en cultivo mixto
a través de la cuantificacion del amonio liberado durante la hidrélisis de la urea y no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en la actividad enzimética en 24, 48 y
72 h entre las cepas (Fig. 7). Sin embargo, hay diferencias significativas entre los diferentes
tiempos de cultivo alcanzando los valores maximos a las 72 h con 1094+58.386 U mL* para
UB3, 1120+139.215 U mL™* para UB5 y 1082+150.931 U mL ™ para el cultivo mixto.

Nuestros resultados son similares a los reportados para S. ureae strain 634 con una actividad
enzimatica de 1380 U mL™ a las 18 h de cultivo (McCoy et al., 1992) pero son superiores a
los reportados para S. pasteurii NCIM 2477 y S. ginsengisoli CR5 con 412 U mL™* a las 120
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h (Achal et al., 2009; Achal et al., 2012) y a otras especies del género Sporosarcina (Okyay
y Rodrigues 2015; Burbank et al., 2012; Li et al., 2013). Las bacterias ureoliticas utilizan
diferentes estrategias metabolicas para aprovechar los productos generados de la hidrolisis
de la urea, una de ellas es aumentar el pH extracelular para favorecer su desarrollo 6ptimo
(Achal et al., 2009), utilizar el amonio como fuente de nitrégeno y acoplarlo a la generacion

de adenosin trifosfato (ATP ) para las reacciones bioquimicas de la bacteria (Chen y Shahin

2019).
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Fig. 7. Actividad ureasa de S. luteola UB3, UB5 y el cultivo mixto en medio NBU

cuantificada por el método Fenol-Hipoclorito. La actividad ureasa fue medida cada 24 h.

4.5 ldentificacion de las fases polimorficas de CaCOs

La concentracion de CaCOz producido por S. luteola UB3 y UB5 durante 24 h de cultivo, no
mostrd diferencias estadisticamente significativas cuando se evaluaron individualmente y en
cultivo mixto, alcanzando una produccion maxima de 21.6+1.19 g L. Sin embargo, el
analisis por SEM y XRD revela que diferentes polimorfos de CaCOs3 fueron precipitados. La

cepa UB3 precipita calcita con forma irregular, UB5 precipita vaterita con forma esférica y
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el cultivo mixto precipita cristales de calcita con forma bipiramidal y de mayor tamafio a los
obtenidos por las cepas UB3 y UB5 individualmente (Fig. 8). Otras especies como S. ureae,
S. psychrophila y S. pasteurii también tienen la capacidad de precipitar biominerales de
calcita y vaterita (Kang et al., 2014b; Mugwar y Harbottle 2016). La precipitacion de las
diferentes fases polimorficas de CaCOs estd determinada en algunas bacterias por la
produccion de proteinas extracelulares que se unen especificamente al calcio (Kawaguchi y
Decho 2002). Ademas, observamos bacterias atrapadas en la estructura de los carbonatos,
por lo que probablemente funcionen como sitios para la nucleacion heterogénea de los
minerales, ya que poseen grupos funcionales con carga negativa en la pared celular (Dhami
etal., 2013; Cheny Achal 2019). El tamafio y estabilidad de los cristales de CaCO3 formados
por el cultivo mixto es superior con respecto a las cepas de manera individual, por lo que los
ensayos de microcosmos de jales mineros fueron realizados con el cultivo mixto formado por

S. luteola UB3-UBS5.

S. luteola strain UB3 S. luteola strain UB5S  Cultivo mixto UB3-UB5
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Fig. 8. Precipitacion y analisis del CaCO3 precipitado por las cepas UB3, UB5 y en cultivo
mixto UB3-UBS5. a-b-c) Micrografias por SEM, d-e-f) analisis por XRD, las letras en los

patrones de XRD indican las fases minerales identificadas (C=Calcita y V=Vaterita).
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4.6 Caracterizacion de carbonatos metélicos

Se ha descrito que el calcio es el elemento que se une con mayor afinidad a los carbonatos
(Brecevic et al., 1996), en nuestro estudio, observamos que otros metales divalentes como
Pb, Cd, Sr, Ba, Zn y Mg también pueden precipitar como carbonatos anhidros o hidratados
por S. luteola UB3 y UB5 en medio NBU. Los patrones de XRD revelan que las cepas UB3
y UB5 precipitan biominerales que corresponden a rodocrosita (MnCOs), cerusita (PbCO3),
otavita (CdCO:s), estroncianita (SrCQs), witherita (BaCO3), hidrocincita (Zns(CO3z)2(OH)e) e
hidromagnesita (Mgs(COz)4(OH)2-4H,0) (Fig. 9). Ademas, se detectd6 BaSOa asociado con
witherita, el cual se forma por la presencia de sulfatos en el medio y el Ba adicionado. Por
otra parte, la presencia residual de PbsOs fue detectada en presencia de cerusita. La
precipitacion de algunos carbonatos ya se ha descrito para cepas del género Sporosarcina.
Fujitaetal., (2004) y Kang et al., (2014a) reportan que la hidrdlisis de la urea por S. pasteurii
y S. pasteurii WJ-2 precipitan °Sr como SrCOs. Li et al (2013) describen mediante analisis
por SEM-EDX que las cepas de S. koreensis UR47 y Sporosarcina sp UR31 precipitan Pb?*
y Zn?* como PbCO3 y ZnCOs, respectivamente. Mientras que, Mugwar y Harbottle (2016) a
través de modelamiento geoquimico con Visual MINTEQ predicen la formacion de ZnCOs,
CdCOs, PbCOs en cultivos de S. pasteurii ATCC 6453 suplementados con Zn?*, Cd?*y Pb?".
Por dltimo, Yu et al, (2016) demostraron que S. pasteurii puede formar
(Mgs(CO3)4(OH)-4H20) cuando se adiciona Mg?*. Es importante mencionar que este es el
primer reporte de la capacidad del género Sporosarcina para inducir la precipitaciéon de
hidrocincita y rodocrosita.

Interesantemente, nuestras cepas precipitan Cu®* y Co?* en medio NBU, pero estos
precipitados no tienen estructura cristalina, pero si muestran una sefial organica en los analisis

de XRD, lo que sugiere gque estas bacterias podrian estar produciendo guelantes organicos
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para inmovilizar metales. Como ya se menciond, nuestras cepas producen metal6foros
quelantes de Co?*, Cu?*y Fe3* (Fig. 4) y se ha descrito que su produccion esta asociada a la
disolucion de fases minerales poco solubles como los carbonatos y 6xidos (Lian et al., 2008;
Akafia et al., 2014), lo que podria estar perturbando el proceso de precipitacion. Estos
resultados sugieren que la capacidad de precipitar carbonatos metalicos difiere entre especies
y podria estar asociado a la diversidad estructural de los grupos funcionales de la capa S del
género Sporosarcina (Knobloch et al., 2012).

En los ensayos con Ca?* y otro metal observamos la formacion de vaterita, a excepcion de la
mezcla Ca/Mg , en donde reportamos la precipitacion de calcita magnésica (Ca-Mg)COs,
para UB3. Estos minerales suelen formarse por reacciones de dolomitizacion, en donde el

Ca?* es sustituido por Mg?* debido a la similitud en sus radios idnicos (0.99 A) (Pan, 2009).
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Fig. 9. Patrones de XRD representativos de los carbonatos metalicos formados por S. luteola
UB3 y UB5 en medio NBU. a) R=Rodocrosita (MnCOs), b) C=Cerusita (PbCOs3), I=Pb30s,,
¢) O=0tavita (CdCO3), d) S=Estroncianita (SrC0O3), ) W=Witherita (BaCO3) y I=BaSOQy, f)
Hy=Hidrocincita (Zns(COs3) 2(OH)e), g) H=Hidromagnesita ((Mg(CO3)4(OH). 4H.0) y h)
M=Calcita magnésica (Ca-Mg)COs.
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Los carbonatos metalicos formados por nuestras cepas presentan una diversidad estructural
y tamafio que correlacionan con los sistemas de cristalizacion descritos (Chang et al., 1997),
particularmente la calcita presentd una simetria hexagonal y la cerusita mostr6 una simetria
poligonal similar a lo descrito por Dermatas (2004). La rodocrosita, otavita, witherita y
estroncianita mostraron formas esferoidales, mientras que, la hidrocincita e hidromagnesita

poseen estructura fibrosa (Fig. 10).

a) b) B ~ Vari I C) P 25 Vd)

Fig. 10. Microestructura por SEM de los carbonatos metalicos formados por S. luteola UB3
y UB5 en medio NBU. a) Rodocrosita (MnCOs), b) Cerusita (PbCO3), c) Otavita (CdCOs),
d) Estroncianita (SrCOs), e) Witherita (BaCOz), f) Hidrocincita (Zns(COz) 2(OH)e), Q)
Hidromagnesita ((Mg(C0O3)4(OH)2 4H,0), y h) Calcita magnésica (Ca-Mg)CO:s.

4.7 Alcalinizacion y produccion de carbonatos en microcosmos de jales mineros

Microcosmos de jales mineros fueron inoculados con el cultivo mixto para evaluar su
eficiencia en la formacion de carbonatos. En los jales alcalinos, en el T1 (cultivo mixto +
urea + CaCly) y T2 (cultivo mixto + urea) el pH aumentd de 7.9+0.02 hasta 8.9+0.01 y
9.0+0.05 respectivamente, sin embargo, el T1 tiene las concentraciones mas altas de
carbonatos (53.71+1.69 g kg?) (Fig. 11a). Interesantemente, en el T3 (urea + CaCl,) también

incremento el pH, probablemente se deba a la hidrdlisis de la urea por la microbiota nativa
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de los jales. Algunos estudios metagendmicos han determinado cudles poblaciones
microbianas participan en el metabolismo de la urea, durante procesos de bioestimulacion de
suelos contaminados con metales (Chen y Achal et al., 2019), pero lamentablemente en este
estudio no fue contemplada esta estrategia.

Por otra parte, en el T1y T2 de los jales acidos aumentaron el pH de 2.1 a >8.65 y presentan
5.18+0.03 g kg* y 0.72+0.03 g kg de carbonatos respectivamente, ambos superiores a los
0.36+0.02 g kg* del T3 (Fig. 11b). En ambos lotes de jales observamos que la adicion de
calcio es importante para potenciar la formacion de los carbonatos, ya que el T2 no alcanzé

los mismos rendimientos de carbonatos que el T1, pero si son superiores con respecto a UT.
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Fig. 11. Valores de pH y concentracion de carbonatos en los microcosmos de jales mineros

tratados. a) jales alcalinos y b) jales &cidos.

4.8 Mineralogia de los microcosmos de jales mineros

Los analisis mineraldgicos mediante XRD de los microcosmos de jales alcalinos sin tratar
revela que las fases minerales mayoritarias son el cuarzo (SiO), calcita, dolomita y
smithsonita (Fig. 12a). Talavera et al., (2005) describi6 la presencia de barita, feldespatos,
ferromagnesianos, pirita, galena, calcopirita, esfalerita, sulfosales de plata, arsenopirita y

magnetita en los jales mineros “La Concha”, pero no fueron detectadas mediante XRD,
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debido a que su abundancia es <1% y se encuentran por debajo de limite de deteccion del
método. La fases minerales de cuarzo, dolomita, calcita y smithsonita fueron detectadas en
T1, T2 y T3, pero la jarosita (KFes*(SO4)2(OH)s) solo fue detectada en T1 y T2. Cogram
(2018) reporta que la jarosita es formada en condiciones acidas y su presencia en el horizonte
alcalino indicaria acarreo del horizonte oxidado donde esta ampliamente distribuida. En T1,
T2 y T3 la vaterita se encuentra como una fase dominante, independientemente del
tratamiento aplicado, la precipitacion de vaterita en estos ensayos concuerda con el aumento
en la concentracion de carbonatos, lo que sugiere que; a) los jales sin tratar no tienen la
capacidad de precipitar vaterita; b) la urea es esencial inducir la precipitacion de los
minerales; ¢) la adicién de calcio aumenta la precipitacion de carbonatos de Ca-Mg; d) la
microbiota nativa y la adicién de urea inducen la precipitacion de minerales carbonatados; e)
el cultivo mixto + urea y calcio muestran mejores resultados en los tratamientos. Los jales
mineros de sulfuros no oxidados contienen bajas concentraciones de metales en la fraccion
intercambiable y soluble, pero tienen gran potencial para liberar metales toxicos a medida
que ocurre el proceso de oxidacion de los sulfuros residuales (Ritcey et al., 1989). Por esto,
la oxidacion de sulfuros, particularmente la pirita, se considera un proceso critico en la
liberacion de metales toxicos de los jales mineros.

Nuestros resultados, sugieren que la precipitacion in situ de los carbonatos metalicos pueden
prevenir o disminuir la oxidacion de los sulfuros residuales, ya que reducen el tamafio de los
poros y la permeabilidad en los jales, restringiendo la entrada de oxigeno atmosférico y agua
metedrica esenciales para la oxidacion abidtica de los jales mineros. Por otra parte, la
precipitacion de carbonatos reduciria la concentracion de metales toxicos biodisponibles

mediante reacciones de precipitacion, coprecipitacion y adsorcion.
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En los jales &cidos, las fases minerales mayoritarias incluyen al cuarzo, yeso y jarosita (Fig.
12b). Talavera et al., (2005) report6 la presencia de barita, feldespatos, ferromagnesianos,
magnetita, calcocita, escorodita y kohoeita. En los tratamientos T1, T2 y T3 observamos
minerales como cuarzo y jarosita, pero el yeso solo fue detectado en T1 y T3, mientras que,
la vaterita es una fase predominante en T1y T2. El secuestro de metales por coprecipitacion
con vaterita, induce la precipitacion de oxihidroxidos de Fe-Mn, otro mecanismo conocido
para inmovilizar metales via coprecipitacion y adsorcion (Gadde y Laitinem 1974;
Gasparatos 2013). Por lo tanto, en jales acidos, la inoculacion del cultivo mixto es esencial
para alcalinizar y precipitar carbonatos y oxihidroxidos de Fe-Mn, favoreciendo la
transformacion de metales tdxicos biodisponibles a formas quimicas estables como los
carbonatos. Aunque la vaterita se encuentra como una fase predominante en el T2, en este
tratamiento la produccion de carbonatos es menor que en T1, lo que indica una deficiencia
de calcio biodisponible en los jales &cidos y que la adicién de calcio externo mejora el
rendimiento del cultivo mixto.

Buikema et al., (2017) y Chen et al., (2018) mostraron que la formacion de CaCO3z por S.
pasteurii ATCC 11859 sobre la superficie de jales de minas de Fe mejora la resistencia
superficial evitando la dispersion de material particulado, mientras que en jales de minas As-
Cu-Zn-Mo aumenta la resistencia a la compresion de 0.55 Mpa hasta 6.68 MPa.

La formacion de CaCOs por bacterias ureoliticas favorece la adsorcion de metales toxicos y
disminuye su movilidad y biodisponibilidad. Yang et al., (2016) reportan que B. firmus XP8
induce la formacion de CaCOs en jales mineros y retiene 55% de Cu, 45% de Pb y 48% de
Cd en la fraccion unida a carbonatos. Govarthanan et al., (2013) demostraron que la
bioaumentacion de jales mineros con Bacillus sp KK1 incorpora el Pb soluble a los

carbonatos producidos in situ por esta bacteria hasta en un 38%.
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A pesar de que la mineria es una de las actividades econémicas mas relevantes en el mundo,
ya que proporciona un gran porcentaje de materia prima para el desarrollo tecnolégico,
también es una de las actividades antrépicas con mayor impacto ambiental (Ritcey, 1990;
Norgate 2006; Kadiyala et al., 2016; Yadav y Jamal, 2018). Por ello, es importante disefiar
alternativas biotecnoldgicas para prevenir o mitigar los dafios ambientales ocasionados por
los desechos de mina. Nuestros resultados demuestran que la precipitacion de carbonatos por
las bacterias ureoliticas tiene gran potencial para propdsitos de prevencién y neutralizacion

de jales mineros de sulfuros ya que podria reducir la biodisponibilidad de metales toxicos.

a) Jales alcalinos b) Jales acidos
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Fig. 12. Patrones de XRD de los microcosmos de jales mineros a) jales alcalinos y b) jales
acidos. Los tratamientos se indican en la tabla 1. Q = Cuarzo; G = Yeso; J = Jarosita; C =
Calcita; D = Dolomita; V = Vaterita; S = Smithsonita.
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Por otra parte, observamos la biocementacion de los microcosmos del T1 (Fig. 13), lo que
sugiere que la inoculacién del cultivo mixto podria mejorar la porosidad y permeabilidad,
debido a que los cristales de CaCOs forman puentes estables entre las diferentes particulas
del suelo, principalmente entre arenas y arcillas, confiriendo una mayor resistencia al
intemperismo fisico y quimico (Dejong et al., 2010; Mujah et al., 2017). Por lo anterior, la
formacion de carbonatos biogénicos por bacterias ureoliticas sobre los jales mineros reduciria
la lixiviacion de los metales toxicos a ecosistemas adyacentes y evitaria la oxidacion de los

sulfuros metéalicos, principal evento que desencadena la formacion de DAM.

Jales
acidos

Jales
alcalinos

UT 2 T1  TI=Biocementacién

Fig. 13. Biocementacion de jales mineros tratados con el cultivo mixto UB3-UB5 + urea y
calcio. a-d) jales sin tratamiento, b-e) precipitacion de CaCOz sobre la superficie de los jales,

c-f) evidencia de la biocementacion en jales alcalinos y acidos.
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5. CONCLUSIONES

Dos bacterias ureoliticas (UB3 y UB5) aisladas de los jales mineros alcalinos “La Concha”
en Taxco, Guerrero, México, fueron identificadas molecularmente como Sporosarcina
luteola. Ambas cepas mostraron alta resistencia a metales pesados y tienen la capacidad de
producir metaléforos y arsenéforos, como un mecanismo eficiente para disminuir la
biodisponibilidad de los metales. Estas cepas precipitan CaCOs (calcita y vaterita) y
carbonatos de metales divalentes como rodocrosita (Mn), cerusita (Pb), otavita (Cd),
estroncianita (Sr), hidrocincita (Zn), witherita (Ba) e hidromagnesita (Mg) en condiciones in
vitro. Ademas, la inoculacion de los jales alcalinos y &cidos con el cultivo mixto + urea y
CaCl> mostro mejor rendimiento para precipitar carbonatos, esenciales para inmovilizar
metales divalentes a través de mecanismos de absorcion y adsorcion. La precipitacion de
carbonatos disminuye el tamafio de poro y la permeabilidad en los jales, por ello, evitaria la
oxidacion de los sulfuros residuales y disminuiria la liberacion de metales toxicos al
ambiente. Finalmente, el aumento de pH en los jales acidos indujo la precipitacion de
carbonatos y oxihidréxidos de Fe-Mn, otro mecanismo para inmovilizar metales altamente
biodisponibles.

Por lo tanto, la aplicacién de esta estrategia biotecnoldgica podria reducir la emision de
metales toxicos de los desechos mineros y contribuiria a que la industria minera sea mas

amigable con el ambiente.
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6. PERSPECTIVAS

Determinar la especiacion de los metales toxicos en jales mineros acidos y alcalinos

tratados con el cultivo mixto.

Elucidar por metagendmica que poblaciones microbianas participan en la hidrolisis
de la urea en jales mineros bioestimulados.

Analizar el genoma de S. luteola UB5 para identificar los mecanismos y vias
metabolicas involucradas en la precipitacion de carbonatos y la resistencia a metales.

Patentar el proceso de formacion de carbonatos in situ en jales mineros.
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ANEXOS.

La Concha Tailings 7 &
}. P, s

= s

Anexo 1. (Tomada de Dotor-Almazan et al., 2017). Jales alcalinos y acidificados “La
Concha”. A" UH=Horizonte superior alcalino (pH~8.4), no oxidado y A"~ LH=Horizonte
inferior &cido (pH=<2), zona oxidada.
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Tabla 1. Descripcién de los tratamientos aplicados a los microcosmos experimentales

Tratamientos?

Tipo de
jales

pH

CRAP

(9 Kg)

Inoculantes

Cultivo
mixto
UB3+UB5¢

25M
urea

0.3 M
CacCl..

Tipo de
tratamiento

Objetivo

T1

Alcalino

8.1

279.6

Si

Si

Si

Bioaumentacion

Evaluar la capacidad del cultivo
mixto para precipitar carbonatos en
los jales mineros

T2

Alcalino

8.1

279.6

Si

Si

Bioaumentacion

Evaluar la capacidad del cultivo
mixto para precipitar carbonatos sin
adicion de calcio externo

T3

Alcalino

8.1

279.6

Si

Si

Bioestimulacion

Evaluar la habilidad de la
microbiota ureolitica nativa para
producir carbonatos

uT

Alcalino

8.1

279.6

Control negativo

Mantener la misma CRA que los
otros tratamientos

T1

Acido

2.2

347.1

Si

Si

Si

Bioaumentacion

Evaluar la capacidad del cultivo
mixto para precipitar carbonatos en
los jales mineros

T2

Acido

2.2

347.1

Si

Si

Bioaumentacion

Evaluar la capacidad del cultivo
mixto para precipitar carbonatos sin
adicion de calcio externo

T3

Acido

2.2

347.1

Si

Si

Bioestimulacion

Evaluar la habilidad de la
microbiota ureolitica nativa para
producir carbonatos

uT

Acido

2.2

347.1

Control negativo

Mantener la misma CRA que los
otros tratamientos

3Cada tratamiento incluye 24 unidades experimentales. "CRA=Capacidad de retencion de agua. ¢Inoculo con 10° células/ml.
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