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RESUMEN

RESUMEN

La contaminacion de metales solubles representa un grave problema de contaminacion en
aguas y suelos de zonas mineras abandonadas. En este trabajo se presenta una alternativa de
tratamiento para agua contaminada con arsénico (As) mediante su precipitacion con sulfuro
de hidrogeno (H2S) producido por la reduccion bioldgica del ion sulfato al emplear celulosa
como fuente de carbono. Para esto, se estudiaron dos consorcios microbianos denominados
JH y M2, aislados previamente del Distrito Minero de Santa Maria de la Paz, y de un suelo
de la Ciudad de Matehuala, San Luis Potosi, que ha recibido el impacto de las escorrentias

proveniente del distrito minero anteriormente mencionado.

Se empled celulosa como sustrato organico solido, en dos formas: celulosa solida (CS,
papel absorbente) y celulosa cristalina (CC, grado reactivo). Se demostrd6 que ambos
consorcios microbianos (JH y M2) tienen la capacidad de emplear como donador de
electrones la celulosa y generar Hz2S, a partir de su actividad sulfatorreductora (ASR). Los
consorcios microbianos, presentaron velocidades maximas de producciéon de 0.2 mmol

H2S/g SSV*h para JH y de 0.32 mmol H2S/g SSV*h para M2 cuando se emple6 la CS.

Una vez comprobada la ASR se did seguimiento al potencial de 6xido reduccion (En) y se
comprobo6 que ambos consorcios lograron reducir de manera gradual el potencial redox del
sistema. Lo anterior, permitié el control del En para la precipitacion del As en solucion,

alcanzando valores de -220 mV en un tiempo de 53 dias.

Al seguir la degradacion biologica de la celulosa, se observd que existe una amplia
diferencia metabdlica entre los consorcios utilizados. Lo anterior se dedujo a través de los
perfiles generados, durante las cinéticas, de acidos grasos volatiles (AGV) determinados
por electroforesis capilar (EFC) (i.e. acido acético, acido butirico, acido citrico, acido
piravico y 4cido lactico). Para estos casos se obtuvieron velocidades diferentes en cada uno
de los AGV’s analizados, lo cual se refleja en la sumatoria de los mismos(ZAGV;), donde el
consorcio M2 present6 una mayor velocidad de produccion de AGV (31.22 mmol ZAGV/g
SSV*h) comparada con la de JH (12.8 mmol £AGV/g SSV*h). Lo anterior, permitid

establecer el criterio de que existe un mayor numero de bacterias hidroliticas y
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fermentativas en M2 comparado contra JH, que permiten tener una mayor cantidad de

sustrato soluble disponible para la actividad microbiana.

Se estudio el comportamiento de produccion de H2S en ambos consorcios, empleando
exclusivamente acetato como unica fuente de carbono. El resultado defini6 una mejor
respuesta en el consorcio bacteriano M2, con una velocidad méxima de 4.50 mmol H2S/ g
SSV L', en comparaciéon con JH que presentd una Vmax de 0.756 mmol H2S/ g SSV L.,
Asimismo, se observo que la fase lag (o de aclimatacion) fue de 690 h mas en JH que en
M2, lo cual nos lleva a deducir, que se tiene mayor nimero de bacterias oxidantes
incompletas en el consorcio JH, ya que estos requieren mayor tiempo para empezar a ver en

el sistema la produccion de H2S en presencia de acetato.

En base a que las caracteristicas del consorcio M2 resultaron mas idoneas para nuestro
sistema, se utilizé este consorcio para establecer un experimento con agua contaminada del
Parque recreativo de Cerrito Blanco en el Municipio de Matehuala, S.LP, México, en donde
después de un anélisis se cuantificaron 8§ mg L' de As y 1786 mg L' de sulfatos (SO4%)
ambas concentraciones se encuentran por encima de la NOM-127 SSA-1-1994. De este
experimento se obtuvo una remocion del 99% de As y un 36% de SO4*. El precipitado
formado fue analizado por MEB para confirmar la precipitacion de fases de As asociadas a

azufre.

Lo anterior demostro la factibilidad técnica del sistema propuesto para tratar aguas que
presentan contaminacion mixta de As y SO4* y permiti6 establecer las bases y antecedentes
técnicas que sirvan para el escalamiento de un bioreactor como tratamiento ex Situ de agua
contaminada por estos compuestos, empleando celulosa como donador de electrones.
Debido a la naturaleza solida de la celulosa, es posible emplearla como material de relleno
en una barrera reactiva permeable (BRP) para controlar la contaminacion de efluentes o

aguas subterraneas que contienen estos contaminantes.
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INTRODUCCION.

Generalmente las propuestas de remediacion de aguas y suelos contaminados impactados
por actividades minero metalirgicas, se establecen con la finalidad de disminuir la
movilidad de elementos potencialmente toxicos (EPT) hacia cuerpos de aguas superficiales
y mantos freaticos. No obstante, algunas propuestas recientes presentan serios
inconvenientes tanto a nivel economico como de impacto ambiental. Asociadas a este
ultimo se encuentra la remocion y agotamiento de nutrientes en el suelo, que impide la
restauracion del sitio impactado de manera natural en tiempos cortos. Por lo tanto, es
conveniente considerar alternativas tecnologicas que permitan controlar las operaciones de
estabilizacion de metales pesados de efluentes empleando bacterias sulfato reductoras
(BSR). Estos microorganismo, se han estudiado en diferentes sistemas como reactores
anaerobios de flujo ascendente, reactores de tanque agitado, reactores de lecho fluidizado,
reactores empacados, entre otros (Kaksonen et al., 2003, Moller et al., 2004, Kolmert et al.,
2001). En estos sistemas, generalmente se emplean como fuente de carbono y energia
compuestos organicos de bajo peso molecular y de facil degradacion para las BSR tales
como: acetato, lactato, glucosa produciendo por reduccion desasimilativa de azufre, sulfuro
biogénico (Lens et al., 1998; Moller et al., 2004). Sin embargo, existen estudios que
demuestran el empleo de otras fuentes de carbono mas complejas y de alto peso molecular
que pueden servir como fuente de carbono y generar sulfuro de hidrogeno en sistemas
anaerobios. Tuttle et al. (1968), estudiaron la factibilidad de emplear celulosa de
desperdicios de madera como fuente de carbono para tratar los drenajes acidos de mina
(DAM), empleando BSR para la remocioén subsecuente de sulfuros de hierro (FeS),

utilizando como fuente de carbono, compuestos de la fermentacion de la celulosa.

La degradacion anaerobia de la celulosa, se presenta por la accion microbiana de consorcios
con una amplia diversidad metabolica, los cuales pueden propiciar la hidrdlisis de la
celulosa y formar compuestos mas simples de carbono (C2 a C4) que pueden servir como

fuente de carbon para las BSR o para bacterias metanogénicas.
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Debido a que los metales no pueden destruirse, una alternativa para el tratamiento de aguas
o suelos contaminados, es la formacion de precipitados con baja solubilidad, como los
sulfuros metéalicos. Aunque dicha reaccion de estabilizacion es netamente quimica, la
generacion de sulfuros a partir de sulfatos por via microbiana, resulta de gran relevancia
para su aplicacion en la remocion de metales en solucion. Es frecuente que muchos
efluentes contaminados con metales, contengan sulfatos metalicos (drenajes acidos) y
moléculas organicas, lo que permite la disponibilidad de los sustratos adecuados para la
reaccion de reduccion. Estos factores, en su conjunto, pueden acoplarse para llevar a cabo
la remediacion de efluentes con ambos tipos de contaminantes, convirtiéndose en una
alternativa competitiva con respecto a otros tratamientos quimicos convencionales (White

etal., 1998; Eccles, 1999).
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1. JUSTIFICACION.

Las técnicas de tratamiento anaerobio de efluentes de aguas industriales, donde las
concentraciones de carga organica son elevadas, han demostrado que el uso de bacterias
sulfato reductoras (BSR) puede ser eficiente para eliminar metales a través de precipitados

de sulfuros metalicos (Muyzer y Stams, 2008).

Existen procesos que consideran el uso de la actividad sulfatorreductora (ASR) para la
remocion de As en efluentes de agua, sin embargo, alin no son claros los mecanismos que
favorecen esta eliminacion. En el caso de la estabilizacion de estos contaminantes en suelo,
los procesos relacionados a las actividades minero-metalurgicas los principales
contaminantes inorganicos asociados son metales pesados, sulfatos y As. En México,
algunas regiones mineras estas localizadas en regiones aridas y semidridas que influyen en

la especiacion, disponibilidad y dispersion de dichos contaminantes (Razo et al., 2004).

Por lo general, en estas regiones el contenido de materia orgéanica es pobre, razoén por la
cual la implementacion de métodos biologicos requiere el suministro de un sustrato
organico para que ciertas comunidades microbianas puedan promover la estabilizacion de
los contaminantes inorganicos. Con la intencion de disminuir el lavado del sustrato
organico en los suelos, es necesario conocer las velocidades de degradacion de sustratos
organicos solidos. Algunos de estos sustratos solidos que han sido propuestos en la
literatura estan relacionados principalmente con material lignocelulosico (Matshusa et al.,

2009).

Considerando que los desechos de papel son abundantes en nuestra sociedad y que
contienen una elevada proporcion de material celuldsico, en este trabajo se decidio
emplearlo como fuente de carbono para comunidades microbianas con actividad
sulfatorreductora. Con el objetivo de estudiar su cinética de degradacion y su capacidad de
produccion de sulfuro de hidrégeno bajo las condiciones anaerobias, se evaluaron las
cinéticas microbianas con celulosa cristalina grado reactivo para establecer las diferencias

con respecto a celulosa presente en los desechos de papel.
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Se puede decir que los beneficios de los procesos bioldgicos sulfatorreductores comparados
con los tratamientos fisicoquimicos tradicionales, en la remocion de contaminantes
inorgénicos con caracteristicas mixtas, es decir, que presentan concentraciones elevadas de
SO04*, As y metales pesados en solucion, es la producciéon de menores cantidades de lodos y

precipitados inorganicos de bajo producto de solubilidad (Gangagni et al., 2003).

Algunos de los aspectos importantes a considerar para la aplicacion de tecnologias basadas

en el uso de BSR, con el objetivo de remover As, son: el control de la reduccion de

sulfatos, la oxidacion de los sustratos orgéanicos y el control del potencial necesario para
s 7 . 3+ . .y . , .

sostener en solucion especies de As’" y la incorporacion de materia organica para llevar a

cabo el tratamiento anaerobio.

En esta tesis, se estudiara la factibilidad técnica de remocion de oxianiones, tanto SO4*
como especies de As solubles, en un sistema que emplea BSR y celulosa como materia
organica. Analizando las cinéticas de consumo de este sustrato organico y se evaluard la
remocion por precipitacion de As, empleando como muestra problema el agua del Centro
Recreativo Cerrito Blanco, ubicado en Matehuala, San Luis Potosi. Este sitio fue
caracterizado por contener entre otros elementos, concentraciones de As en agua superiores

alos 5mg L' (Razo et al., 2004).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipétesis

Es posible eliminar el As presente como contaminante de aguas naturales, mediante la

generacion de condiciones reductoras en sistemas bioldgicos que emplean celulosa como

sustrato organico, a través de su precipitacion como sulfuro de As.

2.2. Objetivo General.

Establecer las cinéticas de degradacion de celulosa en un sistema anaerobio cerrado con dos

consorcios microbianos que presentan actividad sulfatorreductora (ASR) y que pueden ser

empleados en la remocion de As soluble en un agua contaminada con este elemento.

2.2.1 Objetivos Especificos.

*
0.0

/
°o

*
°

Comparar la capacidad de fermentacion e hidrélisis de dos comunidades reductoras
de SO4*, en funcién de los perfiles de acidos grasos volatiles generados durante la

descomposicion de celulosa, en un sistema cerrado.
Establecer las cinéticas de produccion de Hz2S asociado a la degradacion de celulosa.

Correlacionar los perfiles de acidos grasos volatiles, producidos por la degradacion

de celulosa, con el H2S presente en solucion.

Evaluar el porcentaje de remocion de As presente en un agua problema, con un

sistema anaerobio que emplea celulosa como sustrato.

Confirmar la presencia de As en los precipitados del sistema empleando
microscopia electronica de barrido MEB.
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3.- ANTECEDENTES SOBRE LA PROBLEMATICA DE LA PRESENCIA DE
ARSENICO EN AGUA.

3.1.- Mineria en México.

En Latinoamérica, México es uno de los paises que se encuentra localizado en una regioén
volcanica rica en minerales. La tradicion minera en el pais se remonta a la época
prehispanica, con la explotacion de yacimientos ubicados principalmente en las zonas de
Taxco, Pachuca, Guanajuato y Querétaro. La mineria ha estado presente en el desarrollo del
pais como un factor importante de modernizaciéon y avance al suministrar insumos
practicamente a todas las industrias, entre las que destacan las de construccion, metalurgica,
sidertrgica, quimica y electronica, al formar parte de la fabricacion de articulos de uso
cotidiano, hasta la manufactura de una gran variedad de maquinaria y equipo (INEGI,

2007).

Como se muestra en la Figura 1, el valor de la produccion de la mineria mexicana en el
2010 alcanzo6 un monto total de 139.9 mil millones de pesos, significando un incremento de

16.8% con relacion al 2009 (SGM, 2010).

Produccion de la Mineria Mexicana Ampliada
2002-2010
( Miles de millones de pesos ) 139.9

1131 1169 119.6

2002 2003 2004 2005 2006 2008 2009 2010

Figura 1.Produccion Minera Mexicana 2002-2010 (Modificado de SGM 2010).

El desarrollo y modernizacion de este sector, asi como el de la mayor parte de la industria,
lleva implicitas perturbaciones en la ecologia, que no deben ser esquivadas en el disefio y

ejecucion de sus politicas actuales y en desarrollo.



ANTECEDENTES SOBRE LA PROBLEMATICA DE LA PRESENCIA DE ARSENICO EN AGUA

3.2. Impacto ambiental ocasionado por la mineria.

Como consecuencia de varios siglos de actividad minera en México, se han producido
grandes cantidades de residuos peligrosos dificiles de cuantificar. Debido al desarrollo y
modernizacién en los procesos de extraccion y procesamiento de los recursos minerales, asi
como a la generacion de grandes cantidades de residuos provenientes de sus procesos y la
disposicion clandestina e incontrolada de residuos, la mineria ha contribuido en gran

medida a la contaminacion de suelos y aguas (Mejia, et al., 1999).

El impacto de la mineria sobre el ambiente y la salud se relaciona con la composicion del
mineral, el tipo de explotacion, el proceso de beneficio, la escala de las operaciones y las
caracteristicas del entorno. La composicion de los residuos puede variar de acuerdo con las
condiciones particulares de cada mina, puede ser muy diversa en su naturaleza quimica y

mineralogica (Fishbein, 1981; Rhine et al., 2005).

La excavacion de minas, la remocion de minerales y la extraccion de metales han causado
dafos ambientales en tierras de cultivo, favoreciendo la erosiéon y contaminacién de
cuerpos de agua con sales solubles de EPT, entre los que se encuentran el As, Se, Pb, Cd,
entre otros (Gutiérrez et al., 2007). En este sentido, la especiacion de un elemento influye
directamente en su solubilidad, movilidad y toxicidad en el suelo; y depende de la fuente de

contaminacion y de la quimica del suelo en el sitio contaminado (Nies, 1999).

Los desechos mineros (colas o jales) historicos contienen residuos minerales que
eventualmente pueden ser recuperados a futuro. Sin embargo, era comun que muchas
empresas desecharan sus residuos en rios o los dispusieran en grandes pilas sobre suelos
aledafios (Nies, 1999). Es importante mencionar que este tipo de residuos contienen
elementos potencialmente toxicos (EPT), los cuales pueden encontrarse biodisponibles y/o
movilizarse hacia poblaciones cercanas donde pueden ocasionar problemas de salud

publica.

Por otro lado, las industrias especializadas en el proceso de metales (e.g. sidertrgica y
metalirgicas) emiten particulas de dimensiones micrométricas, que son facilmente
transportables por el viento a grandes distancias y éstas también causan problemas en la

salud de las poblaciones cercanas (Huisman et al., 2006). De esta manera, para poder
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evaluar la utilizacion de una alternativa de remediacién para un sitio en particular, es
indispensable llevar a cabo la caracterizacion del sitio con el objeto de determinar el tipo y

concentracion del contaminante presente.

3.3. Paises afectados por contaminacion con As.

En muchos paises como: Argentina, Bangladesh, Chile, China, India, México, Tailandia y
los Estados Unidos, se han encontrado aguas subterraneas contaminadas con As (OMS,

2004).

En Asia Meridional, particularmente en Bangladesh, se han reportado serios problemas
ocasionados por el As presente en los sedimentos subterraneos. Mas del 25 por ciento de
los 4 millones de pozos entubados, los cuales son fuente principal de agua de suministro
para consumo humano en esta region, contiene concentraciones de As por encima del limite
maximo permisible establecido por la organizacion mundial de la salud (OMS, 1993) es de
10 pg LY, por lo que este mismo organismo establece que casi 75 millones de personas son

vulnerables al envenenamiento por As en dicha regiéon (OMS, 2006).

Por otra parte, la EPA ha reportado grandes cantidades de As en el suelo del barranco del
Chaparral en Arizona, Estados Unidos, donde este elemento se encuentra de manera natural
en los sedimentos, la cantidad reportada en este lugar se ha ido incrementado a través de las

actividades de la mineria y actividades de fundicion (EPA, 2009).

En Argentina los habitantes de las provincias de San Luis, Cérdoba, Santiago del Estero,
Chaco y La Pampa padecen una enfermedad conocida como HACRE (Hidroarsenicismo
crénico regional endémico), donde probablemente la causa esté relacionada con la ingestion
permanente de agua contaminada por As que produce lesiones dermatologicas. Se ha

documentado que el As de estas aguas es de origen natural (EPA, 2002).

En México, la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA por sus
siglas en inglés) identifico este problema en diferentes regiones que incluyen a los estados
de Baja California Sur, Chihuahua, Coahuila, Durango, Guanajuato, Hidalgo y Morelos,

donde se rebasa el limite maximo permisible de 0.030 mg As L! establecido en la Norma
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Oficial Mexicana NOM-127 SSA-1-1994 para el afio 2004, lo que representa problemas de
moderados a graves para la salud publica (OMS, 2006).

La USEPA también estim¢ el riesgo de contraer cancer de piel a partir de un importante
estudio epidemioldgico realizado en Taiwan donde se observaron mas de 40 000 personas
que consumian agua proveniente de pozos artesanales con altos contenidos de As, en un

rango de 0.010 a 1.8 mg L' y valores entre 0.400 a 0.600 mg L'(WHO, 2001 a).

3.4. Fuentes naturales de As.

El As es un elemento que se encuentra en el ambiente, suelos, rocas, aguas naturales y
diversos organismos vivos (Smedley y Kinniburgh, 2002). El origen del As esta
relacionado con minerales sulfurosos de hierro, asi como otros metales como Au, Ag, Cu,
Sb, Ni y Co en particular. La presencia de As en ambientes hidrotermales es debida a
antiguas actividades volcanicas. Los niveles de As presentes en la atmosfera son atribuidos
principalmente al arrastre edlico durante los procesos naturales de erosiones de suelo
contaminado, emisiones volcanicas, rocio de mar, incendios forestales, asi como a procesos
de metilacion/volatilizacion que pueden presentarse en climas calidos, asociados a diversos
procesos bioldgicos. El As puede encontrarse en niveles altos en algunas plantas donde el
contenido de As estd relacionado directamente con la concentracion que existe de este

elemento en el suelo (Liévremont et al., 2009).

3.4.1. Arsénico de origen antropogénico.

El As es generado por un gran nimero de actividades humanas, tales como la mineria,
manufactura farmacéutica, transformaciéon de madera, industria vidriera, industria
electronica, armas quimicas y agricultura. En esta ultima, hasta antes del 2001, se empleaba
arsenito de sodio (Na3AsO3) como fungicida para proteger sembradios (Matschullat 2000).
Lo anterior puede explicar la presencia de As en aguas subterraneas por migracion desde el

suelo agricola que sufri6 este tipo de aplicaciones.

Otra fuente importante generada por el hombre es la disposicion de minerales que
contienen este elemento y que son dispuestos como residuos en los suelos aledafios de las

operaciones de beneficio de minerales de valor. La trituraciéon y molienda que han sufrido
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estos materiales, origina la alteracion de estos elementos y en consecuencia la liberacion de
As contenido en los mismos se dispersa los suelos circunvecinos alcanzando incluso los
recursos hidricos del lugar (e.g. rios, escorrentias intermitentes, cuerpos de agua superficial

e inclusive agua subterranea) (EPA, 2002).

3.5. Fuentes de dispersion de arsénico en el agua.

Todas las fuentes mencionadas anteriormente han contribuido a la dispersion del As en el
ambiente, el cual puede presentarse en cuatro estados de oxidacion (-3, 0, +3, +5). El
arsenito (H3AsO3) y el arsenato (H3AsO4) son las principales especies que predominan en
sistemas acuaticos (Lieévremont et al., 2009), y su proporcion esta relacionada con procesos
de oxido-reduccion, precipitacion-disolucion, adsorcion-desorcion, metilacion orgénica y
procesos biogeoquimicos (Alvarez et al., 2005). Sin embargo, es necesario considerar el
potencial de oxido reduccion (En) y el potencial de hidrégeno (pH) como variables

maestras que controlan la solubilidad y biodisponibilidad del As (Ver Figura 2).

Dentro de los principales procesos naturales de dispersion de As se asocian las
contribuciones de las erupciones volcanicas (Francesconi y Kuehnelt, 2002) y los procesos
de disolucion de roca madre que contienen altas concentraciones de As dentro de su

composicion geoldgica (WHO, 2001a).

Las actividades antropogénicas de dispersion de As, estan relacionadas a las descargas de
efluentes industriales con elevados contenidos de As, como los productos para control
agroindustrial. Anteriormente, diversos pesticidas arsenicales fueron ampliamente
empleados en suelos agricolas, registrandose concentraciones de As del orden de 200 a
2500 mg.kg'de suelo (WHO, 2001b). A pesar de que desde 1960, se incremento el uso de
compuestos organicos de As (MMA y DMA) en lugar de los compuestos inorgéanicos del
mismo (arseniatos de plomo, calcio 6 cobre y trioxido de arsénico), el uso extensivo de
estos compuestos ha afectado las aguas subterraneas de varios paises que los adoptaron

como medida de biocontrol (Jong y Parry, 2005).

Una de las fuentes de contaminacion que combina procesos naturales y antropogénicos,

estd relacionada con el impacto de las actividades mineras en diferentes receptores
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ambientales, donde los residuos, por procesos de intemperismo, favorecen la dispersion de

metales y As, como se describe en la siguiente seccion.

En aguas naturales con pH de 5 a 9, predominan las especies H2AsO4", HAsO472, H3AsOs3,
H2AsOs3". Las condiciones que favorecen la oxidacion quimica y bioldgica inducen el
cambio a especies pentavalentes, y aquellas que favorecen la reduccion cambian el
equilibrio al estado trivalente que es la forma mas toxica de este elemento (Martin P. y

Donadl J, 1985; Liévremont et al., 2009).

Las especies de As>" estan involucradas en procesos bioldgicos de metilacion, generando
4cido mono metil arsénico (MMA) y en condiciones mas reductoras, el As>" es reducido a
As " en un potencial -500 mV, formando especies de 4cido dimetil arsénico (DMA). Si las
condiciones de oxido-reduccion son extremadamente reductoras, es posible generar
compuestos volatiles de As, tales como las mono y dimetilarsinas, las cuales son altamente

toxicas (Frankerberger y Arshad, 2002).

En condiciones oxidantes, el As predomina como As”, el cual tiene una mayor capacidad
de ionizacion que el As**, lo que le permite combinarse mas facilmente con otros
compuestos y superficies minerales que expresen cargas positivas, favoreciendo su
remocion por procesos fisicoquimicos, que son mas eficientes en comparacion con la
remocion del As**. De ahi la importancia, en algunos casos, de oxidar el arsenito antes de

someter el agua a un tratamiento fisicoquimico (Clifford y Ghurye, 2002; EPA, 2002).

En la Figura 2, se presenta el diagrama de Pourbaix (En vs pH) de As y azufre, reportado
por Ferguson y Gavis (1972), para una concentraciéon de 10° mol L' y 107 mol L’

respectivamente.

Como se muestra en este diagrama, con frecuencia es posible identificar el As como sulfuro
mineral, por la fuerte afinidad que éste tiene con el azufre, siendo el rejalgar (AsS),
oropimente (As2S3) las principales fases primarias de este elemento. Sin embargo, en
Meéxico, la principal fase primaria que contiene As es la arsenopirita, y no se tiene

reportados yacimientos de rejalgar u oropimente.
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0.75

0.5

0.25

Eh(volts)

Figura 2. Diagrama Ey -pH, a 25°C y una atmosfera de presion. Para concentracién total de As
igual a 10° mol L' y de azufre igual a 10~ mol L™ (Ferguson y Gavis 1972).

En condiciones oxidantes, es posible encontrar el As asociado a o6xidos del mismo
(arsenolita As203), y este elemento puede ser inestable en condiciones oxidantes cuando es

dispuesto en suelos gipsicos y calcareos.

3.6. Caracteristicas y toxicidad del arsénico.

La exposicion a As es natural pero puede ser agravada debido a diversas actividades
humanas, su toxicidad y disponibilidad estan relacionadas con el estado de oxidacion en el
que se presente, el tiempo de exposicion y la concentracion, tanto en el agua como en los
materiales geologicos y especies secundarias solidas. El As también puede presentarse en
compuestos organicos y pueden encontrarse en diversas cantidades en animales, plantas,

moluscos, artropodos, peces y mariscos (Masscheleyn et al., 1991).

La toxicidad por As puede presentarse en forma aguda o crénica. En el primer caso, ésta es
consecuencia de la ingesta de alto contenido de As en un tiempo corto. En el segundo caso,
es el resultado de la ingesta de pequenas cantidades de As en periodo relativamente largo
de tiempo. La toxicidad aguda de compuestos de As en el ser humano es funciéon de la

capacidad de asimilacion del cuerpo humano (ATSDR, 2007).
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Exposiciones cronicas provocan dafios cardiacos, por ingestion causa dolor abdominal,
vomito, disminucion del apetito, debilidad, diarrea y estrefiimiento alternados, neuritis,
caida de pelo, hipertension arterial y disminucion del desarrollo intelectual de los nifios. La
intoxicacion por As (arsenicismo) se manifiesta de forma caracteristica a lo largo de un

periodo de 5 a 20 anos (OMS, 2006).

En el organismo humano el As elemental ingerido se absorbe lentamente pero luego es
eliminado por via urinaria, heces, sudor y epitelio de la piel (descamacion). El rifion
elimina rdpida y completamente el As®" y el As organico. En cambio el tracto intestinal
absorbe rapidamente los compuestos solubles de As. El tiempo de vida media del As

inorgénico en el ser humano es de 2 a 40 dias (OMS, 2006).

Se ha reportado que la escala de toxicidad del As decrece en el siguiente orden:
Arsina (H3As) > As>" inorgénico (arsenito) > As*" organico > As>" inorganico (arsenato) >

As®" organico > compuestos arsenicales y As elemental (WHO, 2001b).

La dosis letal para adultos se encuentra en el rango de 1 - 4 mg/kg del peso corporal
(trioxido de diarsénico). La toxicidad del arsenito es 10 veces superior a la del arseniato

(ATSDR, 2007; Oremland y Stolz, 2003).

Entre los efectos téxicos por consumo de agua con altos contenidos de As pueden
mencionarse: hiperpigmentacion, hiperqueratosis, enfermedad del pie negro (escoriaciones
oscuras en los pies, Figura 3), gangrena, cancer de piel y drganos visuales, cirrosis,
problemas de adsorcion renal, inhibicion de la sintesis de la porfirina, afectacion a los
globulos blancos, abortos espontaneos, neuropatia periférica, paralisis, pérdida de la
audicion, inhibicion de algunas enzimas, inhibicién de la fosforilacion oxidativa y de la

reparacion del ADN, dafios al intestino (WHO, 2003).
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Figura 3. Enfermedad del pie negro (Miliarium, 2007).

3.7. Limites maximos permisibles para el arsénico.

En las Guias de Calidad para el Agua Potable, la OMS (1993) redujo el valor guia de As en
agua desde 0.050 mg L' a un valor provisional de 0.010 mg L', basandose en un estudio
realizado por el Foro de Evaluacion de Riesgo de la USEPA en 1986 sobre evaluacion de
riesgo. Sin embargo, el valor de 0.010 mg L' estd superado por muchos paises del mundo,
como Estados Unidos o Australia. Entre los paises mas afectados se encuentran Peru,
Argentina, México y Chile en América; Tailandia, India, Taiwan, Bangladesh y China en
Asia y en Europa, Hungria. Se tiene documentado que las poblaciones de mayor riesgo son
aquellas que se encuentran en Bangladesh y en la India (WHO, 2003; Mohan y Pittman,
2007).

La norma mexicana para el As NOM-127-SSA1-1994, ha sido mas estricta cada afio desde
el 2000 cuyo limite era de 0.05 mg L', en el 2004 fue de 0.030 mg L', y en su
modificacion del 2005 se establecié un valor de 0.025 mg L' valor actual. Esta misma
norma establece, los tratamientos especificos para la remocion de As de plantas
potabilizadoras de agua las secuencias de coagulacion-floculacion-sedimentacion-filtracion,
o la aplicacion de intercambio i6nico u osmosis inversa a fin de alcanzar los valores de la

norma (OMS, 2006).

3.8. Dispersion de arsénico y sulfatos asociados a la generacion de drenaje acido de
roca (DAR)

El drenaje 4cido de roca (DAR) es el resultado de la alteracion por oxidacion atmosférica

de minerales sulfurosos; principalmente pirita, pirrotita, galena, otros sulfuros metalicos
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asociados y sulfuros de As; que es evidenciado cuando los potenciales de neutralizacion
(PN) de los suelos son insuficientes para neutralizar las soluciones acidas producidas por
estas reacciones. Por ejemplo, algunas de las reacciones que intervienen en la oxidacion de

la pirita y de la arsenopirita son las siguientes (Blowes et al. ,2004):

FeSysy + 3.50,(4) + H,0 — Fe** + 2507~ 4+ 2H* (Ec.1) (Blowes et al., 2004)
2FedsS(s) + 6.505) + 3H,0 — 2Fe?* + 2HASOZ™ + 2502~ + 4H*  (Ec.2)

Fe?* 4+ 0.250,5) + H* - Fe®** + 0.5 H,0 (Ec.3) (Blowes et al., 2004)
Fe3* + 3H,0 - Fe(OH); + 3H" (Ec.4) (Blowes et al., 2004)

FeS + 14Fe3* + 8H,0 — 15Fe?* + 2502~ + 16 Ht  (Ec.5)

En la reaccion de oxidacion de la pirita y de la arsenopirita (Ec. 1 y 2), se produce Fe?",
SO4* y H' en presencia de oxigeno y agua. En estas reacciones, el agente oxidante (O2) es
consumido progresivamente y su concentracion en solucion puede estar limitada por
transferencia de masa desde la fase aérea hacia la solucion o por procesos de difusion desde

la fase acuosa y hasta la superficie de reaccion.

Las ecuaciones 1 y 2 producen un incremento en la acidez que puede ser amortiguada en
funcion del potencial de neutralizacion (PN) que tenga el cuerpo receptor. Si el ambiente
circundante es lo suficientemente oxidante, el ion ferroso (Fe*") se oxidara a ion férrico
(Ec. 3). El i6n férrico precipita mediante hidrolisis como hidroxido férrico (Ec. 4)

contribuyendo también a la disminucion del pH (Blowes et al., 2004).

Cuando las reacciones de oxidacion de sulfuros agotan el PN, el pH cae a valores menores
de 4, la concentracion de iones férrico se incrementa en la solucidon generando un segundo
agente oxidante (Fe*") que no se ve limitado por procesos de difusion en la interfase de
reaccion solido-agua (Ec. 5). Se ha reportado ademas que, a valores de pH acidos, algunas
bacterias (e.g. Acidithiobacillus ferrooxidans) catalizan y aceleran, la oxidacion de Fe?* a
Fe** (Ec. 3) (Blowes et al., 2004).
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El conjunto de reacciones anteriormente descritas (Ec. 1-5) generan una disminucion
considerable de pH en los microambientes de los minerales, estabilizdndose en valores

tipicos de 2.5 a 3.0.

En suelos con bajo PN, el DAR es evidenciado como resultado de las soluciones
fuertemente acidas que lixivian e incorporan metales pesados desde la roca madre a la
solucion acuosa, asi como la generacion de precipitados de oxihidroxidos férricos que dan

una coloracion rojiza caracteristica a los suelos impactados (Blowes et al., 2004).

El vertido de estas soluciones acidas afecta la quimica de las aguas superficiales y

subterraneas, planteando problemas ambientales de diversa indole, como son:

e (Contaminacion de los cuerpos de agua cercanos y acuiferos.
e Degradacion de los ecosistemas acuaticos.

e Impacto sobre la flora y fauna del lugar.

e Imposibilidad para su uso agricola y consumo humano.

e Dafio a estructuras metalicas y de hormigon.

e Problemas en la restauracion de suelos al cierre de las operaciones mineras.

No obstante, en suelos calcareos, los PN son tan elevados que los procesos de alteracion de
la oxidacion de los sulfuros y los impactos sobre los diferentes receptores ambientales
(agua, suelo y biota) no pueden ser evidenciados por la presencia de DAR (Razo et al.,
2004). Por lo cual es dificil establecer la fuente de contaminaciéon de los mismos y en
consecuencia establecer responsabilidades para promover las medidas de control,

depuracion y remediacion necesarias.

El DAR genera otro problema de contaminacion del agua, que es el incremento de SO4> en
las mismas (Ec. 1, 2 y 5) (Kaksonen A, 2004; Amos et al., 2004). Ademas del DAR, otras
fuentes de contaminacion por SO4* son la lluvia 4acida e inclusive las mismas plantas de
tratamiento de aguas residuales que emplean SO4> de aluminio como coagulante en el
tratamiento de potabilizacion del agua. Lo anterior hace que se puedan detectar intervalos
de concentracién entre 20 y 50 mg L de SO4>, en el agua ya tratada (CONAGUA 2002).

Para que el agua de consumo no tenga un sabor amargo o medicinal, ésta debe de tener
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limites entre 200-500 mg L' de SO4* de sodio, 250-900 mg L' de SO4* de calcio y 400-
600 mg L' de SO4>" de magnesio (OMS, 1984).

El diagrama de Pourbaix que se muestra en la Figura 4 para azufre a una concentracion de 1
M (96 g L' SO4*), muestra que la reduccion de iones sulfato hacia H»S, sin pasar por
azufre elemental, se lleva a cabo a partir de potenciales menores a -0.220 V y pH de 7. El
sulfuro de hidrogeno puede reaccionar con iones metalicos en solucion formando sulfuros
metalicos de baja solubilidad, por lo que para cumplir con los objetivos del presente
proyecto es recomendable trabajar bajo estas condiciones de potencial, favoreciendo la

formacion de dichos precipitados.

En esta tesis se estudid la factibilidad de un sistema para la eliminacion de contaminacion
mixta de As y SO4%, y se considerd al SO4> disuelto en agua como el aceptor de electrones
que puede ser reducido a sulfuro a través de la actividad microbiana. El sulfuro de

hidrogeno puede ser empleado para precipitar el As en solucion.

HS-

-2 T T T T T T T T T T T T |

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

pH

Figura 4. Distribucion de las especies de azufre en funcion de pH — Ey, a 25°C y una atmosfera de
presion, con una concentracion total de azufre 1 mol L.

20



ANTECEDENTES SOBRE LA PROBLEMATICA DE LA PRESENCIA DE ARSENICO EN AGUA

3.9. Area de estudio.

La explotacion y beneficio de los recursos minerales, historicamente no controlados, en el
distrito minero de Santa Maria de la Paz, ha provocado que se presente una extensa
contaminacion de suelos y sedimentos por As y metales pesados (Pb, Zn, Cu, entre otros)

en el area de Villa de la Paz Matehuala, S.L.P (Razo et al., 2004).

Analisis quimicos reportados por Razo et al., (2004), muestran concentraciones de 19-
17384 mg kg! As, 15-7200 mg kg' Cu, 31-3450 mg kg Pb y 26-6270 mg kg Zn en

suelo.

De acuerdo a la informacién proporcionada por la CONAGUA (2002), existen
concentraciones de SO4>" en agua del orden de 600 a 1700 mg L™! en los pozos y norias del
acuifero Cedral — Matehuala del estado de San Luis Potosi. Aun cuando, durante el tiempo
de ejecucion de esta tesis, algunos pozos se reportan fuera de operacion por las elevadas
concentraciones de SO4*, otro problema asociado a estos reservorios de agua son las
elevadas concentraciones de As. La CONAGUA (2002) reporta que las concentraciones de
As, en estos pozos, varia de 0.069 a 22.2 mg L', dichos valores se encuentran por arriba del

limite maximo permisible.

En base a lo anterior, se seleccioné un sitio de estudio en dicha area. El sitio de estudio
seleccionado corresponde al parque recreativo de la comunidad de Cerrito Blanco (CB)
(Latitud N 23°42°5.6”, Longitud W 100°35°33.9”, Figura 5), ubicado en el altiplano
potosino y proximo al Distrito Minero de Villa de la Paz y al este de Matehuala
(CONAGUA, 2002). En este sitio se analizaron las concentraciones totales de SO4* y
metales pesados, asi como las concentraciones de As total y las concentraciones de As*'.

Los resultados y analisis de estas determinaciones se presentan en la seccion 7.1.
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Figura 5. Parque Recreativo Cerrito Blanco en el Municipio de Matehuala, S.L.P. México.
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4.-ANTECEDENTES SOBRE ACTIVIDAD BIOLOGICA SULFATORREDUCTORA
Y TIPOS DE SUSTRATO.

Entre los tratamientos fisicoquimicos convencionales para el tratamiento de las aguas
superficiales, subterraneas, residuales, potables y/o lixiviados que se han encontrado
contaminados con As se pueden mencionar la coagulacidon-floculacion-sedimentacion,
precipitacién/co-precipitacion, adsorcidon, intercambio idnico, filtracidon con membranas,
entre otros (EPA, 2002). Ademas, existen otras tecnologias emergentes que se encuentran
en etapa de investigacion o de reciente aplicacion como son las paredes reactivas
permeables, tratamientos electroquimicos y/o biologicos. Algunas de estas tecnologias,
tanto convencionales como emergentes se describen brevemente en las siguientes

secciones.

4.1. Tratamientos Fisicoquimicos.

El método de precipitacion/co-precipitacion es un tratamiento que ha sido usado para tratar
aguas subterraneas, aguas superficiales, lixiviados, drenajes de mina, agua potable y aguas
residuales, reduciendo en algunos casos las concentraciones de As hasta 0.010 mg L. Para
incrementar la efectividad de este proceso es preferible una etapa preliminar de oxidacion
del As** a As>". Entre los procesos de oxidacion empleados se encuentran: la ozonacion, la
foto-oxidacion o la oxidacion quimica (e.g. KMnO4, H202, etc.) o bioldgica (EPA, 2002).
Las especies solubles de As oxidadas pueden ser separadas de la fase liquida induciendo
una co-precipitacion posterior a un proceso de coagulacion-floculacion. En principio,
cuando un coagulante es adicionado se forman floculos sobre los cuales las especies
disueltas de As son retenidas o encapsuladas en la fase solida. Los so6lidos formados son

removidos por sedimentacion o filtracion (Johnston, 2001).

El As disuelto oxidado puede formar parte de los floculos por un proceso de adsorcion, sin
embargo estos procesos de adsorcion son preferentemente llevados a cabo en columnas
empacadas que contienen un material adsorbente de alta afinidad Para la remocion de As se
emplea normalmente alumina activada, carbon activado, granulos de Cu-Zn, hidroxido
férrico granular y/o zeolitas, siendo la alimina activada el sorbente méas comunmente

utilizado para remover As del agua potable y subterranea (EPA 2002).
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El intercambio i6nico es un proceso fisicoquimico donde los iones son retenidos
electrostaticamente sobre la superficie de un solido intercambiando iones de carga similar.
El medio comunmente usado para intercambio, es una resina polimérica sintética que
contiene diversos grupos funcionales con los que se lleva a cabo el intercambio de los
mismos. Diversos grupos funcionales han sido empleados para este proposito y se
clasifican como 4cidos fuertes y débiles para el intercambio cationico y, bases fuertes y
débiles para el intercambio anionico. La regeneracion de las resinas se lleva a cabo en tres
pasos: un retrolavado, una regeneracion con una solucion de iones y por ultimo un enjuague

para remover la solucion de regeneracion (Frankenberger y Ashad 2002, EPA 2002).

Los procesos que emplean membranas de filtracion se clasifican en: osmosis inversa,
nanofiltracion, microfiltracion y ultrafiltracion dependiendo del i6n que se pretende
remover y de las caracteristicas de resistencia mecanica de la membrana (EPA 2002). Este
proceso consiste fundamentalmente en hacer pasar un fluido contaminado a través de una
barrera semipermeable, o membrana, que permite el paso de algunos constituyentes

mientras que bloquea el de otros iones.

En cuanto a los tratamientos electroquimicos desarrollados para depuracion de agua
contaminada por As, Kumar (2004) reporté un procedimiento de electrocoagulacion a
escala laboratorio con tres diferentes materiales de electrodo (hierro, aluminio y titanio). En
dicho estudio, se evaluo la variacion de la densidad de corriente desde 0.65 hasta 1.53 mA

cm™, encontrando que las eficiencias de remocion de As son proporcionales a la misma.

4.1.2.- Tratamientos biolégicos anaerobios.

Los procesos de digestion anaerobia constituyen en la actualidad una de las tecnologias de
tratamientos bioldgicos mas convenientes para la eliminacion de materia organica (MO), y
son conocidos por sus multiples beneficios, como son: altas velocidades de carga orgénica,
baja produccion de lodos, generacion de biogds como fuente de energia. Sin embargo,
como en todos los procesos, tienen algunos inconvenientes en su utilizacion, entre los que
destacan cinéticas con largos periodos de arranque, que van de 1 dia, con sustratos de facil

digestion, hasta 30 dias con sustratos complejos (Zagury et al., 2006; Elliott et al., 1998).
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Frankenberger y Ashad (2002) reportaron la eliminacion de As inorgénico por
volatilizacion de este elemento como metilarsina o dimetil arsina, a través de su metilacion
microbiana anaerobica. El proceso consiste en la oxidacion anaerdbica de la materia
organica que conlleva la reduccion del potencial redox del efluente que promueve la
reduccion de las especies de As®" hasta As!" y la formacion de dimetil arsina [(CH3)2AsH],
un compuesto altamente volatil. Los productos volatiles deben de ser adsorbidos en un
sistema de venteo para su posterior disposicion, ya que éstos son mas toxicos y necesitan
ser dispuestos adecuadamente. La Figura 6, muestra el esquema de un biorreactor que
utiliza este proceso. Es importante mencionar que las bacterias reportadas por
Frankenberger y Ashad (2002) son metanogénicas, y que la biomasa de estos

microorganismos es inmovilizada sobre la superficie de una matriz inerte.

VENTEO

i

TRAMPA CON
CARBON
ACTIVADO

————————p_ EFLUENTE LIBRE DE
ARSENICO

ENTRADA
DE AIRE

’ CULTIVO MICROBIANO (BACTERIAS
’ (_J7 DONADOR METANOGENICAS) COMO

4— METILENO

BIOPELICULA, INMOVILIZADA

DE SOBRE UNA MATRIZ INERTE.

MUTRIENTES
INFLUENTE

CONTAMINADO
CON ARSENATO

Figura 6. Biorreactor disefiado para el tratamiento de agua contaminada con As. Método de
metilacion anaerobia y remocidn por adsorcion de la arsina con carbon activado
(Modificado de Frankenberger y Ashad, 2002).

4.2.- Bacterias sulfatorreductoras

Las BSR son microorganismos procariontes que pueden usar el SO4>" como aceptor final de
electrones dentro de su metabolismo. Sin embargo, las BSR son versatiles ya que pueden
utilizar otros aceptores de electrones para su respiracion anaerobia, tales como el S

elemental, NO3", dimetilsulféxido, MnO2 ( Mn*"), Fe203 (Fe**) y H2AsO4 (Oremland y
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Stolz, 2003). Ademas, las BSR son consideradas microorganismos estrictamente
anaerobios y se hallan en habitats andxicos y ricos en SO4>". Estas condiciones aplican
también a sedimentos marinos de aguas oceénicas ricas en SO4>~ donde las concentraciones

reportadas pueden alcanzar los 2800 mg L' (Barton y Hamilton, 2007).

Sin embargo, a pesar de la versatilidad de las BSR, éstas requieren condiciones ambientales

especificas entre las que destacan las siguientes:

e Ausencia de oxigeno, ya que este tipo de bacterias son anaerobias, y aunque resisten
bajas concentraciones de oxigeno disuelto, su actividad en estas condiciones decrece
significativamente.

e Valores de pH entre 5.5 y 9 (Fauque, 1955).

e Potencial de oxido-reduccion entre 0 a —240 mV (Thomas, 1999).

e Presencia de algln sustrato organico como fuente de energia y iones SO4* como
aceptores de electrones.

e Un soporte fisico donde las bacterias puedan quedar inmovilizadas.

e Suficiente carga de materia organica

e La relacion carbono-nitrogeno-fosforo (C:N:P) debe ser considerada como

referencia entre 100:5:1 (Phifer, 2001).

4.3. Oxidacion de la materia organica por BSR

La reaccion de oxidacion de materia organica por BSR que involucra la reduccion de

sulfatos hasta sulfuro de hidrogeno puede representarse por la siguiente expresion general:
2CH,0 +S0;~ + 2H* —» H,S+2C0, + 2H,0 (Ec.6)

Esta expresion considera la oxidacion de una amplia variedad de sustratos organicos
(esquematizado en la ecuacion 6 como CH20) como donadores de electrones (¢7) a la
reduccion de SO4%, y comprenden un amplio grupo de bacterias anaerobias, morfoldgica y
fisiologicamente diversas. Algunas de ellas pertenecen a los géneros de: Desulfobulbus,
Desulfomonas,  Desulfovibrio,  Desulfobacter,  Desulfobacterium,  Desulfococcus,

Desulfonema, Desulfosarcina, Desulfotomaculum, entre otras (Celis, 2004).
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Los principales donadores de electrones, para las BSR, son productos de la hidrélisis de
material lignoceluldsico y biosolidos no estabilizados de plantas de tratamientos aerobicos
de aguas residuales, que generan como subproductos diversos compuestos organicos de
cadena corta conocidos como acidos grasos volatiles, entre los que se destacan el acetato,
piruvato, lactato, etc. (Zagury et al., 2006). Consecuentemente estos compuestos son
degradados por bacterias que a su vez forman productos que sirven de sustratos para
comunidades metanogénicas. Tipicamente estas conversiones son llevadas a cabo por
comunidades sintropicas de bacterias acetogénicas y arqueas metanogénicas (Muyzer y

Stams, 2008)

Dependiendo de la especie de BSR, éstas oxidan completamente los compuestos organicos
hasta COz2 (Ec. 7), el cual establece el equilibrio con el i6n bicarbonato en solucidon acuosa
(Ec. 8 y 9); o en su defecto llevan a cabo una oxidacion incompleta de materia orgéanica

hacia HCOsy acetato (Ec. 10):
Oxidacion completa (Widdel, 1998):
4C3Hs05 + 6S0Z2~ + 13H - 3H,S + 3HS™ + 12H,0 + 12C0, (Ec. 7)
C0,+ H,0 & HCO; + H* (Ec.8)
4C3H;0; + 6S0%~ + HY - 12HCO3 + 3H,S + 3HS™ (Ec. 9)
Oxidacion incompleta (Celis, 2004)
2C3Hs05 + SOz~ - 2C,H;05 + 2HCO3 + HS™ + H* (Ec. 10)

Por lo tanto, en funcion del metabolismo, las BSR fueron clasificadas por Gottschalk
(1986) en dos grupos: oxidantes incompletas (Grupo I) y oxidantes completas (Grupo II).
Las bacterias del grupo I, son generalmente de rapido crecimiento e incluyen aquellas del
género Desulfovibrio, Desulfomonas y Desulfotomacolum entre otras. Las del grupo II son
de lento crecimiento e incluyen bacterias del género Desultofomacolum, Desulfobacter y

Desulfococcus entre otras.

En la Tabla 1, se muestran las reacciones involucradas en la degradaciéon de la materia

organica por BSR (Modificado de Gallegos M. et al., 2010).
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Tabla 1. Reacciones de la degradacion de la materia organica por BSR (Gallegos et al., 2010).

REACCION AG® (kJ/mol)
CH3;CO00™ + SO~ - 2HCO3 + HS™ -47.6
CH;CH,CO0~ +0.75 S0~ - CH;C00~ + 0.75HS™ + 0.25H* -37.7
CH;CH,CH,CO0~ + 0.550;7~ - 2CH;C00~ + 0.5HS™ + 0.5H" -27.8
CH3;CHOHCOO™ + 0.550;~ —» CH3;C00~ + HCO3 + 0.5HS™ + 0.5H* -80.0

CH;C0O0™ =Acetato; CH;CH,CO0~ = Propionato; CH;CH,CH,CO0O~ = Butirato;

CH3;CHOHCOO™ = Lactato

4.4. Consorcio microbiano

Un consorcio microbiano es un grupo conformado por diferentes especies de
microorganismos que actuan juntas, como una comunidad. Se pueden encontrar en los
lodos activados de plantas de tratamiento de aguas residuales, las biopeliculas de los filtros

percoladores y en varios ecosistemas del suelo (E-bac, 2000).

En un consorcio los organismos trabajan juntos en un sistema complejo en el que todos se
benefician de las actividades de otros en la comunidad. Desde hace tiempo se sabe que los
consorcios microbianos son mucho mas eficientes en la degradacion de residuos organicos
complejos que las cepas de organismos individuales, o incluso que las mezclas combinadas
de microorganismos con diversidad de capacidades metabdlicas. Estos podrian incluir
organismos que son proteoliticos (son capaces de degradar las proteinas y aminoacidos),
organismos que son sacaroliticos (capaces de degradar los azlicares diversos), lipoliticos
(capaces de digerir los lipidos o grasas), y celuldsicos (capaces de degradar la celulosa o la
materia vegetal). La diversidad metabdlica permite que el consorcio pueda trabajar de

manera conjunta degradando una variedad de complejos organicos solidos (E-bac, 2000).
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La competencia por la fuente de carbono y energia es también una parte de la ecologia de
las BSR. Ellas compiten por el sustrato y los micronutrientes con las bacterias aerobias y
otras bacterias anaerobias que pueden utilizar otros aceptores finales de electrones a parte
del sulfato. Los mayores competidores anaerobios utilizan los siguientes aceptores de
electrones tales como: NO3™ (reductores de nitrato), Mn (IV) (reductores de manganeso), Fe

(IIT) (reductores de hierro) and CO2 (metandgenas) (Weijma et al., 2000).

La termodinamica estudiada por Phifer (2001) predice que las bacterias tienen el siguiente
orden con respecto al uso del aceptor de electrones: Bacterias aerobias (O2 —H:0),
desnitrificantes (NO3* — NO2® — N20 — N2), reductoras de manganeso (MnO2
—MnCO03), reductoras de hierro (FeOOH — FeCO3), sulfato reductoras (SO4* — HS") y

metanogénicas (CO2 — CHa).

4.5. Sustrato Organico

Los sustratos de carbono organico de diversos materiales lignoceluldsicos, tales como
aserrin, trozos de madera, mezcla de paja y hojas, han demostrado ser ttiles como fuente de
carbono para las BSR en sistemas pasivos (de lenta degradacion). Dado que no todas las
fuentes de carbono son degradadas a la misma velocidad es importante determinar la
velocidad y grado de degradacion para su posterior uso, como podria ser el de material de
relleno en barreras reactivas permeables (BRP). La velocidad de degradacion depende
frecuentemente de la concentracion, diversidad y tipo de biomasa empleada, asi como de

las caracteristicas del reactor empleado (Phifer et al., 2001).

De hecho, la actividad y eficiencia de las BSR depende de la habilidad de otros
microorganismos del consorcio microbiano para descomponer los compuestos de alto peso

molecular en compuestos de estructuras mas sencillas y de facil asimilacion para las BSR.

Waybrant et al. (1998), evalué varios compuestos organicos para el tratamiento de un
drenaje acido de mina. Los sustratos de carbono incluian lodo de aguas residuales, estiércol
de borrego, trozos de madera, aserrin, paja, hojas y celulosa. Las hojas y la paja que
contenian un 27% en peso de carbono organico, del cual 19% era de celulosa, tuvieron una

mayor actividad sulfatorreductora y el sustrato permaneci6 disponible durante 60 dias.
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La finalidad de considerar la construccion de una barrera de biotratamiento pasivo es la
liberacion gradual de la fuente de carbono con el transcurso del tiempo, asi como de
estimular y mantener activas las poblaciones microbianas hidroliticas, asi como los
consorcios de BSR, de acuerdo al diagrama de degradacion anaerobia de la materia

organica esquematizado en la Figura 7.

Polimeros orgénicos
(celulosa, etc)

|

— Acetato ¢ Hidrdlisis 3 H2+CO2
Fermentacion
R\ Lactato, succinato,
\ propionato, butirato
Acidogénesis v
Sulfato| Reduccion Metanogénesis
H2/CO2
¢ Acetogénesis ¢
HaS, CO2 CHa, CO2

Figura 7. Diagrama de la degradacion anaerobia de polimeros organicos
(Modificado de Lens et al., 2000).

En la Figura 7, se muestra el tipo de descomposicion y de microorganismos que intervienen
en la degradacion de la materia organica para que se lleve a cabo la sulfatorreduccion.

Como se observa en dicha figura, las etapas que intervienen, son las siguientes:

e Hidrdlisis: Desintegracion de la materia organica compleja e insoluble, en este paso
los carbohidratos, proteinas y lipidos son hidrolizados a azicares monoméricos,
aminoacidos y acidos grasos de estructuras complejas, es decir, de cadena larga.

e Acidogénesis: En esta etapa las bacterias acidogénicas toman las moléculas
organicas de la etapa anterior para convertirlas en acidos grasos volatiles (AGV)
tales como butirico, propidnico y acético entre otros.

e Acetogénesis: Consiste en la conversion de AGV a acetato e hidrogeno.
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e Metanogénesis: Es la formacion de metano por la descarboxilacion de acetato por
microorganismos metanogénicos acetotroficos y por la hidrogenacion de dioxido de

carbono por microorganismos hidrogenotroficos.

Lawrence y McCarty (1969) fueron los primeros autores que presentaron un modelo
cinético unificado para la eliminacidon anaerobia de sustratos y crecimiento microbiano.
Ellos emplearon el modelo de Monod para describir el consumo de acido acético,
propidnico y butirico. Estos dcidos organicos volatiles son los intermediarios mas comunes

en la degradacion anaerobia.

4.6.- Material celulosico como fuente de carbono.

CH,OH CHyOH ' ! |

[
' CH,OH ' CHOH ' CHOH
- 0 s o % . o 'CHIOHO
.0 U 1] i oH s o .
OH oW In s H . P il : : H . i [ -
i 3 i : i 1 P
Celulosa b) Hemicelulosa
HD\
e 1 = —0H .
- c) Lignina
/i ll OH
HaC—0O i
O~
HU/
gy
HaCc—0O OH

Figura 8. Estructuras de celulosa, hemicelulosa y lignina (Kobayashi et al., 2000).

Debido a la baja biodegradabilidad de compuestos lignocelulosicos, diversos autores han
sugerido el pretratamiento de estos materiales para incrementar su biodegradabilidad. Uno
de los procesos que se recomiendan es el de explosion de vapor. El objetivo de la explosion

de vapor como pre-tratamiento, es incrementar el contenido de celulosa comparado con
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otros constituyentes del biosolido, como son la hemicelulosa y la lignina. La diferencia
principal entre estos componentes radica en el contenido polisacarido de las unidades que
los constituyen y la proporcion de grupos fendlicos de menor biodegradabilidad que se
encuentren presentes, como es el caso de la lignina (Figura 8). Por lo que, uno de los
objetivos del pre-tratamiento es disminuir la presencia de grupos aromaticos presentes en el

material empleado como sustrato solido orgénico.

4.6.1. Degradacion de celulosa por consorcios de BSR

La degradacion anaerobia de la celulosa, se presenta por la accién microbiana de una
comunidad heterogénea de microorganismos, los cuales llegan a formar compuestos
intermediarios mas sencillos (Figura 7), que pueden servir como fuente de carbon para las

BSR o para bacterias metanogénicas.

Las ventajas de usar celulosa son: su disponibilidad en el mercado, bajo costo, compuesto
no volatil que requiere menor frecuencia de aplicacion y control de En por dosificacion del
sustrato organico. Algunas de sus desventajas son: cinéticas lentas, insoluble en agua,
aunque algunos productos de la degradacion son solubles, los sistemas requieren de largos

tiempos de arranque, desde 11 dias hasta 30 dias (Phifer et al., 2001; Greben et al., 2006).

4.6.2. Caracteristicas fisicas de la celulosa.

La celulosa es un polisacarido lineal formado por residuos de glucosa unidos por enlaces
beta 1-4 de peso molecular variable, con formula empirica (CéH100s)n. Estas cadenas
lineales de celulosa interaccionan entre si por puentes de hidrogeno dando lugar a la
formacion de microfibras con regiones altamente ordenadas que le dan las caracteristicas de
insolubilidad, rigidez y resistencia al ataque enzimatico y que se conocen como regiones
cristalinas. Cuando se rompen los puentes de hidrogeno se forman regiones denominadas
amorfas, que permiten su hidratacién y mejor accesibilidad al ataque enzimatico (Mejia et

al., 1999).
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5. MATERIALES Y METODOS PARA EVALUAR LA SULFATORREDUCCION Y
REMOCION DE ARSENICO EN AGUA.

5.1. Obtencion de consorcios microbianos con actividad reductora de sulfatos

Los consorcios microbianos que se emplearon en el presente trabajo fueron aislados de dos

suelos impactados por la actividad minero metaltrgica identificados por Razo (2006).

La muestra de suelo identificada como JH pertenece a la presa de jales historica,
recolectada de Villa de La Paz, (longitud: 100°42°51.768”; latitud: 23°40°27°.192) y la
concentracion total de algunos elementos fueron reportados por Labastida (2007), al igual
que la muestra denominada M2 (longitud: 100°39°27.684”; latitud: 23°40°19”.956) que fue
aislada de una zona entre los municipios de Villa de La Paz y Matehuala. Ambas muestras
de suelo, se obtuvieron dentro de un perfil de profundidad entre 0 a 40 cm (Labastida,
2007). Como referencia se presentan las concentraciones totales de estos elementos

cuantificados en dichos suelos (Tabla 1):

Tabla 2. Concentraciones totales de elementos en los suelos donde se recuperaron los
consorcios JH y M2 (Labastida, 2007).

Elemento Concentracion de EPT
M2 JH NIST 2710 % Rec.

As 4719 + 31 4.5+ 1.3b 556 90

Pb 758 £ 108 19.3+4.6° 4344 80

Cd 50+2 64+ 3 18 83

Zn 2540 + 285 4331+ 106 5000 72

Cu 871+ 11 451+ 24 2025 70

Fe 53+1.2°b 82+7.7° 25.5 80
Las unidades de concentracion se refieren en mgekg™! + su desviacion estandar, excepto donde se indica
con b, las cuales estan referidas en gekg™'. % Rec indica el porcentaje de recuperacion obtenido para
cada elemento con el NIST 2710.

5.1.1. Produccion de biomasa con ASR.

Los consorcios microbianos obtenidos de los suelos anteriormente mencionados
presentaron actividad bioldgica reductora de sulfatos. Ambos consorcios microbianos (JH y

M?2) se mantuvieron en crecimiento en sistemas batch para incrementar su biomasa. La
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produccion de biomasa consistié en la adicion periddica de un medio liquido denominado
Postgate C Modificado, a partir de los siguientes compuestos (mg L'): NH4CI (1000),
KH2POs (500), CaCl222H20 (40), acido ascorbico (100), tioglicolato de sodio (100),
rezasurina (1) y como fuentes de carbono: piruvato (1100), citrato de sodio dihidratado
(600), CH3COONa (2500), extracto de levadura (1000) y lactato (2.3 ml). El ion SO4* fue
adicionado como (mg.L™!): Na2SO4 (4500), MgSO4 (60) and FeSO4 (4) (Postgate, 1984).

Lo anterior se llevo a cabo en botellas de vidrio de 120 ml con septa de neopreno y sello de
aluminio. Los medios liquidos utilizados en todos los experimentos fueron esterilizados en
una autoclave modelo 25X-1 por 15 min a 121°C y 15 psig de presion. Antes de esterilizar
los medios de cultivo, el pH se ajusté a 7+0.25 con NaOH 1 M, utilizando para esto un

potenciometro Orion 420A+.

La adicién y cambio de medio nutritivo a las comunidades sulfatorreductoras se realizd
bajo una campana de extraccion esterilizada, para evitar la posible contaminacion de los
medios de cultivo y de los sistemas experimentales. El espacio de trabajo se desinfectd con
solucion comercial de hipoclorito de sodio y etanol (grado industrial). El manejo de los
frascos con indculos se llevo a cabo por transvase de medios de cultivo cerca de la flama de
un mechero Bunsen. Las botellas se llenaron completamente evitando dejar cabeza de aire
como lo muestra la Figura 9. Todos los experimentos de la presente tesis se realizaron

usando un agitador orbital Max? modelo 2000.

Figura 9. Inoculos de BSR en Medio Postgate.C modificado

Cada tercer dia se cuantifico la cantidad de H2S producido en los sistemas batch, cuando la

produccion habia alcanzado el estado estacionario, lo cual vari6 entre 7 y 15 dias, la
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suspension se centrifugaba y se retiraba el sobrenadante, dejando en el fondo la biomasa
producida. Este biosolido era acumulado periédicamente dentro del mismo sistema y era
mantenido con Medio Postgate C Modificado hasta su uso en las cinéticas microbianas o en

las pruebas de remocion de EPT en agua.

5.2. Cuantificacion de biomasa.

En cada uno de los experimentos realizados con los consorcios microbianos, se llevo el
control de la cantidad de biomasa presente en los sistemas al inicio y al final de cada

experimento.

Los inoculos se obtuvieron de los sistemas batch de producciéon de biomasa descritos
anteriormente (Seccion 5.1). La biomasa se cuantificod indirectamente relacionandola con el
valor de sélidos suspendidos volatiles (SSV) en el sistema. Para la determinacion de los
SSV se sigui6 el método 2540 G descrito en el Métodos Estandar (Eaton, et al., 2005). En
este método se establece que los SSV se establecen por diferencia de pesos entre la muestra
seca a 105°C y la muestra calcinada a 550°C en una mufla (VULCAN 3-550PD NEY)
obteniendo el equivalente de la fraccion organica contenida en la muestra que es referida
como sdlidos suspendidos volatiles (SSV).
(A — B) *1000

SSV = Ec.11
Volumen de muestra (ml) (Ec.11)

Donde:
A=Peso de la muestra seca
B= Peso de la muestra calcinada

5.3. Esquema experimental.

En el primer bloque de la Figura 10 se representa la primera etapa que tuvo como objetivo
confirmar la actividad sulfatorreductora (ASR) para cada uno de los consorcios
microbianos empleados (JH o M2). Lo anterior se evalud siguiendo la concentracion de
H2S con respecto al tiempo. Previo a estas pruebas se realizd la caracterizacion de la
celulosa (CsH100Os)n propuesta como fuente de carbono, evaluandose ademas su capacidad

para adsorber HzS.
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Dentro del segundo bloque del disefio experimental, se considerd la evaluacion de las
cinéticas microbianas de degradacion de celulosa sélida (CS), evaluando este material con
y sin pre-tratamiento (Seccion 5.6). El objetivo de estas comparaciones fue determinar cual
de los dos procedimientos facilitaba la digestion de la celulosa por las BSR. Se establecio la
cinética de descomposicion de celulosa mediante la cuantificacion de AGV. Estos perfiles
de AGV se determinaron por electroforesis capilar (EFC), siguiendo en experimentos

analogos la evolucion del potencial de 6xido reduccion.

Se consideré necesario comparar la capacidad de fermentacion e hidrolisis de ambas
comunidades con respecto a la celulosa, estableciendo un método de desplazamiento de
liquido como medida de la produccion de gas por degradacion de la celulosa. Este resultado

se compard con la degradacion de glucosa (ambas grado reactivo) (Seccion 5.9).

Continuando con la comparaciéon del metabolismo de ambos consorcios, se siguid el
comportamiento de manera simultdnea de estos, empleando acetato como unica fuente de
carbono y midiendo la concentracion de H2S con respecto al tiempo. De este modo fue
posible establecer el tipo de metabolismo dominante para cada uno de los consorcios

microbianos empleados en este estudio (Seccion 5.10).

Por otro lado, se establecio la ARS con ambas comunidades utilizando la celulosa cristalina
grado reactivo (JT Baker) como sustrato (CC), tomando en cuenta que segun el incremento
del area superficial se favorece el contacto de las BSR. La ASR se evalud siguiendo la

produccion de HaS para observar la diferencia entre la CS y la CC.

Finalmente, después de evaluar y analizar los resultados de las etapas anteriores, se
caracteriz6 el agua del caso de estudio seleccionado para esta tesis, y se establecio la
cinética para precipitar el As presente en esta agua, empleando la CC como sustrato y M2

como biomasa sulfatorreductora.

Una vez terminada la cinética se procedio a analizar el As en solucion por espectroscopia
de absorcion atémica (EAA) (Seccidon 5.13) y el precipitado formado se observd con un

microscopio electronico de barrido (MEB) (Seccion 5.15).
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A manera de resumen se presenta el esquema metodologico del presente trabajo de tesis en

la Figura 10.
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Figura 10. Diagrama de flujo del disefio experimental. Donde A.R.S. se refiere a actividad
reductora de sulfatos, JH y M2, se refiere a los consorcios provenientes de esos sitios de muestreo,
AGYV (acidos grasos volatiles), EFC (electroforesis capilar); EAA espectroscopia de absorcion
atomica.

DQO, S04, SSV, SSF,
SST, Eh , Temperatura,

A continuacion se describen con detalle los métodos analiticos empleados en la presente

tesis.
5.4. Caracterizacion del sustrato organico (Celulosa).

5.4.1. Determinacion de materia organica e inorganica de la celulosa.

Se adapto el método 2540 E (Eaton et al., 2005) para cuantificar solidos suspendidos
volatiles, utilizandose 0.15 g de celulosa por crisol. La prueba se llevd a cabo por
triplicado. Para determinar las proporciones de componentes organicos e inorganicos en la

celulosa, la muestra de celulosa se llevo a incineracion comenzando con una temperatura de
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105°C. Una vez que la muestra se mantuvo a peso constante, se incremento la temperatura
en 50°C hasta llegar a 800°C, posteriormente se elevdo a 900°C, finalizando con su

calcinacion a 1000°C (Seccion 6.2).

5.4.2. Pre-tratamiento de la celulosa.

El material empleando como fuente de celulosa solida (CS) (CsHi00s)n fue papel
adsorbente Kimberly Clark, se determiné el aporte de carbono total medido de manera
indirecta como DQO con el método 5220 C a reflujo cerrado del Métodos Estandar (Eaton
et al., 2005), asi como el contenido de SO4* por el método turbidimétrico 4500-E del
Métodos Estandar (Eaton et al., 2005). Se establecieron dos condiciones de uso de la
celulosa como fuente de carbono, la primera fue un tratamiento térmico, y la otra opcion
fue humedecerla y secarla. Lo anterior se plante6 como una posibilidad de que el

tratamiento térmico hiciera mas disponible la fuente de carbono para las BSR.

De acuerdo a la literatura (Sun y Cheng, 2001), la explosion térmica permite incrementar la
tasa de degradacion de materiales lignoceluldsicos. Este tratamiento consiste en la
exposicion de la celulosa con vapor saturado a 121°C y 15 psig durante 30 min. La celulosa
que paso por este proceso se le denominé celulosa tratada (CT). Los resultados obtenidos
en la degradacion de este tipo de celulosa y los consorcios microbianos empleados se

presentan en la seccion 6.4.1.

La celulosa sin tratar (CST) correspondi6 a aquella que solo fue humedecida, disgregada y
secada a 100°C durante 18 horas, tiempo en el cual se llevd a cabo la remocion total de
agua. Para el secado se empled una estufa de conveccion Modelo HEC-41 (Mca.

Lumistell).

Con estos experimentos se determind cual de las dos formas de celulosa favorecia la
biodegradacion por ambos consorcios y en base a dichos resultados se selecciono el tipo de
celulosa a aplicar al resto de los experimentos de la presente tesis.

5.4.3. Relacion de carbono en la celulosa.

Para establecer la cantidad de celulosa que se adicionaria por experimento, se hizo un

balance del contenido de carbono (C) proporcionado por el medio liquido Postgate C
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(seccion 5.1.1), siendo este equivalente a 2700 mg de C L' y considerando un porcentaje
teorico de carbono que aporta el monomero de la celulosa (CéH100s)n equivalente a 444 mg
se obtuvo la cantidad de mg L' que se tienen que utilizar de (CsH10Os)a en el medio
nutritivo, la operacion realizada se muestra en la ecuacion 12:

1mg(CeH10 05 )n x 2700mg C L™t
444mgC L1

Ec.12

mg.(C¢Hyg 05 )y L7 =

De donde se obtuvo un valor de 6080 mg (CsH1005)n L', por lo que, en experimentos
realizados en botellas serologicas de 260 mL se adicionaron 1580 mg de celulosa, en los
experimentos de 120 mL el requerimiento de celulosa fue de 730 mg, en los experimentos a
un volumen de reaccion de 60 mL el equivalente de celulosa fue de 356 mg y en los

experimentos correspondientes a volimenes de reaccion de 30 mL se utilizaron 182.5 mg.

5. 5. Adsorcion del sulfuro de hidrogeno en la celulosa.

Para comprobar que el sulfuro de hidrégeno (Hz2S), producido por los consorcios JH y M2,
no se adsorbia en la celulosa, lo cual podria subestimar la produccion del mismo, se realizo
una cinética de 28 dias, en botellas serologicas de 120 mL. Estas botellas contenian medio
mineral nutritivo sin SO4>, 730 mg de celulosa y sulfuro de sodio (Na2S*9H:0). Este
ultimo, se utilizé en 5 diferentes concentraciones (0.91, 2, 4.4, 8,y 15.8 mM) a un pH de 7.
Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado. Los resultados se presentan y discuten

en la seccién 6.3.

5.6. Evaluacion de la ASR con CT y CST.

La evaluacion de la degradacion de celulosa tratada (CT) y sin tratar (CST) se llevo a cabo
en botellas seroldgicas cerradas con un volumen de reaccion de 120 mL. El modo de

operacion para cada tratamiento fue el siguiente:

e CT: Para exponer a la celulosa a la explosion térmica se adicionaron los 0.73 g a
cada una de las botellas serologicas y se colocaron en la autoclave, las botellas se
dejaron enfriar a temperatura ambiente para adicionar la biomasa sulfato reductora

de los consorcios JH y M2 y el medio mineral nutritivo esterilizado previamente.
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e CST: Se disgrego la celulosa como se describe en la seccion 5.4.3. y se colocaron
0.73 g de la misma en cada botella seroldgica previamente esterilizadas junto con el

medio mineral nutritivo y los biomasa sulfato reductora de los consorcios JH y M2.

La CS se adicion6 como papel absorbente siendo la unica fuente de carbono. El medio
mineral nutritivo contenia: (mg L™): NH4Cl (1000), KH2POs (500), CaCl22H20 (40),
4cido ascorbico (100), tioglicolato (100), y el SO4* (mg L) fue adicionado tnicamente
como Na2SOs (4536) para evitar que el sulfuro producido se precipitara por la adicion de
metales en la solucion nutritiva. Los compuestos utilizados fueron grado reactivo (JT Baker
y Bioxon). Todas las cinéticas de produccion de sulfuro de hidrogeno se realizaron por
duplicado. La Figura 11 muestra la apariencia de la celulosa al inicio de los experimentos

con CS.

Figura 11. Botellas seroldgicas de 120 ml con celulosa sé6lida (CS) como fuente de carbono.

5.7. Perfiles de concentracion de AGV como productos de biodegradacion de la
celulosa.

Para obtener el andlisis de la biodegradacion de la celulosa en ambos consorcios, se
utilizaron botellas de vidrio de 260 mL con septas de neopreno. Los experimentos se
llevaron a cabo por duplicado. Para analisis de AGV por electroforesis capilar (EFC) se
tom6 1 mL cada 24 horas y se congelaron hasta su determinacion. Para la determinacion de
DQO soluble, se tom6 1 mL cada 48 horas (filtracién a 0.2 um) y se empled el método
colorimétrico a reflujo cerrado 5220 D (Eaton, 2005). Para la determinacion de HaS se
tomo una alicuota de 0.1 mL cada 24 horas y se empled el método colorimétrico de Cord-

Ruwisch (1985). En este experimento se adicionaron 1580 mg de CS al medio mineral
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nutritivo y la biomasa sulfatorreductora de ambos consorcios (JH y M2.). En todos los

casos se consideraron duplicados.

5.7.1 Determinacion de AGYV por EFC.

Los acidos grasos volatiles AGV considerados para su cuantificacion fueron: acetato,
butirato, citrato, lactato y piruvato mediante EFC (Agilent 1600®) y se emple6 una columna
de silica combinada. La columna era de 72 cm de longitud efectiva y 50 um de diametro
interno. Previo a la EFC, la soluciones fueron centrifugadas, diluidas 1:1r0 y filtradas a

0.1um para evitar taponamiento en la columna.

El electrdlito soporte de la columna contenia 5 mM de 2,6- acido dicarboxil piridina y 0.5
mM de bromuro de acetiltrimetilamonio como modificador del flujo electrosmotico, el pH

del electrolito fue ajustado a 5.6 con 1M de NaOH.

Antes de cada inyeccion, a la columna de EFC, el capilar fue pre-acondicionado durante 4
minutos mediante enjuague con la solucidn electrolito. Las muestras fueron inyectadas a
una presion de 50 mbar por 6 segundos. El voltaje que se aplico fue de 25 kV y la
temperatura del capilar fue de 20°C. La deteccion se llevé a cabo con un detector UV a una

longitud de onda de 350 nm empleando una referencia a 200 nm.

Todos los compuestos quimicos utilizados para la curva de calibracion fueron grado
reactivo. Se utiliz6 agua desionizada de 18 uS cm’' para preparar los estandares, las
diluciones de las muestras y los electrolitos. El control del sistema, la recopilacion de datos
y el analisis fueron hechos a través del software ChemStation B.01.03. Estos analisis se
llevaron a cabo en las instalaciones del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y

Tecnologica dentro del marco de colaboracion del Proyecto FMSLP-2005-C01-32.

5.8. Evolucion de potencial de é6xido reduccion en cinéticas microbianas.

La cinética del potencial de 6xido reduccion se sigui6 en botellas seroldgicas de 120 ml por

duplicado para cada una de las comunidades.

El potencial redox se determind en una alicuota de cada una de las botellas de 0.5 ml

colocada en viales &mbar esterilizados, de 4 ml, y la lectura se obtuvo con un multimetro
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digital Protek 506 conectado a un electrodo de platino (Pt) y un electrodo de referencia de

Ag/AgCl (Labastida, 2007).

El método de calibracion del electrodo Ag/AgCl se realizd6 mediante soluciones estandar
saturadas del par redox quinona /hidroquinona (Ver anexo A.8). El error relativo obtenido
fue de £ 5 mV con respecto al electrodo de Ag/AgCl, este error sirvido de ajuste para
obtener todos los potenciales referidos en este trabajo con respecto al electrodo normal de

hidrégeno (ENH).

5.9. Determinacion de la capacidad de fermentacion e hidrdlisis de JH y M2.

Para determinar la capacidad de fermentacion e hidrolisis en ambos consorcios, se trabajo
en botellas seroldgicas de 60 mL., estableciéndose un dispositivo de desplazamiento de gas
como el que se muestra en la Figura 12. En éste, se requiere el uso de una solucion salina
acida saturada donde se recupera el gas generado por la oxidacion de la materia organica.
Esta solucion se prepard con cloruro de sodio comercial (NaCl) y se ajusto el pH a 2 con

HCI (Modificado de Visser, 1995).

La manguera transportadora de gas, conectada a la cabeza de aire del sistema biologico fue
adaptada en sus extremos con puntas de jeringa y sus respectivas agujas. Se conectd una
punta a la septa de la botella seroldgica de 60 mL, y después el otro extremo a la que
contenia la solucion salina — acida; el liquido desplazado se recogid en una probeta

graduada para cuantificarlo.

El volumen ocupado por el liquido en las botellas de 60 mL del sistema bioldgico se
establecio a un 50% de su capacidad maxima, por lo que se utilizaron 30 ml de medio
mineral nutritivo con 4536 mgL! de Na2SO4, biomasa de cada consorcio (72 mgL™!) y el
sustrato correspondiente, celulosa cristalina para la hidrolisis y glucosa para la

fermentacion. Lo anterior se establecid con una relacion de DQO/SSV=0.5 (Celis, 2004).
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Solucion salina-acida

.
Manguera

transportadora

Botella de 60 mL liquido
- Probeta

; graduada

Figura 12. Dispositivo de medicion del gas producido por fermentacion e hidrolisis.

Con el fin de comprobar que el desplazamiento del liquido obtenido no era por la reduccion

de SO4> a HaS, se establecié como blanco el mismo sistema pero sin adicionar SO4>".

5.10. Produccion de H>S con acetato como fuente de carbono.

En estos experimentos se utiliz6 acetato de sodio (CH3COONa) como tUnica fuente de
carbono junto con el medio mineral nutritivo, para analizar el comportamiento en cuanto a
la velocidad de produccién de sulfuro de ambos consorcios con respecto al sustrato
organico. De esta forma se pudo establecer la complejidad de la comunidad microbiana que
esta conformada por los diferentes consorcios de bacterias existentes y se obtuvo un
parametro de andlisis para describir el tipo de oxidacion del sustrato. Estos experimentos se

realizaron en botellas seroldgicas de 120 ml por duplicado.
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5.11. ARS con CC como fuente de carbono.

Para tener la comparacion del comportamiento de produccion del HzS utilizando la CS y la
CC, se establecid un experimento en botellas de 120 mL con ambas comunidades (JH y

M2), igual que en la seccion 5.7, la inica variante fue la adicion de celulosa grado reactivo.

5.12. Determinacion de la concentracion de metales y arsénico en el agua de estudio.

La determinacion de metales (Cu, Cd, Fe, Pb y Zn) en el agua de CB, se llevo a cabo por
espectroscopia de absorcion atomica (EAA) empleando un espectrofotometro de absorcion
atomica PERKIN ELMER 3110. Los limites de deteccion para estos metales, fueron de
(mg L): 0.07, 0.03, 0.10, 0.19, 0.02 respectivamente.

La determinacion de As se realizd en dos equipos diferentes: el Spectra 220 Varian se
utilizo para concentraciones de As mayores a 3 mg L!; el Perkin Elmer A Analyst 200
acoplado a un generador de hidruros modelo FIAS 100 se utilizd para concentraciones
inferiores a 3 mg L', y para determinacion de As** se modificé el protocolo de analisis de
As total eliminando la etapa de preliminar de reduccion del método de generacion de

hidruros.

5.13. Estabilizacion del agua de CB en sistemas batch.

Después de haber realizado la caracterizacion de las cinéticas de degradacion de celulosa
por los consorcios JH y M2, se establecio un sistema de remocioén de As con el consorcio
que resultd ser mas adecuado, adicionando celulosa cristalina y el agua con As (CB) como
medio mineral liquido. Estos sistemas se implementaron en botellas serologicas de 120 mL,
siguiendo la produccion de sulfuro diariamente durante 28 dias, este Gltimo experimento se
realizo por triplicado. Al término de la cinética se tomaron 10 ml de solucién nutritiva de
cada una de las botellas serologicas, se ajustd el pH a 2 con HNOs 2M vy se filtraron con
acrodiscos de fibra de vidrio de 0.2 pm. Se analiz6 la concentracion de As en solucidon por

EAA. Los resultados se discuten en la seccion 7.4.

5.14. Caracterizacion del precipitado final por MEB.
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El analisis del precipitado formado, se inici6 haciendo precipitar el H2S residual en las 3
botellas, precipitandolo con Cu(NO3)2¢2.5H20. Una vez eliminado el H2S en solucion, se

filtraron 10 mL de cada botella analizar el SO4* y la DQO.

El precipitado de As formado fue puesto a secar a 100°C hasta retirar la humedad por 2
horas, el residuo se pulveriz6 y se colocd en soportes metalicos para su analisis
microscopico. Los precipitados formados se analizaron utilizando espectroscopia de energia
dispersa (EDS; EDAX, Mod. DX4) acoplado a un microscopio electronico de barrido
(MEB; Philips, modelo XL30). Los resultados obtenidos se presentan en la seccion 7.5.
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6. RESULTADOS SOBRE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA
SULFATORREDUCTORA

Considerando que para una remediacion biologica de agua es necesario conocer la
caracterizaciéon de los microorganismos que la llevan a cabo y el conocimiento de la
termodindmica del sistema, se llevaron a cabo los siguientes experimentos con las

comunidades de bacterias sulfatorreductoras, JH y M2.

La ecuacion de Gompertz (ver apéndice A.1), representada en lo sucesivo en cada grafica
por lineas continuas (JH) y punteadas (M2), fue empleada para modelar el comportamiento

de la produccion de sulfuro y los AGV generados por degradacion de la celulosa.

6.1. Cinética de produccion de biomasa sulfatorreductora.

Como primer paso se verifico la velocidad de produccion de H2S biogénico especifico para
los dos consorcios microbianos que se evaluaron en el presente trabajo, este valor
proporciond la velocidad maxima de produccion de sulfuro biogénico en mmol de H2S/mg

SSV.

El ajuste de los datos experimentales de todas las cinéticas evaluadas en el presente trabajo
se ajustaron con el Modelo de Gompertz (Apéndice 1). Este modelo permiti6 establecer: la
constante cinética de primer orden (k), la maxima produccion especifica (§) y la velocidad

maxima de produccion de sulfuro (Vmax), asi como el tiempo de la fase lag (Xc).

En las Figuras 13 y 14 se presentan dos cinéticas con el medio mineral nutritivo Postgate
modificado, con acetato, citrato, lactato, piruvato y extracto de levadura, como fuentes de
carbono. Esta cinética se realizd para mantener activas a las comunidades de trabajo, antes

de ser evaluadas con la celulosa como fuente de carbono.

En la Tabla 3, se presentan los parametros cinéticos obtenidos del modelo de ajuste
aplicado a los datos experimentales de la produccion de H2S con medio Postgate C para un
volumen de reaccion de 120 ml (Figura 13). De estos resultados se observa que existe una
diferencia de 4.1 mmol H2S/g SSV*h con respecto a la Vmax de produccion de sulfuro entre

el consorcio M2, que es el que presenta una mayor velocidad, con respecto a JH. Caso
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contrario se presenta con la produccion de Hz2S, donde JH logra producir 2.5 mM maés con

respecto a M2.

2

Concentracion especifica
(mmol H S/mg SSV)

200

150
Tiempo (h)

250 300

350

Figura 13. Comportamiento en la producciéon de H,S de comunidades JH (m) y M2 (o) en presencia
del medio Postgate modificado. Volumen de reaccion 120 mL. Modelo Gompertz: JH (- -) para M2

Tabla 3. Parametros cinéticos obtenidos en la produccion de H,S con Medio Postgate C en

120 mL.
Vinax g (H,S) [HS] Fase K
mg SSV L' | Consorcio | (mmol H,S/ 2 0
w SSy+y | mmoVmgSSV)|  (mM) |lag®) | ()
12 JH 7.2 0.9383 11.3 77.35 10.0208
10 M2 11.3 0.8759 8.8 60 10.0349

Se realizd una cinética con mayor cantidad de biomasa, tomando en cuenta la biomasa

disponible de cada uno de los consorcios, en ese momento, se decidio trabajar con un

volumen de 60 mL.

En la Tabla 4 se puede observar que al tener una mayor cantidad de biomasa y un menor

volumen de reaccion las BSR, en ambos consorcios, presentaron una fase de aclimatacion

relativamente corta (entre 14 y 19 s) como se puede observar en la Figura 14.
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Tabla 4. Parametros cinéticos obtenidos en la produccion de H,S con Medio Postgate C

en 60 mL.
Vinax g (H,S) [H:S] Fase K
SSVL!|C i 1 H,S/ 2
mg onsorcio (‘;“g‘s"v*;) (mmol/mg SSV) | (mM) |lag(h)| (b
207 JH 0.4 0.0314 6.5 0.0054 | 0.0347
234 M2 0.08 0.0430 10.1 0.00351 0.0026

En esta misma Figura 14, se puede observar una respuesta unimodal para JH y bimodal
para M2. Lo anterior podria ser atribuido, como fue sugerido por Marquez (2008), que
estos consorcios son significativamente diferentes con respecto a su biodiversidad, y que en
el consorcio JH prevalecen comunidades sulfatorreductoras y en M2 existen comunidades

hidroliticas y sulfatorreductoras.
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Figura 14. Comportamiento en la produccion de H,S de comunidades JH (m) y M2 (0) en presencia
del medio Postgate modificado en 60 mL. Ajuste Modelo Gompertz: JH (- -), M2 (--+).

Los sistemas de produccion de biomasa (SSV) con el medio Postgate presentaron una gran
variabilidad en el contenido total de la biomasa, por lo que el analisis de las cinéticas
realizadas, para poder ser comparadas, se refiere a la tasa especifica de produccion del H2S.
Todos los indculos recuperados de los sistemas de produccion de biomasa se tomaron en la

fase estacionaria de la producciéon méaxima de sulfuro biogénico
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6.2. Caracterizacion del sustrato organico.

Los analisis de DQO como medida del contenido de carbono de la celulosa y SO4*
indicaron un contenido de 1 g de celulosa contiene una DQO de 1325.07 + 3146 mg L' y
un valor no detectable de sulfatos. Dentro de esta caracterizacion se obtuvo un valor de

0.9494 +0.0014 mg L' de SSV y 0.026 + 0.0016 mg L' de SSF.

En la determinacién de la parte orgédnica e inorganica de la celulosa se encontro que el
96.4+0.0019% es materia organica, lo cual quiere decir que se tiene un contenido de
materia organica medida como DQO, de aproximadamente 1277.4 £ 31.46 mg L' y el 3.5
+0.0016 % restante lo conforma la fraccion inorganica. La pérdida de peso de la muestra
con incremento gradual de la temperatura, de 105°C a 1000°C, permite diferenciar la

fraccion orgénica e inorganica de la muestra (Figura 15).
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Figura 15. Perfil de combustion de la celulosa

6.3. Cinética para descartar la adsorcion de H:S en la celulosa.

Previo a las cinéticas, se evaluo el comportamiento del sulfuro en presencia de la celulosa

para descartar pérdidas de H2S por adsorcion en el sustrato.

Se utilizé NaxS en las siguientes concentraciones 0.91, 2, 4.4, 8,y 15.8 mM a un pH de 7

por un periodo de 27 dias, en las cinco concentraciones monitoreadas existio un fendmeno
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de adsorcidon-desorcion en las primeras 200 h como muestra la Figura 16, con una
adsorcion inducida por la adherencia del NaxS a la celulosa al momento de la preparacion

para dar inicio a la cinética.

Este experimento se mantuvo sin agitacion las primeras 150 h, y como se observa en la
Figura 16, la desorcion del NaxS se vio beneficiada al iniciarse la agitacion constante a 100
rpm a las 180 horas. Hecho por el cual se decidié poner todos los experimentos siguientes

en agitacion.
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Figura 16. Adsorcion de H,S sobre celulosa solida (CS) a diferentes concentraciones iniciales de
H,S: 0.91 mM (¢), 2 mM (+), 4.5 mM (m), 8.1 mM (x), 15.8 mM (¥*).

6.4. ARS con CT y CST.

Se utilizaron dos métodos de pretratamiento buscando facilitar la degradacion de celulosa
para ambos consorcios de BSR, el primero que consistié en una explosion térmica (CT) y la
segunda en disgregacion en agua de la celulosa (CST). A continuacion se analizan los

resultados obtenidos en ambos.

6.4.1. ARS con CT por explosion térmica.
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En este experimento la celulosa fue pretratada con el método conocido como explosion
térmica (seccion 5.6). La ARS de estos inoculos se puede observar en la Figura 17. La
cinética de produccion del H2S tiene un comportamiento ciclico, que es mas evidente en el
caso de JH debido a las concentraciones tan bajas alcanzadas con este consorcio con una
concentracion maxima de 1.2 mmol H2S L' con una fase de aclimatacion de 40 h més que
M2 como se observa en la Tabla 5. El consorcio M2 alcanza 3.1 mmol H2S L' a una mayor
velocidad que el consorcio JH. Las fluctuaciones se observan en tiempos cortos y
posteriormente se observan zonas en estado cuasi-estacionario para este ultimo consorcio.
El comportamiento de M2 sobre la produccion de H2S podria relacionarse a la capacidad
hidrolitica de este consorcio, capacidad con la que no cuenta el consorcio JH y que

explicaria su comportamiento erratico de produccion de HzS en el sistema.

Tabla 5. Parametros cinéticos obtenidos en la produccion de H»S con celulosa tratada (CT).

Vmax ~
1 . q (H,S) [H:S] Fase K
mg SSV L™ | Consorcio (';"S“é’{,gﬁ)S/ (mmol/mg SSV) | (mmol L) | lag (h) | (h™)
22.5 JH 2.2 0.0514 1.2 120 |0.0203
30 M2 3.07 0.1024 3.1 80 10.0301
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Figura 17. ARS especificas de JH (m) y M2 (0) con la celulosa tratada (CT). Ajuste Modelo
Gompertz: JH (- -), M2 (--).

6.4.2. ARS CST disgregada en agua.
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En la figura 18, se observa la cinética de degradacion de CST siguiendo la concentracion
acumulada de H2S. Se realiz6 una disgregacion de la celulosa en agua, esperando que este
experimento no estuviese limitado por el area de reaccion que podria ser otra variable a

considerar en el analisis de resultados.

La concentracion de HaS en las botellas serolégicas, alcanzé un valor de 10.9 mmol L

para JH y para M2 fue de 8.8 mmol.

Tabla 6. Parametros cinéticos obtenidos en la produccion de H,S con celulosa disgregada

(CST).
Vinax G (H,S) [HS] Fase K
SSVL'|C i 1 H,S/ 2 2
me onsorcio (';lglé’v*ﬁ) (mmol/mg SSV) | (mmol L) | lag (h) | (h™)
35 JH 0.2 0.3001 10.5 127 10.0017
27.5 M2 0.32 0.3195 8.8 95  10.0027
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Figura 18. Cinética de H>S empleando celulosa disgregada en agua con los consorcios JH (m) y
M2 (o). Ajuste Modelo Gompertz: JH (- -), M2 (:-).

La concentracion de HaS alcanzada en este caso fue mayor en ambos consorcios que la
alcanzada con el pretratamiento de explosion térmica. Con los valores de velocidad de
produccion de HzS y la concentracion de H2S en ambos consorcios, la CST resulto ser de
mas facil degradacion ya que con la CT se disminuy6 en ambos consorcios la produccion

de H2S, el cual es el producto de interés en este caso, para poder lograr la remediacion
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biologica anaerobia. La disminuciéon podria ser atribuida a una pérdida del material
organico inicial soluble en la celulosa que estd disponible al inicio para los consorcios
microbianos, por lo que estos resultados sugirieron trabajar posteriormente con papel sin

tratamiento térmico.

6.5. ARS y el control del En.

Una vez evidenciado, por la lectura del H2S en solucion, que las bacterias podian llevar a
cabo la degradacion de celulosa, se siguid el potencial redox de los sistemas como una

funcion del tiempo durante la degradacion de la celulosa sin tratar.

La degradacion de la fuente de carbono depende del tipo de BSR presente en los sistemas
biologicos, y la diversidad metabdlica permite establecer diferencias en la evolucion del
potencial redox. La Figura 19 muestra la variacion del En con respecto al tiempo para los
dos consorcios de BSR y empleando CST como sustrato. De acuerdo a la literatura (Thauer
et al., 1989; Rittman, 2001), la actividad microbiana sulfatorreductora puede presentarse a
potenciales de -220 mV. Sin embargo, los valores pueden fluctuar en funciéon de la
diversidad microbiana y de la cantidad total de especies oxidadas y reducidas en el medio.
En este caso, se observa que el comportamiento del potencial redox para ambos consorcios
es similar, alcanzando un estado cuasi-estacionario entre 0 y -100 mV entre las 200 y 900

horas, con un decaimiento posterior hasta -220 mV para tiempos mayores.

Se observan en todos los casos fluctuaciones, que pueden ser atribuidas a variaciones en las
concentraciones de las especies oxidadas y reducidas por otros procesos como pueden ser la
absorcion temporal del H2S por la biomasa de los consorcios o inclusive sobre el sustrato
solido como fue descrito anteriormente (Figura 16). Las variaciones de la concentracion de
sulfuro de hidrogeno, pueden explicar las fluctuaciones del potencial redox, provocadas por
la presencia de otros agentes oxidantes presentes inicialmente o que fueron formados como
intermediarios de la degradacion de la celulosa (e.g. acidos grasos volatiles) (Boltes et al.,

2008; Muyzer y Stams, 2008).

En la Figura 19 se observa que utilizando celulosa como donador de electrones, la
disminucion del En es mas lenta debido a la complejidad del sustrato, lo cual era una

hipodtesis por demostrar para confirmar la finalidad de su uso que es el control de la
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reduccion del medio de manera gradual a fin de evitar la reduccion del As hasta arsina.
Ambos consorcios empiezan rapidamente a consumir la materia orgdnica que se encuentra
soluble en el medio liquido y comenzando la reduccion del medio por la presencia de otro
tipo de bacterias que utilizan el oxigeno como aceptor de electrones, las cuales se asume

que pueden ser hidroliticas o acidogénicas (Visser et al., 1996).

La Figura 19 presenta la cinética variacion del Eu en el consorcio JH y M2, con respecto a
JH se puede ver que en un tiempo de 218 h alcanza un potencial negativo de -5.9 mV
llegando a su potencial mas bajo en esta cinética a las 1085 horas, con un valor de -199.2
mV. En contraste, el consorcio M2, alcanza un potencial negativo a las 312 h con un valor
de -43.4 mV y su valor mas bajo de potencial a las 1013 h con un valor de -214 mV, muy
cercano al potencial redox reportado para aguas naturales cuando se emplea sulfatos como
aceptor de electrones y se obtiene como producto sulfuro biogénico (Stum y Morgan,

1996).

Para comprobar que se estaba llevando a cabo la ARS de manera conjunta con el descenso

del En, se siguié de manera simultanea la produccion del HaS (ver Apéndice 4).

Tanto JH como M2, presentan un estado cuasi estacionario a partir de las 200 a las 800 h,
en un valor de potencial alrededor de -50 mV, lo cual hace suponer que interactia otro
aceptor de electrones que no es exclusivamente el sulfato, o bien que se trata del equilibrio
de sulfatos con otra especie intermediaria dentro del ciclo del azufre, entre las que podrian

mencionarse el tiosulfato o el azufre elemental.

Las reacciones de media celda (Bard et al., 1985) que se presentan de la Ec.12 a la Ec.16,

corresponden a las reacciones del sulfato y sus intermediarios:

S02~ +8e™ + 10H' & H,S + 4H,0 E°=300.2mV  AG=-231.7Kjmol'  Ec.12
SO}~ +8e~ +9H™ & HS™ + 4H,0 E°=248.5mV  AG=-191.8Kjmol'  Ec.13
S0?~ +8e™ + 8H' & 52 + 4H,0 E°=1523mV  AG=-117.5Kjmol’  Ec.14

2507~ +8e~ + 10H* & S,0%™ + 5H,0 E°=287.7mV  AG=-215.14 Kj mol Ec.15
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4S02™ +20e™ + 20H* © 5,02~ + 10H,0 E°=215mV  AG=-4149Kjmol’  Ec.16

En base a los resultados obtenidos de la evolucion del Eu se puede concluir que ambas
comunidades logran conseguir el ambiente anaerobio utilizando la celulosa como donador
de electrones y propician un medio adecuado para desarrollar la actividad bioldgica de las
BSR, pudiendo alcanzar de manera progresiva un potencial reducido suficiente para

precipitar el As presente en solucion.
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Figura 19. Cinética de Potencial de Oxido Reduccion (Ex) con los consorcios JH (m) y M2 (0) en
presencia de celulosa.

6.6. Perfiles de concentracion de AGV como productos de biodegradacion de la
celulosa.

La biodegradacion anaerobia de celulosa a AGV es un proceso que involucra muchas
bacterias fermentadoras, incluyendo las BSR. Las BSR participan en la degradacion de

polimeros y monomeros que producen AGV (Greben et al., 2006).

Por lo tanto la dindmica de biodegradacion de la celulosa involucra la generacion de
perfiles de AGV que se modifican conforme avanza las reacciones que van interviniendo

(Tabla 1, Seccion 4.3).
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Los resultados de los andlisis de AGV totales expresados como la XAGVi, en mmol
AGVi/mg SSV, de los sistemas de degradacion de celulosa se presentan en la Figura 20.
Estos incluyen las determinaciones analiticas de: 4cido acético, acido butirico, acido citrico,
acido lactico y acido piruvico, generados por los consorcios microbianos JH y M2. La
biomasa de cada indculo, medida como SSV, empleada en estos experimentos fue de 5.2
mg L' y 4.6 mg L respectivamente, los parametros cinéticos obtenidos del modelo de

Gompertz se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Parametros cinéticos obtenidos en la produccion de ZAGV; con celulosa.

A\Y ~
; . N 2AGV)) [ZAGV;] Fase K
mg SSV L | Consorcio | (mmol AGVy/ a( ! i i
g ( g SSy+h) | (mmolmgSSV) | (mmolL™) | lag() | (h )
52 JH 12.8 4.5012 23.4 132.7 10.0077
4.6 M2 31.22 6.1484 28.3 37.5 10.0138

Del andlisis de la Tabla 7 se observa que es mayor la concentracion de ZAGV en el
consorcio bacteriano M2, que tiene una velocidad maxima de produccion de los mismos de
2.43 mmol AGVi/g SSV*h mayor que JH, este a su vez tiene una fase lag 3.5 veces mas

larga que el consorcio M2.
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Figura 20. Perfil de concentracion total de los &cidos grasos como producto de la degradacion de la
celulosa en los consorcios JH (m) y M2 (0). Ajuste Modelo Gompertz: JH (- -), M2 (:--+-).
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A continuacién se analiza el comportamiento de ambos consorcios en la produccion de

cada uno de los cinco 4cidos grasos volatiles cuantificados en el presente trabajo.

6.6.1. Cinética de produccion de acido citrico.

El 4cido citrico (CcHsO7) no es un donador de electrones comun para las BSR. Estudios
realizados por industrias PAQUES han demostrado que la fermentacion de citrato conlleva
a la generacion de acetato y formiato, los cuales si suelen ser utilizados como donadores de

electrones para las BSR.

En la Figura 21, se puede observar que el acido citrico se encuentra soluble después de 24
horas de iniciado el experimento con el consorcio M2, no asi con el JH. Lo anterior puede
ser considerado como una evidencia de las diferencias metabolicas que existen en ambos
consorcios. Este resultado sugiere que el nimero de bacterias hidroliticas de celulosa es
mayor en M2 que en JH. Dentro del andlisis de los pardmetros cinéticos que se muestra en
la Tabla 8 se puede observar que la Vmax para este compuesto en el consorcio JH puede
considerarse despreciable en comparacion con M2, lo cual hace suponer que el mecanismo
de hidrolisis de la celulosa en JH es por una via diferente a la generacion de acido citrico
como intermediario. También se observa una produccién de citrico de 4.1 mmol L!

concentracion 68 veces mayor en M2 que en el consorcio JH.

Tabla 8. Parametros cinéticos obtenidos en la produccion de acido citrico (A.C.) a partir de

celulosa.
1 . Vinax g(A.C.) [A.C] Fase K
mg SSV 1| Consorcio (mlgglv‘:‘ilc)’/ €| (mmol/mg SSV) | (mmol L) | lag (h) | (h™)
5.2 JH 0.044 0.12 0.6 469 10.0010
4.6 M2 29.42 0.89 4.1 19.82 [0.0899

En M2 existe una maxima acumulacion de este compuesto a las 50 h igual a 0.89 mmol/mg
SSV. Una vez acumulado, y después de aproximadamente 150 horas este compuesto cae
dando lugar probablemente a la formacion de otros AGV, que empiezan a aparecer después
de este tiempo, sin embargo, se mantiene un remanente igual al 50% del maximo

acumulado. De hecho, Khan y Trottier (1978) realizaron estudios donde adicionaban citrato
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como amortiguador de pH y En y observaron que existia una acumulacion de AGV la cual

fue atribuida a la descomposicion de este compuesto.
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Figura 21. Cinética de produccion de acido citrico generado por la hidrélisis de celulosa con los
consorcios JH (m) y M2 (0), en condiciones sulfato reductoras.
Ajuste Gompertz: JH (- -), M2 (-).

6.6.2. Cinéticas de produccion de acido butirico.

Dentro de la hidrolisis de celulosa uno de los acidos grasos volatiles formados es el acido
butirico (C4HsOz2). La fermentacion del acido butirico C4HsO2 fue descubierta por Luis.
Pasteur en 1854, al convertirse glucidos presentes en acido butirico, por accion de las
bacterias anaerobias Clostridium butyricum. ElI C4HsO2 es un sustrato comiin utilizado por
las BSR (Muyzer y Stams, 2008).

En la Tabla 9 se resumen los pardmetros cinéticos obtenidos del ajuste Gompertz realizado
a la Figura 22, donde se puede observar que en la generacion de C4HsOz el consorcio M2
resulta tener una velocidad de produccion 8 veces mayor que JH, la maxima produccion
especifica de H2S es 0.35 mmol/mg SSV mayor en M2 que en JH al igual que en la
concentracion méaxima alcanzada de A.B. en solucion, M2 logra producir 2.5 mmol L que

JH.
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Tabla 9. Parametros cinéticos obtenidos en la produccion de acido butirico (A.B.) a partir de

celulosa.
mg SSV L | Consorcio (mmzllmng/ a(A.B.) [A.B.] Fase K
g SSVh) € | (mmol/mg SSV) | (mmol L) | lag (h) | (h™)
5.2 JH 1.950 0.4077 2.1 96.9 10.0130
4.6 M2 15.24 1.1483 5.3 55.6 |0.0361
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Figura 22. Cinética de produccion de acido butirico generado por la hidrélisis de celulosa con los
consorcios JH (m) y M2 (0), en condiciones sulfato reductoras. Ajuste Modelo Gompertz: JH (—),

6.6.3. Cinética de produccion de acido lactico.

El acido lactico (CsHeO3) es uno de los AGV de mas facil degradacion para las BSR.
Especies como Desulfovibrio utilizan fuentes de carbono de bajo peso molecular tales como

el etanol, acido acético y el acido lactico (White et al., 1997).

En este estudio, a diferencia de lo observado con el consorcio M2, el consorcio microbiano
JH presentd una mayor produccion de lactico dentro de las primeras 50 y 100 horas. Lo
anterior podria ser atribuido a que en este consorcio tiene mayor cantidad de
microorganismos que producen a partir de la hidrélisis de celulosa acido lactico, y este

ultimo es el sustrato de mayor afinidad para las BSR.
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Tabla 10. Parametros cinéticos obtenidos en la produccion de acido lactico (A.L.) a partir de

celulosa.
; . Vinax 4(A.L) [A.L] | Fase | K
mg SSV L | Consorcio (mlg(s)i;:ill)“/ g (mmol/mg SSV) | (mmol L) | lag (h) | (b))
52 JH 152.81 0.9504 4.9 11.95 [0.4369
4.6 M2 27.26 0.5973 2.7 455.2210.1240

De la misma forma la velocidad méxima de produccion de este sustrato en solucion es de

152.81 mmol A.L/g SSV *h 5.6 veces mas rapida que la Vmax en M2, como se observa en la

Tabla 10 que resume los pardmetros cinéticos para este sustrato. Con el consorcio M2 se

presentan dos etapas de produccion de lactato, como se observa en la Figura 23, la primera

se observa lineal y la segunda con tendencia exponencial se presentd después de su fase de

aclimatacion a partir de 455 h.

En el caso del consorcio JH, también es posible observar dos etapas de produccion de acido

lactico, la primera se observa desde los primeros tiempos de muestreo 12 h alcanzando un

estado pseudo estacionario a las 100 h, y posteriormente un estado ciclico de produccion y

consumo, con una tendencia de decaimiento exponencial después de 350 h, alcanzando un

minimo a las 800 h.

Concentracion especifica

(mmol acido lactico / mg SSV)

O T T
B -

0.8 = —
0.6 [ - 3 o
- .

0.4 | ? ]

| | -
|
0.2 ° —
O
0.0 oo -0 - - - - ® > PR T -
1 " 1 " " 1 " " 1 " " 1 =
0 200 400 600 800
Tiempo (h)

Figura 23. Cinética de produccion de acido lactico generado por la hidrélisis de celulosa con los
consorcios JH (m) y M2 (o), en condiciones sulfato reductoras. Ajuste Modelo Gompertz:
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6.6.4 Cinética de produccion de acido acético

La acumulacion de acido acético en los sistemas en lote anaerdbicos es consecuencia de
mecanismos de oxidacion incompleta de la materia organica. La celulosa es hidrolizada y
fermentada hasta acido acético por comunidades anaerdbicas (Boltes et al. 2008; Muyzer y

Stams, 2008).

Las fibras de celulosa estan formadas por cadenas lineales de 100 a 1400 unidades de
glucosa unidas por enlaces B-1-4 glucosidicos. Las fibras estdin embebidas en una matriz de
hemicelulosas, pectina o lignina. La hemicelulosa consiste principalmente de xilanos o
glucomanosas, las cuales son cadenas laterales de unidades acetilos, glucoronilos o
arabinofuranosilos. Para hacer que las fibras de celulosa queden accesibles a los
microorganismos, la matriz de hemicelulosa, pectina o lignina debe ser degradada
microbiologicamente o solubilizada quimicamente. En la ecuacion 17, se puede observar
que la glucosa (Ce¢Hi1206), mondémero de la celulosa, es convertida por bacterias

acetogénicas a 3 moles de acetato (C2H40Oz2) por mol de glucosa (Gottschalk, 1986):
C6H1206 + 2H+ + 504_ - 3CZH402 + HzS + 4H20 Ec.17

Tabla 11. Parametros cinéticos obtenidos en la produccion de &cido acético (A.A.) a partir
de celulosa.

Vmax ~
1 . q(A.A) [A.A] Fase K
mg SSV L | Consorcio (mnslglvéiﬁ'/ €| (mmol/mg SSV) | (mmol L) | lag (h) | (h™)
52 JH 21.99 3.92 20.4 234 10.0153
4.6 M2 38.13 4.14 19.1 94.5 (0.0250

Como lo muestra la Tabla 11, la velocidad maxima de produccion especifica de acido
acético para el consorcio microbiano JH fue de 21.99 mmol A.A. /g SSV*h siendo la del
consorcio M2 mayor en 1.73 mmol A.A. /g SSV*h. En la Figura 24 se puede observar que
existe una mayor acumulacion de A.A. en M2, lo cual nos hace presuponer que se cuenta
con un consorcio que cuenta mayormente con BSR oxidantes incompletas ya que estan son

las que generan acetato como producto de su degradacion.
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Figura 24. Cinética de produccion de acido acético generado por la hidrdlisis de celulosa con los
consorcios JH (m) y M2 (o), en condiciones sulfato reductoras. Ajuste Modelo Gompertz: JH (- -),

6.6.5. Cinética de produccion de acido pirtvico.

Al parecer el producto inicial de la hidrolisis de la celulosa efectuado por el consorcio M2
conlleva a la formacion de éacido piravico (C3H40O3). Sin embargo, este compuesto de
cadena corta no es una fuente de carbono que haya sido reportada frecuentemente como

sustrato para comunidades de BSR.

El comportamiento de su concentracion en las cinéticas de celulosa con los consorcios
sulfatorreductores JH y M2 se muestra en la Figura 25. Al igual, de lo que se observo con
los perfiles de los AGV anteriores, el piravico, presenta diferencias muy marcadas en

ambos consorcios.

En la Tabla 12 se observa que JH tiene una Vmax 48.8 veces menor que la de M2 y en
cuanto a la concentracion maxima alcanzada de este acido, se tiene una concentracion de
6.8 mmol L' para M2, cantidad 2.6 veces més grande que la que se consigue con el

consorcio JH, quien presenta una fase de aclimatacion de 534 h mas que el consorcio M2.
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Tabla 12. Parametros cinéticos obtenidos en la produccion de acido acético (A.P.) a partir
de celulosa.

Vmax ~
1 . q(A.P.) [A.P] Fase K
mg SSV L™ | Consorcio (m';‘é’{,‘:‘l‘ll;‘/ € | (mmol/mg SSV) | (mmol L") | lag (h) | (h)
5.2 JH 14.15 0.5085 2.6 534 10.0756
4.6 M2 691.60 1.4764 6.8 17.77 |1.2729

Con respecto al consorcio M2, se puede ver en la Figura 25, la acumulacion de acido
pirtvico que se presenta desde los primeros tiempos de muestreo (18 horas) contrario a lo

que se observa con JH donde la acumulacion de este compuesto es observable s6lo después

de las 500 horas.
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Figura 25. Cinética de produccion de acido piravico generado por la hidrélisis de celulosa con los
consorcios JH (m) y M2 (0), en condiciones sulfato reductoras. Ajuste Modelo Gompertz:
JH(--), M2 ().

Ademads, se observa una fluctuacion de produccion y consumo de acido pirtivico en la
cinética de M2, similar a la observada durante la acumulacién de acido citrico con este
mismo consorcio, sin embargo, para tiempos largos (> 500 h) la presencia de acido piravico

llega a ser despreciable.

De los cinco acidos grasos cuantificados en ambos consorcios, se puede observar que JH

solo presentd una mayor produccion de acido lactico con respecto a M2, es por eso que al
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hacer la sumatoria de los cinco, como se mostrd en la Figura 20, M2 presenta una mayor

produccion de AGV y de igual manera una mayor concentracion de los mismos.

En los perfiles de acidos grasos determinados durante la hidrdlisis de celulosa con los dos
consorcios evaluados en este estudio, se puede concluir que presentan una diversidad de
microorganismos que se manifiesta observando que el comportamiento en la produccion de

cada AGV, es diferente.

Aunque en ambos consorcios deben de existir ASR, la diversidad de sus microorganismos
es diversa entre si, siendo una evidencia los intermediarios de AGV detectados para cada
uno de los consorcios. De manera paralela al seguimiento de la produccion de AGV, se
hizo el seguimiento de la acumulacion de H2S biogénico (como trazador de la ASR) en las
mismas botellas (ver apéndice A.7), asi como la determinacion de la concentracion de DQO

soluble que a continuacion se describe.

6.6.6. DQO generada en los consorcios JH y M2 por la degradacion de celulosa.

La Figura 26 muestra el comportamiento de la DQO cuantificada sin aplicar el ajuste por la
contribucién del sulfuro de hidrogeno en el valor de DQO en ambos consorcios. La
velocidad de generacion de materia orgédnica soluble en el sistema medido como DQO
presentd una velocidad maxima de 23.82 mmol DQO/ g SSV para el consorcio JH, y para
el consorcio M2 es de 34.82 mmol DQO/ g SSV. La DQO soluble cuantificada en las
cinéticas se asegurd filtrando las muestras a 0.2 pm para evitar interferencias por la
biomasa o por fibras de celulosa.

Tabla 13. Parametros cinéticos obtenidos en la produccion de DQO soluble a partir de
celulosa.

Vmax

1 . g(DQO) [DQO] Fase K
mg SSV L | Consorcio | (mmol DQO/ (mmol/mg SSV) | (mmol L) | lag (h) | (h™)

g SSV*h)
52 JH 23.824 24.90 129.5 | 35.65 [0.0026
4.6 M2 34.82 33.91 156.0 25.5 |0.0028

La alicuota tomada para la cuantificacion de DQO fue de 1 ml, cantidad que complicaba la

aplicacion de un pretratamiento de eliminacion del HaS en solucion. Por lo anterior se opto
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por establecer la reaccion de oxidacion del HaS en presencia de dicromato (Cr207>) En
base a la Ec.18, se obtuvo que por cada 3 moles de H2S se consumian 4 moles de Cr207>,
con esta relacion estequiométrica se determind la concentracion de DQO soluble en el
medio, restando la cantidad de Cr207*" consumida por la presencia de sulfuro de hidrogeno

en cada punto (ver Anexo 7).

3H,S + 4Cr, 02~ + 26H* & 3507~ + 8Cr3* + 350%™ + 16H,0 Ec.18
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Figura 26. Concentracion especifica de DQO para JH (m) y M2 (0) sin ajuste por sulfuro. Ajuste
Modelo Gompertz: JH (- -), M2 (:+++*).

En la Figura 27 se representa el comportamiento de la DQO final (DQOF) para las dos
comunidades, donde se observa que el consorcio M2 presenta una mayor concentracion en
mmol DQO/mg SSV, lo que nos confirma que es mayor la degradacién de la celulosa en

esta comunidad, originada por su diversidad microbiana.
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Figura 27. Comportamiento de la DQO final (DQOF) para las dos comunidades JH (m) y M2 (0).
Ajuste Modelo Gompertz: JH (- ), M2 (-+=*).

6.7. Analisis de la produccion de H2S con acetato como fuente de carbono.

Como se ha mencionado, existen bacterias que oxidan la materia orgénica completamente

hasta CO2 asi como bacterias que llevan la materia organica a acetato.

Con la finalidad de tener un pardmetro que permitiera identificar el tipo de oxidacion de la
materia orgdnica que realizaban los consorcios de estudio JH y M2, se realiz6 una cinética

utilizando el acido acético como unica fuente de carbono, 4000 h.

Como se observa en la Figura 28, ambos consorcios presentaron una fase lag bastante
prolongada, el consorcio M2 dur6 2011 h antes de iniciar su fase exponencial y alcanzar 0.5
mmol de H2S/mg SSV, en comparacién con JH que presentd una fase lag de 2624 h y logro
alcanzar un valor maximo de concentracion de 0.1 mmol de H2S / mg SSV. En la ecuacion

15 se puede observar que la relacion H2S con C2H30z7, es 1:1.
C,H3;0; + S02~ + 3H* & H,S +2C0, + 2H,0  Ec.15

Lo cual nos permite decir, que por cada mol que se produzca de H2S podremos tener un
mol de A.A. en solucion. Tomando en cuenta la Tabla 14 donde se resumen los pardmetros

cineticos se puede confirmar la presencia de bacterias de degradacion completa en ambos
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consorcios ya que en ambos consorcios se logra la produccion de HoS a partir del acetato
como Unica fuente de carbono, y son las BSR de oxidacion completa las que pueden utilizar
acetato como sustrato. Se observa que el consorcio M2 presenta bacterias con mejores
cualidades para degradar el acetato, ya que este consorcio manifiesta una mayor Vmax con
un valor de 4.50 mmol H2S/ g SSV*h y una concentraciéon maxima alcanzada de 8 mmol
H2S L', con una fase lag de 80.5 dias, siendo que JH tiene una fase lag de 109.35 dias con
menor concentracion de HaS alcanzada.

Tabla 14. Parametros cinéticos obtenidos en la produccion de H»S soluble a partir de
acido acético.

Vmax ~
1 . q(H2S) [H2S] Fase K
mg SSV L™ | Consorcio (mg‘é’{,lfﬁ)S/ € | (mmol/mg SSV) | (mmol L) | lag (h) | (h™)
10.7 JH 0.756 0.14 1.5 2624.6 10.0145
17.5 M2 4.50 0.46 8.0 1933.9 10.0268

La acetogénesis es la segunda fase de la degradacion de la materia orgénica compleja, en
donde se encuentran las bacterias acetogénicas, transformando las nuevas moléculas para
producir 4acido acético, hidrogeno y dioxido de carbono (Bohinski, 1991). JH ha
demostrado tener un consorcio mayormente sulfatorreductor, en la Figura 28, se puede ver
que solo hasta los 125 dias logra incrementar su produccion de H2S y solo en un 50% de su

concentracion inicial.
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Figura 28. Produccion de H,S en presencia de acido acético como unica fuente de carbono. JH —
Act (m), M2 — Act (0). Ajuste Modelo Gompertz: JH (- -), M2 (--).

6.8. Determinacion de la capacidad de fermentacion e hidrdlisis de JH y M2.

Considerando que en los experimentos anteriores, ambos consorcios manifiestan que se
tiene una diversidad de bacterias dentro de cada uno de los consorcios de este trabajo de
tesis, se realizd6 un ultimo experimento que permitid tener un parametro mas de
comparacion entre ambos considerando las etapas de hidrdlisis (con celulosa) y
fermentacion (con glucosa) ambos son sustratos de dificil degradacion para las BSR,
quienes necesitan, como ya se menciond, de otro tipo de microorganismos que simplifiquen
la disponibilidad de su sustrato organico en solucion. Esto se llevd a cabo siguiendo los
mililitros de liquido desplazado en funcion a la producciéon de gas en las botellas

serologicas (H2S o COz2).

En la Figura 29 se tiene al consorcio JH en ambas etapas de degradacion, actuando en
presencia de SO4%", estos experimentos se siguieron de manera simultdnea, con respecto a la
glucosa por 800 h y con respecto a la celulosa por 1000 h. En la etapa de hidrodlisis se
obtuvo un desplazamiento de solucion salina de 11.4 ml y en la etapa de fermentacion se

obtuvo un desplazamiento total de 3.3 ml.
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Figura 29. Desplazamiento de liquido empleando el consorcio JH con: glucosa y SO4*(JH-Glu)
(m); celulosa y SO4*(JH-Cel) (o).

En la Figura 30, se puede observar el comportamiento del consorcio M2 bajo las mismas
condiciones, obteniéndose un desplazamiento total de 19.3 ml con respecto a la celulosa y
de 10.3 ml con la glucosa, lo cual indica una mayor producciéon de gas en las botellas
serologicas de este consorcio. Comprobandose la existencia de una mayor diversidad de
bacterias, asi como un mayor numero de bacterias hidroliticas y fermentativas que ayudan a

las BSR digerir a la celulosa en el consorcio M2.
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Figura 30. Desplazamiento del liquido empleando el consorcio M2 con: glucosa y SOs*(M2-Glu)
(0); celulosa y SO4*(M2-Cel) (o).

En virtud a que con este experimento, se corrobord el hecho de utilizar al consorcio
bacteriano M2 por las caracteristicas presentadas en todo el andlisis de degradacion
utilizando a la celulosa como sustrato, se realizé un ultimo experimento para cuantificar la
produccion de gas, del cual se asume que puede contener H2S, por la presencia de SO4> en
el medio mineral nutritivo, por lo que se realizd un experimento con las mismas

condiciones, solo que sin SO4>".

La Figura 31, muestra la comparacion del experimento por desplazamiento del biogas
evaluado con celulosa con SO4* y sin SO4>", se puede observar que al tenerlo en solucion es

mayor el volumen desplazado, lo cual se atribuye a la presencia de la especie reducida H>S.
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Se puede observar el mismo comportamiento con la glucosa, como lo muestra la Figura 32.
Considerando al CO2 como un gas ideal, y a la glucosa como fuente de carbono para la
fermentacion, se establecio la Ec. 16, donde se puede observar que por cada mol de glucosa
se obtienen 6 moles de CO2, tomando en cuenta condiciones normales de presion y

temperatura, se tendria que desplazar 29.32 ml de la solucion salina.
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Figura 31. Desplazamiento del liquido empleando el consorcio M2 con: celulosa con SO4*(0);
celulosa y sin SO4* (O).

Sin embargo, solamente se obtuvieron desplazamientos maximos de 10.3 ml para la glucosa
con SO4>" y 6.6 ml para la glucosa sin SO4>" que equivalen a un déficit de ~ 65% y ~77.5%,

del tedrico esperado, respectivamente.
CcH1,04 + 60, - 6C0, + 6H,0 Ec.16

Por otro lado, con respecto a las diferencias observadas en el desplazamiento del liquido,
con y sin sulfatos, empleando celulosa o glucosa (Figuras 30 y 31), éstas podrian explicarse
por dos situaciones: la presencia de otro gas diferente al CO2 como es el caso del HaS o la
inhibicion en el consumo del sustrato orgénico por déficit de aceptor de electrones. La
presencia de otro gas, como seria el H2S, no pudo ser verificado por analisis quimico. Por

lo anterior, dado que estos resultados no son contundentes, se sugiere que en experimentos
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futuros se pueda discernir las diferencias observadas, ya sea por eliminacion previa del H2S

(mediante reacciones de precipitacion) o por analisis quimico de la corriente gaseosa.
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Figura 32. Desplazamiento del liquido empleando el consorcio M2 con: glucosa y SO4*(0);
glucosa y sin SO4*(O).

6.9. ARS con CC como fuente de carbono.

El utilizar CC se llevo a cabo para tener una evidencia de la factibilidad de su uso como
sustrato en ambos consorcios, este experimento se pudo realizar con una cantidad de

biomasa de 234 mg L 'para ambos consorcios.

La ASR para cada consorcio se muestra en la Figura 33, donde se puede observar que el
consorcio JH tuvo una actividad que dur6 600 h antes de decaer, con una concentracion de
H:>S de 4.3 mmol L', a diferencia del consorcio M2 con una cinética de produccion de H2S
con celulosa cristalina de 1300 h y una concentracion de sulfuro 3 veces mayor 13.3 mmol
L-!, manifestando nuevamente su diversidad microbioldgica, la cual le permite solubilizar
el complejo sustrato, como lo es la celulosa, y tener carbono soluble para que las BSR
lleven a cabo su digestion. Los pardmetros cinéticos para este experimento se resumen en la

Tabla 15.
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Tabla 15. Parametros cinéticos obtenidos en la produccion de H»S soluble a partir de

CC como sustrato.

Vmax ~
1 . q(H»S) [H2S] Fase K
mg SSV 17| Consorcio (m's“glvil;)sf € | (mmol/mg SSV) | (mmol L) | lag (h) | (h™)
234 JH 0.612 0.02 4.3 6.5 (0.0914
234 M2 0.04 0.06 13.3 520.7 {0.0020
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7.-RESULTADOS SOBRE LA REMOCION DE ARSENICO EN AGUA.

7.1. Caracterizacion del caso de estudio.

Las concentraciones registradas en el muestreo realizado en CB se muestran en la Tabla 16,
el As se encontr6 en un orden de magnitud de doscientas veces mayor que el limite maximo
permisible de 0.025 mg L' de As y el SO+ en un rango cuatro veces mayor a los 400 mg

L' de los limites maximos permisibles que marca la NOM-127-SSA1-1994, para cada

contaminante.
Tabla 16. Concentraciones de As y SOs2en mg L' “de CB.
MUESTRA As (mg L) S04 (mg L)
CB 5.5+0.08 1720 £ 80

En la Tabla 17 se tienen los resultados obtenidos con la etapa sin reduccion del generador
de hidruros, concentracion correspondiente a la concentracion de As** y la etapa de As sin

reduccion correspondiente al As>".

Tabla 17. Concentraciones de As total y arsenito en Cerrito Blanco.

MUESTRA As Total (mg L) Arsenito (mg L)
CB1 7.4+1.41 5.15 (69.59%)
CB2 5.25+1.06 1.5 (28.57%)

También se cuantificaron en estos puntos las concentraciones de Cd, Cu, Pb, Zn, Fe. Las

concentraciones se presentan en la Tabla 18 en mg L.
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Tabla 18. Concentraciones de As, Cd, Cu, Pb, Zn y Fe en Cerrito Blanco.

RESULTADOS SOBRE LA REMOCION DE ARSENICO EN AGUA

Muestra

As

Cd

Cu

Pb

Zn

Fe

CB

5.5

n.d.

n.d.

n.d

0.12

0.6

Todas las concentraciones en mg L', n.d. concentracién por debajo del limite de

deteccion.

7.2. Concentracion de arsénico y sulfatos en el agua de estudio.

El agua de CB utilizada para probar la remediacion ex situ con BSR utilizando CC como, se
muestre6 nuevamente al cabo de 6 meses para realizar el experimento con el agua del
centro recreativo, presentd una concentracion de 8 ppm de As y con respecto al otro
contaminante, la concentracién inicial de SO4* del agua de CB antes de iniciar la

precipitacion de As fue de 1786.33 mg L.

7.3. Caracterizacion inicial y final del agua de CB y sustrato organico.

De acuerdo a lo analizado en el capitulo 6, se decidio6 trabajar con el consorcio bacteriano
M2 por demostrar ser una comunidad més diversa de microorganismos. Para llevar a cabo
el ultimo experimento del presente trabajo donde se precipitd el As presente en solucion, se
realiz6 una ultima caracterizacion del agua de CB, determinando los SSV y SST, como
medida de su aportacion de materia organica al experimento, obteniéndose lo siguiente:
16.76 + 0.25mg L' SSV y 4.61+ 0.019 mg L' de SSF, de igual manera se cuantifico la
DQO con un valor de 77.5 + 0.00063 mg L. El agua registré un Ex = 202.8 mV referido al
ENH con un pH igual a 8.

Para la celulosa cristalina, fuente de carbono para la estabilizacion de As, se reportd un
valor de 0.9414 + 0.033 mg L' de SSV con un valor de 0.0002 + 0.033 mg L'de SSF. Lo
anterior, sirvio para tener un parametro de partida de la cantidad de materia organica

presente en nuestro sistema, con un valor de inicial de DQO de 1325.06 = 31.5 mg L.
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7.4. ARS y estabilizacion de As en H,O de CB con M2.

En la Figura 34, se presenta el comportamiento de la concentracion de HzS, utilizando el
agua de CB como medio mineral nutritivo y portador de SO4*, y la CC como fuente de
materia organica, el H2S fue el Uinico pardmetro monitoreado durante los 40 dias de

duracion del estudio, para evitar ocasionar alteraciones en el sistema.

En la Tabla 19 se resumen los parametros cinéticos obtenidos en la produccion de HzS.
Obteniéndose una velocidad maxima de produccion de sulfuro de 0.16 mmol de H2S / g
SSV*h, con una concentracion maxima del mismo igual a 10.2 mmol L. Esta cinética se
realiz6 por triplicado, permitiendo observar las 4 etapas del crecimiento bacteriano
claramente: la fase lag las primeras 200 h. La fase exponencial de las 200 a las 400 h. De
las 400 h a las 800 h, la fase estacionario y por ultimo el inicio de la fase de decaimiento o
lisis celular a partir de las 800 h.

Tabla 19. Parametros cinéticos obtenidos en la produccion de H,S soluble para la
precipitacion de As en el agua de CB.

Vmax ~
1 . q(H2S) [H2S] Fase K
mg SSV 17| Consorcio (mg‘g,?ﬁ)s/ & | (mmol/mg SSV) | (mmol L") | lag (h) | (h™)
233 M2 0.16 0.044 102 |246.49 |0.0096

Una vez obtenida la cinética, se procedi6é a medir el En final, registrando un valor de -125
mV con respecto al ENH, con un pH igual a 5.8, el cual fue reducido a un pH de 2 con
HNOs, para asegurar la permanencia del As en solucion y realizar la lectura posterior de

concentracion final por EAA.

Se tom¢ una alicuota de 1 mL para realizar la lectura final de la concentracion de sulfatos y

DQO respectivamente.

La concentracion final de SO4*fue de 1142.7 mg L! obteniendo una remocion del 36%. La
concentracion inicial de DQO en la solucion nutritiva fue de 1460.56 + 0.013 mg L! sin
tomar en cuenta la biomasa, al finalizar en la solucion se obtuvo un valor de 945.80 + 56.07

mg L, lo cual indica una remocién de DQO de 35.2%.
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La lectura del As en solucion, se cuantifico con el EAA acoplado con el generador de
hidruros, con una concentracion 4.9 ppb (partes por billon). La cantidad de biomasa
utilizada fue de 233 mg L' de SSV del consorcio M2, quien consigui6 realizar una

remocion de 99.93 % de la concentracion inicial de 8 ppm de As.
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Figura 34. ARS con consorcio M2, en agua de CB con As, CC como fuente de carbono
(As-M2 (*)) Ajuste Modelo Gompertz (---*).
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7.5. Confirmacion del precipitado final de As por EDS-MEB.

La confirmacion de la presencia de As en el precipitado formado por el consorcio M2, al
igual que las fases en las que se encontrd, se confirmaron por los analisis hechos con EDS-

MEB.

Hemento At %
0K 49.96
NaK 8.05
AsL 1.55
AIK 7.55
SIKK 16.75
PK 2.06
~ SK 22
CKK 1.33
KK 1.23
AccV Magn Det WD - 10m
200KV 2727x  BSE 108 As2-2 (aK 783

CaKa
P Ka
CIKa
la
K Kb
S Ka

aKb
K FeKb
1K FﬁLKa

1.00 200 300 400 500 600 700 800 9S00 10.00 11.00 1Z.00 13.00

Figura 35. Fotomicrografia del precipitado As-M2a
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Hemento At%
0K 59.05
NaK 10.21
AsL 1.34
§iK 1.86
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Figura 36. Fotomicrografia del precipitado As-M2b
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Elemento At %
OK 43.24
NaK 11.71
AsL 1.46
SiK 19.96
> SK 2.76
CIK 1.08
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20.0kV 4070x BSE 10.8 As2-4
CaK 7.35
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Figura 37. Fotomicrografia del precipitado As-M2c
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

Conclusiones.

e Los consorcios de bacterias sulfatorreductoras JH y M2, que fueron aislados de
suelos con elevadas concentraciones de As, presentaron actividad reductora de
sulfatos en sistemas cerrados utilizando como medio liquido el agua contaminada
con As de Cerrito Blanco y celulosa como fuente de carbono. Esto ultimo permiti6

confirmar que es factible utilizar celulosa para BSR.

e Se puede concluir, de acuerdo a los perfiles de AGV determinados en la
biodegradacion de la celulosa, que existen diferencias metabolicas entre los

consorcios JH y M2.

e M2 mostrd mayor actividad hidroliticas y o acidogénicas que JH lo cual se concluye

de los experimentos donde la celulosa se introdujo como unica fuente de carbono.

e De igual manera en M2 se observa una mayor acumulacion de AGV, lo cual
significa que al contar con un mayor numero de bacterias hidroliticas, logran
desdoblar con mayor facilidad la celulosa, manifestdndose esto con una mayor

velocidad de produccion de sulfuro.

e Se comprobd que es factible la aplicacion de un sistema anaerobio sulfatorreductor
ex situ, para aguas contaminadas con sulfatos y As, consiguiendo una remocion de

36% y 99%, respectivamente.

e Se concluyd que al utilizar una mayor cantidad de SSV en los experimentos, se

obtenian velocidades de produccion de H2S mayores y tiempo cortos de la fase Lag.

e El comportamiento de degradacion de la celulosa con los consorcios JH y M2
permiten concluir que comunidades con mayor diversidad de microorganismos,

permiten que las BSR tenga mejores condiciones para realizar la biodegradacion de
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sustratos solidos complejos, como la celulosa, es por eso que es importante realizar
el estudio del comportamiento de degradacion de la celulosa considerando la

sinergia entre ambos consorcios para favorecer la actividad sulfatorreductora.

Recomendaciones

Es necesario conocer la diversidad filogenética de ambos consorcios, haciendo la
identificacion especifica de las especies de BSR presentes, asi como de los otros
microorganismos que intervienen en la degradacion de la celulosa para poder

establecer los mecanismos de degradacion asociando las rutas metabolicas.

El comportamiento de degradacion de la celulosa con los consorcios JH y M2 nos
hace concluir que comunidades con mayor diversidad de microorganismos,
permiten que las BSR tenga mejores condiciones para realizar su digestion en
presencia de sustratos complejos, como la celulosa, es por eso que es importante
realizar el estudio del comportamiento de degradacion de la celulosa considerando a
ambos consorcios trabajando juntos, para que probablemente se vea favorecida la

ARS con tiempos mas cortos de degradacion y produccion.

Se debe de establecer un sistema que permita tener disponible siempre, suficiente
cantidad de inoculo de cada uno de los consorcios, para que no sea ese el factor

limitante en los siguientes experimentos.
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APENDICES
Apéndice 1.- Modelo sigmoidal de Gompertz

El modelo de Gompertz est4 representado por la siguiente ecuacion:
PHS =a-exp[—-Bexp(—kt)] Ec. Al

Si B =¢% considerando t como x, Al se escribe como:
y =a- e—e(—k(x—xc)) EC. A.2
Donde a, k son parametros del modelo, en tanto que y, x son las variables, siendo xc el

tiempo en el que se alcanza el punto de inflexion. La tasa de cambio se obtiene al derivar la

Ecuacion A.1.

ﬂ _ a.e—e(—k(x—xc)) e kOex) Ec. A3
dx

La Ecuacion 2.37, puede escribirse en términos de y como:

Y _py oo Ec. A4
dx

La segunda derivada de la Ecuacion A.2, representa la velocidad de la tasa de cambio de la

funcion y, siendo expresada como:

d?y
dx?

— k .a- e—e(—k(x—xc ) .e—k(x—xc) . e—k(x—xc) _ k .a- e—e(—k(x—xc ) .e—k(x—xc) EC. AS

Sustituyendo y (A.2) en la Ecuacion A.5 se tiene:

dzy “K(x=X.) k(X=X ) “K(x=x.)
2 =k-y-e <)@ </ —k-y-e o Ec. A6
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El término e***® puede escribirse en términos de y siguiendo la igualdad proveniente de la

Ecuacion 2.36:

g KOx) In[aJ Ec. A.7
y

Entonces la tasa de cambio (A.3), puede representarse como:

d
a . y.|n{a] Ec. A8
dx y

Sustituyendo las ecuaciones A.7 y A.8 en la Ecuacion A.6, se obtiene:

d?y _dy

2= inl &1-1 Ec. A9
dx dx y

Por lo tanto, la tasa de cambio se escribe como:

dy :(m[aJ_lJ Ec. A.10
dx y

La tasa maxima se encuentra en el punto de inflexién donde la funcién dy/dx es méxima,

por lo que dy/dx =0, por lo tanto, la Ecuacién a.10 se convierte en:

a
Ingzl Ec. A.11

Por lo tanto:

Ec. A.12

a
y=—
e

Si la tasa de cambio (A.8) es evaluada en el punto y =a/e, se obtiene la tasa maxima de

cambio (Ortiz 2004):
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ay| - k(ajln[aJ -k -0368a-k Ec. A.13
y=ale e a/e e

Donde

k= a la constante cinética de primer orden;
a=g= maxima produccion especifica;
Vmax= Velocidad maxima de produccion.

Por lo que el punto de inflexion tiene las coordenadas (xc, a/e). La representacion grafica

del modelo de Gompertz se observa en la Figura A.1.

y=4a
/
y'"=a*kfe
y=0 (xc,ale)
y=0

Figura A.1. Representacion grafica del modelo de Gompertz; se observa la
ecuacion de la velocidad maxima (y'), cuando es evaluada en el punto de

inflexion (Extraida del software Origin®, 2002).

Apéndice 2.- Determinacion de sulfuro.

La determinacion de sulfuro de hidrogeno (H2S) se llevé a cabo por el método
turbidimétrico de Cord - Ruwish (1985), para lo cual se realiz6 una curva de calibracion de
0 a 30 mM de sulfuro de hidrogeno (H2S). Se adicion6 0.1 ml de la muestra a 4 ml de una
solucion acida de sulfato de cobre (CuSOs, 0.005 M) a pH 1.3, acidificada con acido
clorhidrico (HCI, 0.05M).
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Las mezclas se agitaban en un vortex por 5 segundos obteniéndose el valor de la

absorbancia en un espectrofotdémetro de UV/Vis a 480 nm.

La absorbancia es correlacionada a la concentracion de H2S con la curva de calibracion que

se muestra en la Figura A.2 con una correlacién de R>>0.999.
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Figura A.2. Curva de calibracion de H»S empleada en la presente tesis.

Apéndice 3. Determinacion de la concentracion de metales y arsénico en agua.

La determinaciéon de metales en agua residual se llevdo a cabo en tres equipos: el
Espectrofotometro de Absorcion Atomica Perkin  Elmer 3110, analizando las

concentraciones de cobre (Cu), cadmio (Cd), hierro (Fe), plomo (Pb) y zinc (Zn).

La determinacion de As se realizd en 2 equipos: el Spectraa 220 Varian, utilizado para
concentraciones de As mayores a 3 mg L' analizandose a una longitud de onda de 193.7
nm. El segundo equipo es el Perkin Elmer A. Analyst 200 acoplado a un generador de
hidruros modelo FIAS 100, el cual cuenta con un sistema de inyeccion de flujos (EAA-
GH). En este tltimo, fue posible determinar las fracciones de las especies de As*" y As
total, del caso de estudio, considerando o no la etapa preliminar de oxidacioén del método de

generacion de hidruros. El agua se analiz6 al inicio de los experimentos y al término.
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APENDICES

Las Figuras A.3 y A.4 muestran el comportamiento del H2S cuando se siguié el En. La

cinética de produccion de sulfuro, empleando celulosa sélida (CS) como sustrato, corrobor6

que el sistema se estuviera realizando la ARS.
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Figura A.3. Comportamiento del H»S (m) siguiendo el Ex (O) con el consorcio JH.
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Apéndice 5.- Determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO).

La DQO del sustrato organico y el incremento de la misma en los sistemas en batch, se
determin6 mediante el método de reflujo cerrado utilizando 2.5 mL de muestra (Eaton, et
al., 2005). La muestra se oxidd adicionando 3.5 mL de acido sulftrico y 1.5 mL de
solucion de digestion que contenia 10.216 g de dicromato de potasio mas 167 ml acido
sulfurico concentrado, se mantuvieron a 150°C por 2 horas en tubos de vidrio HACH
cerrados. La concentracion se determind colorimétricamente a partir de la absorbancia
obtenida a 600 nm con la correspondiente curva estandar de 5 a 1000 mg L' de DQO
(R2>0.996) que se muestra en la Figura A.5. Solo se emple6 la curva de alto rango para este

trabajo.

Y=0.00807 +2.813 ¢*X
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Figura A.5. Curva de calibracion de DQO empleada en la presente tesis.

Apéndice 6.- Determinacion de sulfatos.

La determinacion de sulfatos se efectué por método turbidimétrico, el cual se fundamenta
en hacer precipitar el i6n sulfato (SO4*") en medio acético con cloruro de bario, formando
cristales de sulfato de bario de tamafio uniforme. Se midi6o la absorbancia de luz de la
suspension formada de BaSOs con un espectrofotometro UV/Vis marca BECKMAN
modelo DU 650, determinandose la concentracion de SO4>" comparando la lectura con una

curva patron. El limite de deteccion fue de 1mg SO4* L' y el maximo de 40 mg SO4> L
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ya que por arriba de esta concentracion las suspensiones formadas de BaSO4 eran inestables

(Eaton et al., 2005).

Para llevar a cabo la determinacion de sulfatos por este método se prepar6 una curva de 5 a
40 mg L' de SO4* con un intervalo de 5 unidades. La solucién buffer que se prepard fue
para concentraciones de SO4* mayores a 10 mg L', disolviendo 30 g de cloruro de
magnesio hidratado (MgCl2.6H20), 3.01 g de acetato de sodio (CH3COONa), 1 g de nitrato
de potasio (KNO3) y 20 mL de acido acético (CH3COOH) aforando a 1L de agua
desionizada. Para analizar las muestras se utilizaban 100 mL de muestra a los cuales se
afladia 20 mL de solucion buffer, una pizca de BaClz, homogenizando la mezcla con

agitacion por 60 segundos, y finalmente se leia la absorbancia a 420 nm.

La curva de calibracion que se obtuvo se muestra en la Figura A.6.1, con una correlacion
lineal de 0.997. Cada una de las muestras problemas analizadas se analizaron haciendo una
dilucion de 1:50, ya que por datos proporcionados por la CONAGUA se sabia que las
concentraciones se encontrarian por encima de 40 mg L' de SO4* .La absorbancia leida fue
interpolada a la curva de calibracién obteniéndose las concentraciones de SO4* presentadas

en este trabajo de tesis.
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Figura A.6. Curva de calibracion de SO4> empleada en la presente tesis.
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Apéndice 7.- Comportamiento de H2S en experimento de DQO.
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Figura A.7. Comportamiento de H>S (m) y DQOF (O0) en consorcio JH.
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Apéndice 8.- Calibracion de electrodos.

Los electrodos de referencia mencionados anteriormente se calibraron utilizando una
solucion buffer con partes iguales del par redox hidroquinona/quinona a 25°C y cuyo
potencial esta descrito por la Ecuacion 12, considerando concentraciones iguales en el

reactivo de quinihidrona, se utilizo la siguiente ecuacion:
Ey = 699.2 —59.1231 * pH (Ec.14)

Para la preparacion de esta solucidn, se saturaron dos soluciones buffer una a pH=4 y la
otra pH=7, del reactivo quinihidrona. Los valores esperados de acuerdo al electrodo de
referencia deben ser de 86 y 66 (£ 5) mV respectivamente para confiar en la lectura

obtenida.
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