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RESUMEN

Las aguas residuales industriales que provienen de las fabricas de galvanizado
en el noroeste de México son depositadas al ambiente principalmente sin ningan
tratamiento, lo que causa varios efectos inconvenientes para el medio ambiente
y la poblacion. En este sentido, la eficiencia de eliminacion de materia organica
e inorgénica contenida en el agua contaminada esta completamente relacionada
con los procesos de biorremediacion que preforma la composicion de la
comunidad microbiana. El tratamiento anaerobico de aguas residuales ofrece una
excelente opcién para eliminar los metales pesados como el niquel (Ni?*), siendo
uno de los principales elementos de desecho que se presentan en los efluentes
de aguas residuales de las industrias metallrgicas como la galvanizada. En este
trabajo, se montd un biorreactor anaerobio empacado de zeolita de flujo
ascendente de 2L y se inoculé con microorganismos heterotroficos como
bioadsorbentes para tratar aguas residuales industriales reales, recolectadas de
una fabrica de electroplatinado ubicada en Hermosillo, Sonora, México. La
eliminacién del niquel se realiz6 de 250 ppm a 500 ppm de dicho metal y se
recupero y evalud la produccién de metano. Se realizaron analisis fisico-quimicos
como demanda quimica de oxigeno, solidos suspendidos totales, fijos y volatiles,
pH, produccién de metano y concentracion de niquel por andlisis de absorcién
atomica (AA), asi como microscopia electronica de barrido acoplada a EDS. Los
resultados obtenidos podrian sugerir que la comunidad microbiana desarrollada
sobre zeolita, empleada como soporte inorganico para el tratamiento anaerébico,
desempefia un importante papel bioadherente para la eliminacion de metales
pesados como Ni?*, permitiendo una alta recuperacion de metano, referente a la
parte del andlisis taxonémico permanecieron hasta el final del tratamiento los
grupos microbianos Clostridium, Spirochaetae y Thermotogae. En este sentido,
este tratamiento propuesto de aguas residuales industriales podria conducir a
una mejor conservacion del medio ambiente y una estrategia accesible para tratar

los efluentes de la galvanoplastia.



l. INTRODUCCION

En los Ultimos afios la contaminacion ambiental causada por el uso desmedido
de metales pesados toxicos en el desarrollo de las diferentes tecnologias ha ido
en aumento a nivel mundial. La principal fuente de contaminacion por metales
pesados en el agua esta asociada a la actividad industrial, siendo las de
procesamiento de metales, fabricacion de baterias, mineria, galvanoplastia y
electroplatinado las de mayor contribucién (Alboghobeish et al., 2014).

Actualmente, los metales pesados como el cobre, cromo, cadmio, arsénico, zinc
y niquel son los mas utilizados y a su vez, los mas peligrosos y téxicos para el
medio ambiente (Alboghobeish et al., 2014; Hase et al., 2017). La presencia de
metales pesados en altas concentraciones en el agua, puede causar dafios
severos e irreversibles tanto a los sistemas acuaticos y terrestres, como a la salud
humana, dada su alta solubilidad en compuestos polares, facilitando asi su
absorcién por los organismos vivos. Ingerir productos contaminados con metales
pesados presentes en la dieta puede conllevar a la acumulacion de
concentraciones altas en el cuerpo, provocando desdrdenes serios e irreversibles
en la salud (Babel y Kurniawan, 2004). Asi pues, una de las prioridades en
materia ambiental y de salud humana tendria que ser el tratamiento de aguas
residuales contaminadas con metales pesados previos a su descarga en el

ambiente.

La remocién de los metales pesados contenidos en los efluentes puede ser
efectuada por tratamientos convencionales como la precipitacion quimica,
intercambio i6nico y remocion electroquimica. Sin embargo, estos procesos adn
tienen diversas desventajas que resultan significativas dado su remocién
incompleta, altos costos energéticos y sobretodo, la produccion de lodo
contaminado posterior al tratamiento (Barakat, 2011; Zhao et al., 2016). En este
sentido, numerosos esfuerzos han sido realizados en los Ultimos afos para
desarrollar tecnologias menos costosas y mas eficientes. La utilizacion de

compuestos de origen mineral como la zeolita para la adsorcion de metales, o



bien, de origen bioldgico y organico como los bioproductos industriales, biomasa
y materiales poliméricos ha ido en aumento. Por otra parte, la utilizacion de
membranas de ultra y nanofiltracion, asi como de ésmosis reversa han sido
también utilizadas, sin embargo, sus costos de instalacion y operacion resultan
mucho mas elevados, lo que hace menos asequible su implementaciéon (Zhao et
al., 2016).

Hasta la fecha existen pocos estudios sobre remocién de metales pesados y el
analisis de la diversidad microbiana y su dindmica. Es por esto, que este proyecto
propone entender, controlar y optimizar los factores de los procesos de remocién
de metales pesados en el agua residual industrial frente al impacto que en

materia de ambiente y salud presentan.



[.1 Objetivo General

Evaluar fisicoquimica y microbiol6gicamente un biorreactor anaerobio de lecho
fijo con flujo ascendente a escala laboratorio, para el tratamiento de agua residual
industrial contaminada con niquel, proveniente de la industria de platinado de la

regién de Sonora.

[.1.2 Objetivos Especificos

- Evaluar los parametros fisicoquimicos del reactor en funcion de la concentracion

de niquel tratada.

- Caracterizar la zeolita utilizada como soporte por medio de Microscopia

Electrénica de Barrido (MEB) antes y después del tratamiento de biosorcion.
- Determinar el porcentaje de remocion de niquel de aguas contaminadas.

- Analizar la comunidad microbiana asociada al lodo del reactor antes y después

del tratamiento de biosorcion.



Il. ANTECEDENTES
I1.1 Contaminacién Ambiental

La contaminacién es definida como la presencia de una sustancia en el ambiente
que, debido a su cantidad o composicion quimica, prohibe el funcionamiento de
procesos naturales y produce efectos indeseables para la salud y el medio
ambiente. Por lo tanto, la contaminacion ambiental no solo afecta la salud del ser

humano, también altera el equilibrio de los ecosistemas (EPA, 2017).

La creciente preocupacion por la contaminaciéon ambiental, ha dado como
resultado un aumento en la investigacion y el desarrollo de tecnologias
sustentables, asi como una normatividad cada vez mas estricta. Como resultado,
la introduccién de tecnologias limpias en los procesos industriales ha logrado
disminuir las descargas de sustancias contaminantes al ambiente. A pesar de
todo, en la mayoria de las empresas todavia se generan aguas residuales con
concentraciones de sustancias contaminantes de consideracion (Reyes et al.,
2006).

La introduccién repentina de compuestos quimicos xenobiéticos o la reubicacion
masiva de materiales naturales en diferentes compartimientos ambientales, con
frecuencia puede abatir la capacidad de autolimpieza de los ecosistemas
receptores y por lo tanto dar como resultado la acumulacion de contaminantes a

niveles problematicos y hasta perjudiciales (Cafiizares, 2000).

Las consecuencias del impacto al ambiente provenientes de las actividades
humanas e industriales, estan concientizando a la poblacién sobre la necesidad
de adoptar medidas para detener y/o reducir el desequilibrio producido al medio

ambiente.

El agua potable no solo se contamina de forma natural por microorganismos, sino
también por diferentes sustancias o por otras vias que involucran actividades
humanas. El agua se contamina naturalmente por algunas sustancias o por

elementos libres como el sodio, el potasio, el cobre, el hierro, el calcio y el selenio.



Las sustancias introducidas por las actividades humanas incluyen sales, residuos
de hidrocarburos derivados del petréleo, solventes provenientes de la industria y
la agricultura, asi como lixiviados de depdsitos de basura, letrinas y pozos negros
(Abarca y Mora, 2007).

[1.1.2 Contaminacién del Agua

El agua es un elemento fundamental y determinante en la vida humana. La
escasez y el uso abusivo del agua dulce plantean una creciente y seria amenaza
para el desarrollo sostenible y la proteccién del medio ambiente. La salud vy el
bienestar humano, la seguridad alimentaria, el crecimiento industrial y el
ecosistema del que dependen se hallan en peligro, a no ser que la gestién de los
recursos hidricos se efectue en el presente de una forma mas eficaz que en el

pasado (Hernandez et al., 2006).

El agua pura es un recurso renovable, sin embargo, puede ser contaminada por
sustancias quimicas organicas e inorganicas. La incorporacion de sustancias
guimicas catalogadas en la actualidad como toxicas y no biodegradables dentro
de los procesos productivos, ha generado un impacto medioambiental negativo
debido a la alta carga contaminante de los desechos que retornan al ecosistema,

especialmente a los cuerpos de agua (Carvajal et al., 2013).

De acuerdo con la EPA, la contaminacion del agua es la presencia de materiales
dafinos o inaceptables en el agua en suficiente cantidad como para arruinar la
calidad del agua (2017). Las fuentes principales de contaminacion suelen ser de
distintos origenes, pero la mas comun es la provocada por desechos industriales
gue debido a su indebida descarga al medio ambiente son incorporados a los
efluentes de agua, que suelen ser consumidos por los seres vivos que ahi
habitan, provocando alteraciones en la cadena tréfica, y por consecuencia

riesgos potenciales en el medio ambiente.

De acuerdo al Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (2000),

la demanda por agua crece rapidamente con la expansién demogréfica, la



actividad industrial, y el riego agricola continlan en aumento. No obstante, los
avances de los ultimos diez afios, el acceso al agua potable sigue siendo una
cuestion importante, y mas de una cuarta parte de la poblacion regional aun
carece de un suministro adecuado de agua y un sistema de alcantarillado. La
cantidad de metales pesados, quimicos sintéticos y desechos peligrosos que
llega a las aguas subterraneas proveniente de los botaderos de basura y otras
fuentes no puntuales (escorrentia, infiltracidn en zonas agricolas), parece estarse

duplicando cada quince afios en América Latina.

Los efluentes de agua han sido desde tiempos inmemorables los receptores,
directos o indirectos, de los desechos liquidos que el hombre ha generado debido
a su propia actividad. En un principio, eran capaces de soportar las cargas
contaminantes que a los rios se vertian debido a su caracter auto depurador.
Posteriormente, al crearse grandes asentamientos urbanos, se incrementd
notablemente el nimero de los desagles. En consecuencia, los cursos fluviales
perdieron su capacidad auto depuradora y se produjeron graves alteraciones en
la calidad de sus aguas, con los subsiguientes peligros para la salud de las
poblaciones situadas aguas abajo. Estos riesgos se debian principalmente a que
la carga organica transportada podria servir de vehiculo para la aparicion de
enfermedades infecciosas y, por tanto, para la propagacion de epidemias
(Palacios y Villalobos, 2007).



[1.1.3 Contaminacién de Agua Causada por Metales Pesados.

En los sistemas acuaticos se disuelven numerosas sales y sustancias de acuerdo
a sus solubilidades. La contaminacién en fuentes de agua se produce, bien por
la presencia de compuestos o0 elementos que normalmente no estarian sin la
accion del hombre, o por un aumento o descenso de la concentracion normal de
las sustancias ya existentes debido a la accion humana (Palacios y Villalobos,
2007).

La contaminacién por metales pesados es un problema que ha ido en aumento
debido principalmente a actividades antropogénicas y descarga de efluentes.
Siendo las principales fuentes de contaminacién el procesamiento de metales,
fabricacion de baterias, mineria, galvanoplastia y electroplatinado (Alboghobeish
et al., 2014, Li et al., 2011; Zou et al., 2014). Esto ha ido en aumento debido a la
descarga de grandes cantidades de aguas residuales contaminadas con metales

pesados.

Dentro de los efluentes liquidos industriales uno de los contaminantes que mas
afectan al medio ambiente es el de los metales pesados. Estos estan
considerados como uno de los grupos mas peligrosos debido a su no
biodegradabilidad, su alta toxicidad a bajas concentraciones y su capacidad para
acumularse en diferentes organismos. Aungue en este grupo se incluyen
elementos esenciales para el crecimiento, reproduccion y/o supervivencia de los
organismos Vivos, otros muchos pueden causar graves problemas (Cafizares,
2000). Los efectos de los metales sobre el funcionamiento de los ecosistemas

varian considerablemente y son de importancia econémica y de salud publica.

Los metales pesados son un conjunto de elementos que presentan propiedades
metalicas, en el que se incluyen metales de transicidon, algunos semimetales,
lantanidos y actinidos. La norma oficial mexicana considera solamente al
arsenico, cobre, cadmio, cobre, cromo, mercurio, niquel, plomo y zinc, dentro de
esta clasificacion (NOM-001-ECOL-1996). El criterio mas general para su

clasificacion se basa en la densidad especifica, de acuerdo con la cual se



incluyen en este grupo elementos con una densidad mayor a 5 g/cm3. Sin
embargo, algunos autores consideran esta definicibn como inapropiada, pues la
densidad especifica no es una referencia en cuanto a la reactividad o toxicidad
de un metal (Duffus 2002, Volke-Sepulveda et al., 2005).

La toxicidad de los metales depende principalmente de tres factores (Kiely, 1999):

1- La concentracion en la que se encuentran: aunque algunos metales son
necesarios para procesos bioldgicos, todos ellos son toxicos en altas
concentraciones. Otros metales, no son esenciales y se acumulan en diferentes

organismos, siendo toxicos aun en bajas concentraciones.

2- El tipo de especie que forman en un medio especifico: solo ciertas especies
de metales con determinadas cargas son toxicas, es decir, presentan

caracteristicas fisicas o quimicas que los hace estar biodisponibles.

3- La persistencia del contaminante: lo metales no pueden ser degradados o
descompuestos, es decir Unicamente se distribuyen en el entorno de distintas

maneras.

Debido a su movilidad en los ecosistemas acuaticos naturales y a su toxicidad
para las formas superiores de vida, los iones de metales pesados presentes en
los abastecimientos de agua superficial y subterraneos, se les ha dado prioridad
como los contaminantes inorganicos mas importantes en el ambiente. Aun
cuando se encuentren presentes en cantidades bajas e indetectables, la
recalcitrancia y consiguiente persistencia de los metales pesados en cuerpos de
agua, implica que a través de procesos naturales como la biomagnificacién, su
concentracion puede llegar a ser tan elevada que empiece a ser toxica
(Canizares, 2000).

Actualmente, los metales pesados como el cobre, cromo, cadmio, arsénico, zinc
y niquel son los mas utilizados y a su vez, los mas peligrosos y toxicos para el
medio ambiente (Alboghobeish et al., 2014; Hase et al., 2017). Estos elementos

metalicos tienen gran significado como indicadores de la calidad ecolégica de



todo flujo de agua debido a su toxicidad, y muy especialmente al comportamiento

bioacumulativo.

En el organismo de los seres vivos, hay pequeias cantidades de algunos metales
pesados que pueden intervenir en reacciones bioquimicas, pero otros metales no
representan utilidad bioldgica. Por esto, la exposicion ocupacional y la exposicidon
pasiva a metales pesados presentes en el ambiente o que provienen de la dieta
deben ser reguladas, ya que cantidades superiores a las consideradas normales

pueden ocasionar ciertas enfermedades (Tirado et al., 2015).

Es importante considerar que elevadas concentraciones de dichos metales en el
organismo de los seres vivos alteran los procesos bioquimicos y fisiologicos
ocasionando diversas enfermedades o inclusive la muerte. Existen metales
pesados que no son esenciales para el funcionamiento del organismo y pueden
causar graves dafios a la salud como en el caso del plomo, el arsénico, el cadmio
y el mercurio (Ferrer, 2003). Es por esto, que lo que determina la toxicidad de los
metales es las concentraciones a las cuales pueden encontrarse y el tipo de

especie que puede formar en determinado medio (ver Tabla I).
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Tabla |. Metales pesados y su funcién en el organismo

Forma Funcion en el organismo Ejemplo
Oligoelementos Requeridos en cantidades traza | Arsénico, boro,
(Elementos para el metabolismo de animales y | cobalto, cromo,
presentes en | plantas. cobre, molibdeno,
concentraciones manganeso,
traza) niquel, selenio vy

zinc.

Metales pesados sin
funcion bioldgica

conocida

Su presencia en determinadas
cantidades en seres vivos provoca
disfunciones en el funcionamiento
de sus organismos. Resultan
altamente toéxicos y presentan la
propiedad de acumularse en los

organismaos Vivos.

Cadmio, mercurio,

plomo, cobre,
niquel, antimonio,
bismuto.

Gregori, 2006

A diferencia de metales pesados como el plomo y el cadmio, algunos de ellos

como el niquel y zinc, en concentraciones traza (0.1 mmol/L) son esenciales para

algunos procesos celulares de los microorganismos. Estos Ultimos ejercen

funciones cataliticas en determinadas reacciones bioquimicas o en conversiones

metabdlicas, actian como micronutrientes o cofactores enzimaticos, o pueden

estabilizar estructuras proteicas (Bruins et al., 2000).

En México, existen ciertas condiciones particulares de descarga, que hacen

referencia al conjunto de parametros fisicos, quimicos y bioldgicos y a los niveles

maximos permisibles en las descargas de agua residual (ver Tabla Il).
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Estos pardmetros son determinados por la Comision Nacional del Agua, con la

finalidad de preservar y controlar la calidad de las aguas conforme a la Ley de
aguas Nacionales y su reglamento (NOM-001-ECOL-1996).

Tabla Il. Limites méximos permisibles de metales pesados

Fuente de
Rios uso en riego Rios uso publico aba(sjzeglrrsjfnto
agricola urbano . 9
Parametro Riego potable
(mg/L) agricola | (SEDUE 1989)
(SEDUE
) ) ) . 1989)
Promedio | Promedio | Promedio | Promedio
mensual diario mensual diario
Arsénico 0.2 0.4 0.1 0.2 0.1 -
Cadmio 0.2 0.4 0.1 0.2 0.01 0.001
Cobre 4 6 4 6 0.2 0.1
Cromo 1 1.5 0.5 1 1 0.1
Mercurio 0.001 0.02 0.01 0.01 - -
Niquel 2 4 2 4 0.2 -
Plomo 0.5 1 0.2 0.4 5 0.1
Zinc 10 20 10 20 2 -

NOM-001-ECOL-1996

Dentro de los metales pesados se encuentra el niquel, el cual es un metal

esencial en los humanos debido a que, contribuye al funcionamiento éptimo del

pancreas. El limite permisible de este es 2 mg/L, como se puede observar en la

tabla anterior.
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[1.1.4 Contaminacién por Niquel

El niquel es un metal duro, blanco-plateado, ductil, maleable y muy tenaz, con
masa atémica de 58.71 y niumero atémico de 11; tiene cinco isotopos naturales y
siete isOtopos radiactivos. Es resistente a la corrosion y oxidacion. Posee

propiedades magnéticas. Es un buen conductor de calor y electricidad.

En el ambiente se encuentra principalmente combinado con oxigeno o azufre en
forma de Oxidos o sulfuros. Muchos de sus compuestos son solubles en agua y
tienen un color verde caracteristico, ademdas, no tienen ni olor ni sabor

caracteristico.

El suelo generalmente contiene entre 4 y 80 partes de niquel en un millén de
partes de suelo (ppm; 1 ppm = 1,000 ppb). Las concentraciones mas altas de
niquel en el suelo (hasta de 9,000 ppm) se encuentran cerca de industrias que
extraen niquel de minerales. Los alimentos contienen niquel y son la principal
fuente de exposicion al niquel para la poblacion general. La poblacion humana
consume diariamente aproximadamente 170 microgramos (ug; 1 pg es la
millonésima parte de 1 gramo) de niquel en los alimentos. Entre los alimentos
con alto contenido natural de niquel se encuentra el chocolate, habichuelas de

soya, nueces y avena.

Las propiedades que posee lo hacen muy deseable para combinarse con otros
metales y formar aleaciones. Algunos de los metales con los cuales se combina
son el hierro, cobre, cromo y zinc; estas aleaciones se usan para fabricar
monedas Yy joyas, asi como valvulas e intercambiadores de calor. Sin embargo,

la mayor parte del niquel se usa para fabricar acero inoxidable.

Una gran cantidad de niquel se encuentra en el entorno acuético o en la planta
de tratamiento de aguas residuales (PTAR) debido a su uso extensivo (Gikas,
2008). La concentracion de rastros de niquel es necesaria para el crecimiento de
microorganismos (Hausinger, 1987; Henriksson y DaSilva, 1978), mientras que
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la cantidad excesiva de niquel causa efectos inhibidores o incluso toxicos para

los seres vivos.

El niguel es liberado a la atmosfera cuando se mina y por industrias que fabrican
0 usan niquel, aleaciones de niquel o compuestos de niquel. Estas industrias
también pueden desechar este elemento en aguas residuales. También es
liberado a la atmdsfera por plantas de energia que queman petréleo o carbon y

por incineradores de basura.

La concentracion promedio de niguel en el agua potable es entre 2 'y 4.3 ppb. Sin
embargo, el ser humano puede estar expuesto a niveles de niquel en el agua
potable mas altos que el promedio si vive cerca de industrias que procesan o
usan niquel. Los niveles de niquel mas altos que se han detectado en el agua
potable, aproximadamente 72 ppb, se encontraron cerca de areas con grandes
depdsitos naturales de niquel, en donde se mina y refina el niquel (ASTDR,
2016).
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[I.2 Tratamiento de Aguas Residuales Industriales.

La creciente preocupacion por la contaminacion ambiental, ha dado como
resultado un aumento en la investigacion y el desarrollo de tecnologias
sustentables, asi como una normatividad cada vez mas estricta. Como resultado,
la introduccién de tecnologias limpias en los procesos industriales ha logrado
disminuir las descargas de sustancias contaminantes al medio ambiente. A pesar
de todo, en la mayoria de las empresas todavia se generan aguas residuales con
concentraciones bajas de sustancias contaminantes. Los principales
contaminantes provenientes de los efluentes liquidos industriales son los metales

pesados (Reyes et al., 2006).

Segun el principio de la tecnologia de remediacién, los tratamientos se puede
dividir en tratamientos biolégicos y tratamientos fisicoquimicos, el primero de
estos utilizan las actividades metabdlicas de ciertos organismos (plantas, hongos,
bacterias) para degradar (destruccion), transformar o remover los contaminantes
a productos metabdlicos inocuos y los tratamientos fisicoquimicos utiliza las
propiedades fisicas y/o quimicas de los contaminantes o del medio contaminado

para destruir, separar o contener la contaminacion (INECC, 2007).

Se hace necesario acelerar la eliminacion de los contaminantes para remediar
los problemas existentes y disminuir el impacto de incidentes futuros mediante el
control del ingreso de contaminantes. (Cafiizares, 2000). Para el tratamiento de
los efluentes liquidos que contienen metales pesados, existen diferentes métodos
fisico-quimicos, siendo los de mayor auge en la actualidad los siguientes:
precipitacion, intercambio i6nico, ésmosis inversa y adsorcion (Reyes et al.,
2006).
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[1.2.1 Métodos Fisico-quimicos.

Estos métodos, presentan tanto ventajas como desventajas de acuerdo a su

aplicacion a efluentes industriales constituidos por soluciones metalicas diluidas

(ver Tabla lll), las principales desventajas son los costos importantes en términos

energéticos y/o consumo de productos quimicos.

Tabla Ill. Tratamientos fisico-quimicos

Método Ventajas Desventajas
Precipitacion | -Simplicidad de|-La presencia de agentes
operacion. organicos disminuye su
-Alto nivel de eliminacién | rendimiento.
de metales pesados. -No es selectivo.
-Bajo costo de | -Se necesitan agentes
operacion. coagulantes y floculantes para
separar los metales del efluente.
-Generacion de lodos con alto
costo de tratamiento.
Intercambio | -Es posible la | -La presencia de calcio, sodio y
idnico eliminacién de metales a | magnesio disminuye su
muy bajas | rendimiento debido a que pueden
concentraciones. saturar la resina.
-Presenta alta | -La posible competencia entre
selectividad. metales pesados y otros cationes.
-Es posible la | -Las resinas no son muy tolerantes
recuperacion de los | al cambio de pH.

metales por electrolisis.

-Los materiales organicos pueden
envenenar la resina.

-La solucién contaminada debe ser
previamente tratada para eliminar
los materiales en suspension.
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Osmosis -Altos niveles de | -Mediana selectividad y tolerancia
inversa remocion. a cambio de pH.
-Es un proceso | -Bajo tiempo de vida con
facilmente soluciones corrosivas.
automatizado. -Requiere de presiones muy altas
-No hay cambio en la | para su funcionamiento.
composicién quimica de | -Requiere de  mantenimiento
las aguas residuales. frecuente para evitar saturacion de
-La recuperacion de | la membrana.
metales pesados es|-Alto costo por reemplazar la
posible. membrana.
-Es  necesario separar las
particulas  insolubles o en
suspension para evitar saturacion
de la membrana.
Adsorcion -Altamente efectivo. -El costo del adsorbente y el
-Facil de operar. regenerador pueden ser muy altos.
-Permite la fijacion de [ -La capacidad de adsorcién es
metales en presencia de | altamente dependiente del pH.
otros cationes. -Es  necesario eliminar los
-La recuperacion de [ materiales en suspension antes de
metales pesados en | que el efluente sea tratado.
posible.
-El adsorbente puede
ser regenerado.

Reyes et al., 2006

Las nuevas tecnologias para el desarrollo de sistemas de tratamientos de
efluentes deberdn de considerar dos factores importantes: bajo costo de
operacion y que sean faciles de implementar; con el objetivo de que sean
atractivas para las pequefias y medianas empresas, las cuales se ven en la
necesidad de tratar sus efluentes para que estos cumplan con la normatividad

vigente.
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I1.2.2 Métodos Biolégicos

Esta clasificacion se basa en el principio de la tecnologia de remediacion, en la
cual se utilizan las actividades metabdlicas de ciertos organismos (plantas,
hongos, bacterias) para degradar (destruccién), transformar o remover los

contaminantes a productos metabdlicos inocuos. (INECC, 2007).
[1.2.2.1 Biorremediacién

Las practicas de biorremediacion consisten en el uso de organismos como
plantas, hongos, bacterias naturales o modificadas genéticamente para
neutralizar sustancias toxicas, transformandolas en sustancias menos téxicas o
convirtiéndolas en inocuas para el ambiente y la salud humana (Benavides et al.,
2006).

La biorremediacion es un proceso de descontaminacion que emplea una serie de
reacciones bioquimicas por una poblacién o consorcios de microorganismos
inoculados en la zona contaminada, para convertir la estructura de los
hidrocarburos en componentes menos téxicos. Una de las ventajas del proceso
es gue no generan corrientes de residuos y que inclusive después de suspendido
el tratamiento, dadas las condiciones en que se efectla, se espera un proceso
de atenuacién natural en el que ademas de la reduccién de hidrocarburos, se
reducen las poblaciones bacterianas. (Trujillo y Ramirez, 2012).

La utilizacibn de microorganismos como biosorbentes de metales pesados,
ofrece una alternativa potencial a los métodos ya existentes para la detoxificacion
y recuperacion de metales toxicos o0 valiosos presentes en aguas residuales

industriales (Cafizares, 2000).

Los diferentes biotratamientos que pueden emplearse para descontaminar

suelos o aguas. Se clasifican en dos categorias: in situ y ex situ.

La biorremediacion in situ se destina al tratamiento de aguas, suelos o arenas
contaminadas en el lugar donde se encuentran. En este tipo de metodologias se

modifican las condiciones fisicoquimicas (nutrientes, humedad, oxigeno) en la
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zona contaminada con el fin de favorecer el incremento y la tasa metabdlica de
los microorganismos, logrando aumentar la velocidad de degradacion de las

sustancias toxicas.

La biorremediacion ex situ consiste en excavar el suelo contaminado o en extraer
el agua subterranea por bombeo para aplicar el tratamiento. Estas técnicas se
emplean cuando las sustancias toxicas no pueden ser eliminadas por métodos in
situ, si la sustancia no se pueda degradar, por las caracteristicas del medio o por
gue se requiera la descontaminacion en un menor lapso de tiempo. Estos
procedimientos presentan ventajas tales como el poder de optimizar los
parametros microbiolégicos y el control del proceso, aunque, tienen un costo

mayor (Palacios y Villalobos, 2007).

Las tecnologias de remediacion pueden clasificarse de diferentes maneras, en
base a los siguientes principios: estrategia de remediacion, lugar en que se
realiza el proceso de remediacion, y tipo de tratamiento (INECC, 2007).

En la Figura 1 se muestra las tecnologias aplicadas de la biorremediacion, segun

su aplicacion in situ o ex situ, segun las caracteristicas del proceso a aplicar.
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Biorremediacion —

> In situ =

— Bioventeo

INNEC, 2007

Y Ex situ

-

—> Bioestimulacion =»

— Bioaumentacion =+

— Fitorremediacion =»

Biocomposteo =+

Bioreactores

-

Tiene como objetivo estimular la biodegradacion natural de
cualquier compuesto biodegradable en condiciones aerobias. El
aire se suministra en el sitio contaminado a través de pozos de
extraccion.

Implica la circulacion de soluciones acuosas (que contengan
nutrientes y/u oxigeno) a través del suelo contaminado, para
estimular la actividad de los microorganismos autéctonos.

Consiste en la adicion de microorganismos vivos, que tengan la
capacidad para degradar el contaminante en cuestién, para
promover su biodegradacion o su biotransformacion.

Proceso que utiliza plantas para remover, transferir, estabilizar,
concentrar y/o destruir contaminantes (organicos e inorganicos)
en suelos, lodos y sedimentos.

El material contaminado se mezcla con agentes de volumen,
que son sustancias organicas solidas biodegradables,
adicionadas para mejorar el balance de nutrientes, asi como
para asegurar una mejor aireacion y la generacion del calor
durante el proceso.

Los biorreactores suelen usarse cuando es necesario disminuir
el tiempo de tratamiento, ya que es posible combinar controlada
y eficientemente, procesos quimicos, fisicos y bioldgicos, que
mejoren y aceleren la biodegradacion. Es la tecnologia mas
adecuada cuando existen peligros potenciales de descargas y
emisiones.

Figura 1. Tecnologias de biorremediacion

Una de las principales tecnologias de biorremediacion aplicadas al tratamiento

de aguas, es el uso de biorreactores, esto se debe a las caracteristicas que tienen

durante el tratamiento, principalmente a la posibilidad que ofrecen de combinar

controlada y eficientemente procesos quimicos, fisicos y bioldgicos.

La biorremediacién es parte de las tecnologias de remediacién consideradas

limpias no contaminantes. Los procesos pueden clasificarse segun el tipo de

material biolégico que se utilice, en este caso se definen dos técnicas

diferenciadas: la bioacumulacion y la biosorcion (Flores et al., 2001).
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11.2.2.2 Biosorcién

La biosorcién resulta ser una de las tecnologias més prometedoras, no solamente
por su bajo costo, sino porque se trata de un proceso rapido que permite tratar
grandes volumenes de agua con bajas concentraciones de metal en forma eficaz.
Ademas, la posibilidad de emplear biomasa muerta o productos derivados de su
metabolismo, supera problemas de toxicidad e incluso permite la regeneracion y
reutilizacion del biomaterial por varios ciclos de adsorcion/desorcion (Plaza,
2012).

De acuerdo con Tsezos (1980), se propone varias etapas en el mecanismo de
adsorcion relacionadas con la transferencia de los metales a través de las capas

gue bordean las células:

1.-Transporte del metal desde el seno de la solucion a la capa limite alrededor

de la pared celular.
2.- Transporte desde la capa limite a la pared celular.
3.- Transporte del metal desde la pared celular a los puntos activos del enlace.

4.- Fases del enlace: complejacion, adsorcion y precipitacion en la

intramembrana.

Para el estudio de los mecanismos mencionados anteriormente, es necesario
tener informacién sobre la estructura fisica y quimica de la pared celular de la
biomasa. La pared celular de los diferentes tipos de biosorbentes (hongos, algas,
plantas superiores, bacterias) difiere significativamente una de otras, en cuanto
a los grupos funcionales que se encuentran presentes, tipo y tamafo de poros,
cadenas de polisacéridos, etc. (Plaza, 2012).

El proceso de biosorcion involucra una fase solida (biosorbente) y una fase
liquida (solvente, que es normalmente agua) que contiene las especies disueltas
gue van a ser sorbidas (sorbato, i.e. iones metélicos). Debido a la gran afinidad
del biosorbente por las especies del sorbato, éste ultimo es atraido hacia el sélido

y enlazado por diferentes mecanismos. Este proceso continda hasta que se
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establece un equilibrio entre el sorbato disuelto y el sorbato enlazado al sélido (a
una concentracion final o en el equilibrio). La afinidad del biosorbente por el
sorbato determina su distribucion entre las fases liquida y solida. La calidad del
biosorbente esta dada por la cantidad del sorbato que pueda atraer y retener en

forma inmovilizada (Caiiizares, 2000).

La biosorcién se caracteriza por la retencion del metal mediante una interaccion
fisicoquimica del metal con ligandos presentes en la superficie celular, la cual se
produce con grupos funcionales expuestos hacia el exterior celular
pertenecientes a partes de moléculas componentes de las paredes celulares
(Cuizano, 2008).

Los microorganismos son una alternativa potencial sobre los procesos
convencionales para la recuperacién de metales de soluciones industriales, este
fendbmeno es conocido como biosorcion y se refiere a las interacciones

fisicoquimicas entre la biomasa microbiana y el metal pesado (Cafiizares, 2000).

Existen diferentes tipos de biomasa utilizados para la biosorcion, los biosorbentes
pueden clasificarse en sorbentes de bajo o alto costo. El primer grupo esta
formado por materiales recolectados directamente de la naturaleza (por ejemplo,
algas marinas) y por residuos o productos de diferentes industrias (por ejemplo,
de plantas de tratamientos de aguas). El otro grupo incluye a los materiales que
son cultivados, preparados o sintetizados especialmente para ser usados en los
procesos de biosorcion. A pesar de la gran cantidad de materiales biol6gicos que
puede adsorber metales de forma natural, solamente unos pocos tienen la
suficiente capacidad como para adsorber una gran cantidad de metal de forma
eficiente y presentar una alta selectividad, dos caracteristicas necesarias para

ser empleados en un proceso de biosorcién a gran escala (Plaza, 2012).

En los dltimos afos, la tecnologia de biosorcion, basada en la habilidad de ciertas
biomasas de capturar especies metalicas de soluciones acuosas, ha recibido
especial atencion por su potencialidad para el tratamiento de aguas residuales

(ver Figura 2). Varios estudios han demostrado que la biomasa de diferentes
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especies de bacterias, hongos y algas son capaces de concentrar en su
estructura iones metalicos que se encuentran en ambientes acuaticos (Basso et
al., 2002).

» Solucion de metales

|

Biomasa microbiana
(o productos derivados y excretados)
viva, muerta, libre, unicelular inmovilizada,
peliculas filamentosas, agregados, trozos (pellets).

Recirculacion

3

Regeneracion Biomasa cargada de metal
de biomasa o producto (o precipitados y complejos de metal) , Descarga
descontaminada
Recuperacion Recuperacion
no destructiva destructiva
Metal Metal

Figura 2. Principios basicos involucrados en la eliminacion/recuperacion de

metales de soluciones acuosas por biomasa microbiana y derivados

El uso de biomasa en suspension tiene algunas desventajas, una de las cuales
es la separacion final del efluente y la biomasa. Como el disefio de reactores para
la remocion de metales pesados a partir de efluentes liquidos debe contemplar
un contacto Optimo entre éstos y la biomasa, se ha considerado el uso de
diferentes tipos de soportes para la inmovilizacion de la biomasa (ver Tabla 1V),
con la finalidad de lograr una mayor eficiencia de eliminacion de metales
pesados. Uno de los materiales que se han estudiado como soporte de biomasa
es el carbdn activado por su porosidad y su gran superficie especifica, ademas
de ser un producto abundante que se obtiene como subproducto de la produccién

de aceite a partir de coco, oliva y el procesamiento de cafia de azlcar (Reyes et
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al., 2006). Otros materiales que se han utilizado como soporte de biomasa son la

silica, gel de poliacrilamida y poliuretano (Gupta et al., 2000).

Entre los materiales de soporte que se han utilizado en procesos de biosorcion
se incluyen: espuma de poliuretano (Pakshirajan y Swaminathan, 2009), perlas
de vidrio (Garcia-Morales et al., 1999), zeolitas (Fernandez et al., 2008), entre
otros. Las zeolitas son un grupo de compuestos minerales cristalinos, cuyas
caracteristicas estructurales permiten que los reactores anaerobios retengan
altas concentraciones de biomasa, logrando altas eficiencias y bajos tiempos de
retencidon hidraulica (Montalvo et al., 2012). La clinoptilolita es la zeolita natural
mas abundante que existe en México, y por lo tanto, es un material muy

econdémico (Halbinger-Flores et al., 2002).
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Tabla IV. Tipo de biomasa utilizada como biosorbentes

Categoria Ejemplos
Gram  positivas  (Basillus  sp.,
Corynebacterium sp.)

Bacterias Gram negativas (Escherichia sp.,

Pseudomonas sp.)

Cianobaterias

Hongos y levaduras

Hongos (Aspergillus sp., Rhizopus sp.,
Agaricus sp., Trichaptum sp.)
Levaduras (Saccharomyces sp.,

Candida sp.)

Algas

Microalgas (Clorella sp.,
Chlamydomonas sp.)
Macroalgas  (Enteromorpha  sp.,

Codium sp.)

Desechos industriales

Desechos de fermentaciones,
alimentos, bebidas, lodos activados,

lodos anaerobios.

Desechos agricolas

Desechos alimenticios (arroz, frutas,

trigo)

Residuos naturales

Plantas, cortezas, hierbas.

Park et al., 2010
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[1.2.2.3 Uso de Microorganismos en el Tratamiento de Aguas Residuales

Contaminadas con Metales Pesados

Los microorganismos son una alternativa potencial sobre los procesos
convencionales para la recuperacion de metales de soluciones industriales, este
fendbmeno es conocido como biosorcion y se refiere a las interacciones

fisicoquimicas entre la biomasa microbiana y el metal pesado (Cafiizares, 2000).

Los microorganismos son los encargados de metabolizar la materia organica y
aprovecharla como alimento para el crecimiento de mas microorganismos y en
sustancias sencillas como diéxido de carbono (CO2), metano (CHas), amoniaco
(NHs), nitratos (NOs) y agua (H20). Estos microorganismos pueden ser bacterias,

arqueas, protozoarios y rotiferos.

Se dice que las bacterias juegan un papel muy importante en la degradacion de
la materia orgénica, por ello la materia organica debe de estar presente en un

tamafo tal que pueda ser asimilada por estos microorganismos.

Las bacterias contienen capas compuestas de polisacéaridos y proveen de grupos
aminos, carboxilos, fosfatos y sulfatos para la biosorcion de los metales. Las
paredes celulares de las bacterias pueden contener un polisacarido conocido
como peptidoglicano que contiene grupos carboxilo, que son los principales sitios
de uniébn para los cationes metdlicos. Las paredes celulares de las
arqueobacterias son de composiciones muy diversas, pero pueden contener
pseudomureina (similar al peptidoglicano), polisacaridos sulfonados vy
glicoproteinas, lo que provee de grupos carboxilos y grupos sulfatos (Gadd,
2009).

Los microorganismos en su amplia diversidad pueden ser resistentes o
tolerantes a metales. Los resistentes se caracterizan por poseer mecanismos de
detoxificacion codificados genéticamente, constitutivos o inducidos por la
presencia del metal en cuestion (Silver y Misra, 1988). En cambio, los tolerantes

son indiferentes a la presencia o ausencia del metal. La resistencia o tolerancia
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experimentada por microorganismos es posible gracias a la accion de diferentes

mecanismos.

Los sistemas desarrollados por las bacterias para tolerar los efectos nocivos de
los metales toxicos son diversos (Silver y Phung, 2005; Nies, 1999). Entre ellos,

se encuentran principalmente los que involucran:

1- Transportadores ubicados en la membrana que expulsan las especies
nocivas desde el citoplasma celular.

2- Enzimas que modifican el estado redox de los metales o0 no metales,
convirtiéndolos en formas menos toxicas.

3- Componentes celulares que capturan a los iones, neutralizando su
toxicidad (Cervantes et al., 2006)

En general, la propia bacteria presenta mecanismos de incorporacién y
exportacion para un mismo ion metalico esencial. Cuando un microorganismo se
enfrenta a grandes concentraciones de algun metal pesado que es acumulado
por el sistema inespecifico, el cation del metal pesado es transportado al
citoplasma, a pesar de su elevada concentracion, porque estos transportadores
inespecificos son expresados constitutivamente. Por consiguiente, no es posible
cerrar esta entrada. Esta “puerta abierta” es la primera razén por la cual los iones
metalicos pesados son téxicos (Nies et al., 1995). Cuando el gen que codifica
este sistema transportador rapido e inespecifico se muta, las mutantes obtenidas

son tolerantes a metales.

Una vez dentro de la bacteria, cuando estos elementos se encuentran en exceso,
pueden formar enlaces coordinados con aniones bloqueando grupos funcionales
de enzimas, inhibir sistemas de transporte, desplazar metales esenciales desde
los sitios nativos de enlace e interrumpir la integridad de la membrana celular
(Nies, 2003).

Asi, los cationes de los metales pesados foraneos pueden interactuar con iones

fisiol6gicos, inhibiendo sus funciones en la célula. En este sentido, el Cd(ll)
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puede interactuar con el Zn(ll) o el Ca(ll), el Ni(ll) y el Co(ll) con el Fe(ll) y el
Zn(ll) con el Mg(ll). Dichos metales foraneos también tienden a unirse a grupos
sulfhidrilo, lo cual origina la inhibicién de la actividad de enzimas sensibles (Nies,
1999).

Como se menciond anteriormente, ciertos metales de transicién como cobalto,
cobre, niquel y cinc a concentraciones trazas del orden 10* mmol/L son
utilizados como bioelementos, micro nutrimentos o cofactores enzimaticos; sin
embargo, a elevadas concentraciones son toxicos e inhiben el crecimiento
microbiano. Normalmente las bacterias no toleran concentraciones mayores a
los 50 umol/L de niquel ni cobalto a excepcion de las que habitan ambientes muy
contaminados, como tierra, aguas acidas de mina y residuales de las industrias
relacionadas con los metales. Algunas cepas del género alcaligenes crecen en
presencia de 50 y 20 mmol/L de niquel y cobalto, las cuales han sido catalogadas

como muy resistentes (Gomez et al., 2002).

De acuerdo a su afinidad por el oxigeno, las bacterias pueden ser aerobias,
anaerobias o facultativas. Si requieren de oxigeno, son aerobias; sino requieren
de oxigeno, son anaerobias; y cuando pueden estar en ambientes aerobios y

anaerobios, son facultativas.

El proceso que realizan las bacterias aerobias es la digestion aerobia. La
digestidén aerobia es un proceso bioldgico implementado a las aguas residuales
que tiene el fin de remover aquellos compuestos organicos en suspension o en
solucién que se encuentran en el agua, los cuales, al ser degradados por los
microorganismos, imponen una demanda de oxigeno sobre el cuerpo de agua
receptor (Trillas, 2015).

Las bacterias anaerobias llevan a cabo un proceso complejo llamado digestién
anaerobia (ver Figura 3), la cual es una de las tecnologias mas adecuadas para
el tratamiento de efluentes con alta carga organica, y comprende las siguientes

etapas (Figueroa, 2013):
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1.- Hidrdlisis. Durante la primera etapa, los compuestos organicos
complejos presentes en las aguas residuales son degradados a compuestos de
bajo peso molecular. La degradacion de estos compuestos ocurre por la
actividad enzimatica de las bacterias hidroliticas, en donde se pueden encontrar
celulasas, hemicelulasas, xilanasas, pectinasas, amilasas, proteasas, lipasas y
fosfolipasas.

2.- Acidogénesis: Posteriormente, los compuestos de bajo peso
molecular, como los azlcares y los aminoacidos, son fermentados y convertidos
en bioxido de carbono (COz2), hidrogeno (Hz), células y acidos grasos volatiles
(AGV’s) como: acido acético, acido propidnico y acido butirico. La fermentacion
en esta etapa ocurre por accion de las bacterias acidogénicas. Una etapa
paralela a la acidogénesis corresponde a la oxidacién anaerobia de los acidos

grasos de cadena larga y alcoholes provenientes de los lipidos (Hutnan, 1999).

3.- Acetogénesis: En esta etapa, los organismos acetogénicos y
productores de hidrégeno utilizan los productos de la fermentacion de la etapa

anterior y los convierten en acetato, Hz y COa.

4.- Metanogénesis: Finalmente, el CO2y el H2 son convertidos a un biogas
compuesto principalmente por metano y CO2 en menor cantidad. El grupo
bacteriano responsable de esta etapa corresponde a las bacterias

metanogénicas, que son anaerodbicas estrictas.
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Materia organica compleja ]

Proteinas Carbohidratos Lipidos
Hidrolisis
Aminoacidos, azucares Acidos grasos
Acidogenésis
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CO,, H,
Acetogénesis “‘\M—f
Acetato Hidrogeno
Metanogénesis C \l/
Biogas

Metano + CO,

Figueroa, 2013
Figura 3. Etapas de la digestion anaerobio

El proceso de biosorcion se puede llevar a cabo en un bioreactor, en donde se
hace pasar el agua contaminada a lo largo de una cama de microorganismos que
captan y concentran los metales. El objetivo de la biosorcién es lograr que la
concentracion del metal a la salida del reactor disminuya considerablemente
(niveles cercanos a cero, si es posible) con respecto a la concentracion de
entrada (Figueira et al., 2000; Volesky, 2003).

30



[1.3 Reactores

Ademas de la via metabdlica de los microorganismos, los reactores biol6gicos se
clasifican de acuerdo a la forma que adopta la poblacién microbiana dentro del
reactor. Pueden ser de biomasa fija 0 biomasa en suspension. Los reactores de
biomasa fija son aquellos que cuentan con un soporte para que se desarrollen
los microorganismos, mientras que los reactores en suspension no cuentan con

un medio de soporte y los microorganismos forman fléculos.

Los reactores bioldgicos se clasifican de acuerdo a su requerimiento de oxigeno,
en aerobios o anaerobios. Dentro de los aerobios estan los lodos activados en
todas sus variantes, filtros percoladores y discos bioldgicos rotativos. Y como
parte de los anaerobios, el filtro anaerobio, el tubular de pelicula fija, lecho
fluidizado, lecho expandido, fosas sépticas y de flujo ascendente (UASB), como

se puede observar en la Figura 4.
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- Filtros percoladores
Biomasa fija - Discos biolégicos
rotativos
— Agerobios

Biomasa en - Lodos activados en
suspension todas sus varantes

Biorreactores —

- Filtro anaerobio
- Tubular de pelicula fija

Biomasa fja = _ | ocho fluidizado
- Lecho expandido
— Anaerobios -
- Fosas sépticas

Biomasa en o no i ascendente
suspension (UASB+)

Figura 4. Clasificacion de biorreactores

La Tabla V muestra algunas de las ventajas y desventajas que presentan los
biorreactores a la hora de operar. Y segun Figueroa (2013), entre los reactores
anaerobios comunmente utilizados e investigados se encuentran el reactor
anaerobio de lecho de lodo de flujo ascendente (Upflow Anaerobic Packed Bed
reactor, UASB), el reactor anaerobio de lecho fluidizado (Anaerobic Fluidized Bed
reactor) y el reactor anaerobio de lecho empacado (Anaerobic Packed Bed
reactor, APBR).
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Tabla V. Ventajas y desventajas de los biorreactores

Biorreactor Ventajas Desventajas
Lodos activados | Instalacion simple, | Requieren de  mayor
en todas sus bastante compacta y facil | operacibn y  existen
variantes de dirigir por  su | muchas variantes.
flexibilidad y costos de
funcionamiento.
Filtros Procesos estables. Sensibles a la

percoladores

No existen problemas de

temperatura ambiental y

fendbmenos atmosféricos.

Discos biolégicos ruidos.
rotativos Requieren de una menor Tarda en alcanzar la
area de tratamiento. estabilidad.
Filtro anaerobio | Destinados No es posible la
principalmente a la | eliminacion de nutrientes.
Tubular de pelicula femocién d materi
fija emocio € alerid | costos  de  inversion
disuelta pero también elevados.

Lecho fluidizado

Lecho expandido

materia suspendida.

Generan efluentes con
DBO alta.

Fosas sépticas

Flujo ascendente
(UASB+)

Separadores de sdélidos

suspendidos.

Sirve para la remocién de
materia disuelta

(UASBH+).

No hay una interaccién
real entre biomasa activa
y el agua residual, por lo
que el porcentaje de
remocion es bajo o nulo

(Fosas sépticas).
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El proceso de la digestion anaerobia también puede ser aplicado de manera
continua para el tratamiento de aguas residuales con alto contenido de
compuestos organicos. Certucha (2009) llevé a cabo un estudio de biosorciéon
de cobre en un reactor anaerobio de lecho de flujo ascendente (Upflow Anaerobic
Sludge Bed reactor, UASB), sin medio de soporte, logrando una alta remocion de
cobre por medio de lodos metanogénicos.

La principal caracteristica de un reactor UASB, ademas del flujo ascendente, es
la formacion de un manto de lodo floculento o granular con buena capacidad de
sedimentacion, en donde se realiza la actividad bioldgica. La granulacion es un
proceso que ha sido citado en pocas oportunidades durante el tratamiento de

liquidos cloacales (Lorenzo y Obaya, 2006).
I1.4 Analisis de la Microbiota en la Biopelicula

Estudios anteriores a este proyecto segun Trillas et al (2017), con modificaciones
del método de secuenciacién tipo Sanger desarrollado por Rojas et al., (2008),
revelé que los grupos microbianos que se encontraron en mayor abundancia en
la biopelicula al inicio de la experimentacion fueron Alphaproteobacteria y
Actinobacteria, seguido de Firmicutes, Betaproteobacteria y Gammaprobacteria

(ver Figura 5).

Las Alphaproteobacteria son uno de los principales grupos de bacterias que
incluyen una gran variedad de patégenos, tales como Escherichia, Salmonella,
Vibrio, Helicobacter, Neisseria gonorrhoeae y muchos otros. Se clasifican en
proteobacterias de tipo alfa, beta, gamma, delta y épsilon. Otras son de vida libre,
e incluyen muchas de las bacterias responsables de la fijacién del nitrdgeno.
Todas las proteobacterias son Gramm negativas, con una pared celular formada
principalmente delipopolisacaridos, su morfologia es muy variable, desde bacilos,
hasta cocos simples. Muchas se mueven utilizando flagelos, pero algunas lo
pueden hacer por deslizamiento bacteriano. Entre estas se encuentran las
Mixobacterias, un grupo unico de bacterias que pueden agruparse para formar

cuerpos fructiferos.
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Tienen también una gran variedad de tipos de metabolismo. La mayoria de las
proteobacterias son aerobias, pero hay muchas excepciones. Las mitocondrias
que permiten respirar a las células eucariotas se derivan de proteobacterias,

probablemente similares a las Rickettsias (Madigan y Martinko, 2005).

Por otra parte, el filo Actinobacteria es un grupo de bacterias de distribucion
mundial y muy abundantes en suelos, sobre o dentro de los animales, en
ambientes acuaticos dulceacuicolas y marinos y en practicamente cualquier
superficie natural. Son bacterias gram-positivas, con un alto contenido de
guanina y citosina en su ADN y con algunas especies capaces de producir
esporas externas. Juegan un importante papel en el reciclaje de la materia
organica del suelo, ya que pueden descomponer gran cantidad de moléculas
organicas, como la quitina y la celulosa, favoreciendo la formacién de humus y
enriquecimiento mineral del suelo. Algunas especies viven en simbiosis con los
animales, ya sea en sus intestinos o en su superficie, mientras que otras especies
son patdgenas, algunas causantes de importantes enfermedades humanas.
Mientras que la mayoria de especies forman células mas o menos redondeadas,

algunas forman células ramificadas que parecen micelios de hongos.
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Figura 5. Andlisis de la microbiota en la biopelicula formada en el reactor de

estudio a partir de lodo proveniente de planta de tratamiento de aguas

residuales de la industria cervecera mediante secuenciacion tipo Sanger.
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lIl. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
[1l.1 Diagrama Experimental

En la Figura 6 se presenta el diagrama general de la experimentacion, la cual se
realizd en dos etapas. La primera fue el control y mantenimiento del biorreactor
(UASB modificado) durante su operacion y la segunda etapa consistié en la
evaluacion de muestras, determinacion de la concentracion de niquel en el

efluente, analisis de MEB y EDS de la zeolita con la biopelicula.

BIORREACTOR

' !

Control y —_ Medio de ‘ Evaluacion
mantenimiento alimentacion de muestras
Parametros: 1 l
-pH Efluente e Zeolita
-DQO Influente
-Metano 1
-Flujo 1
-Temperatura Evaluacién de
Analisis concentracion
fisicoquimico de niquel

Figura 6. Diagrama experimental
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[1l.2 Operacion del Reactor Anaerobio

Se utilizé un biorreactor anaerobio de flujo ascendente tipo UASB con empaque

(ver Figura 7), construido en material acrilico con dimensiones de 50 cm de altura,

7 cm de didmetro y un volumen de operacion de 2 L, el cual fue empacado con

un 1.05 kg de zeolita. El biorreactor fue inoculado con 300 mL de lodos

anaerobios previamente aclimatados y se mantuvo a una temperatura de 30°C

con un TRH de 24 horas con volumen de 1.3 L.

c— Metano

Empaque -

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

(6osscoscsscosssscscssos sl
000660086000 0600000004

10000800000000000000000!

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

(sesceensesssescecossscel
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| i

Influente 8

Figura 7. Esquema de instalacion de reactor

D=70cm

|

Efluente

L=50cm
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111.2.1 Alimentacion

El influente utilizado como alimentacion fue agua contaminada con niquel
proveniente de la industria de platinado, con una concentracién de 1700 ppm, se
ajusté a una concentracion inicial de 250 ppm y posteriormente 500 ppm de
niquel empleando medio de cultivo como diluyente. El medio de cultivo se
preparo de acuerdo a la Tabla VI (Certucha, 2009).

Tabla VI. Preparacion de medio de cultivo

Compuesto Cantidad/L
NH,C! 1.044 g
HCI 0.544 g
MgSO0, * 7H,0 0.370 g
KH,PO, 0.340 g
CacCl, * 2H,0 0.02 g

Extracto de levadura | 0.10 g

Elementos traza 1mL
Dextrosa 15¢g
NaHCO4 29
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[11.3 Andlisis Fisicoquimico de Influentes y Efluentes

Se tomaron muestras diarias tanto del influente como del efluente del biorreactor
para la determinacion de DQO, % de remocion de niquel, mediante la
determinacion de la concentracion de niquel en el efluente por absorcién atémica,

produccion de metano, alcalinidad y pH de las muestras.
[11.3.1 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

La DQO se determiné de acuerdo al procedimiento establecido en los métodos
estandares (APHA, 1995). Para ello se tomaron 2 mL de la muestra de de la
salida y entrada del biorreactor y se pusieron en contacto con 1 mL de solucion
digestora (K2Cr207) y 2 mL de acido sulfurico con sulfato de plata. Los tubos se
homogenizaron con ayuda de un Vértex y finalmente se colocaron en un digestor
Hach DRB-200 a 150 °C durante 2 horas. Los tubos se dejaron enfriar y
posteriormente se midio la absorbancia a una longitud de onda de 620 nm en un
colorimetro Hach DR/890.

111.3.2 Produccion de Metano

La actividad metanogénica especifica (AME=gDQOcH4/gSSV*L*d) es una medida
indirecta del desempefio de las bacterias que estan presentes en la digestion
anaerobia y determina la carga organica maxima que puede aplicarse en un
sistema. Se utiliz6 hidréxido de sodio (NaOH) al 3% para cuantificar el volumen
desplazado por el metano, el cual se midié en una columna de 4.45 cm de
didmetro con una altura de 25 cm. La determinacién del volumen del gas

producido se realiz6 mediante la Ec. (1) (Trillas et al., 2017):

. mL Ar xh
Produccién de metano (7) = (D

Donde
2

. . P
Ar = area seccional de la columna (cm?) = e

@ = didmetro de la columna (cm)
h = altura desplazada en la columna (cm)
t = tiempo (dias)
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111.3.3 Alcalinidad

Para medir la capacidad de amortiguamiento del sistema se utiliza la relacion de
alcalinidad (a). Con el fin de medir indirectamente los acidos grasos volatiles
(AGV’s) y bicarbonato, para indicar una alcalinizacién eficiente, la estimacion de
la relacion debe mantenerse entre 0.5-0.7. Con una solucion 0.2 N de H2SO4, se
titularon 25 mL de muestra del efluente del reactor hasta llegar a un pH de 5.75,
en este punto se titulan 80% de los carbonatos. Para conocer el promedio de los
AGV’s se continda la titulaciéon a un pH de 4.3. Los volimenes gastados se

registran, calculandose la relacion de alcalinidad de acuerdo a la Ec. (2):

__Alcalinidad (HCO3)s 74
" Alcalinidad (AGV 5)43

(2)

Doénde:
Alcalinidad (HC03)s,,= mL de acido consumido para llevar el pH original a 5.75

Alcalinidad (AGV’s), 3= mL de &cido consumido para llevar el pH original a 4.3.
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[11.3.4 Potencial Hidrégeno (pH)

Se registré diariamente el pH del influente y efluente, utilizando un potenciometro
Accumet Excel CL94001428 (Fischer Scientific) con un electrodo Cole Parmer,

con la finalidad de controlar la estabilidad y el mantenimiento del reactor.
[1l.4 Solidos

El andlisis de sdlidos consistié en la determinacién de los sélidos totales (ST),
sélidos fijos (SF) y sélidos suspendidos volatiles (SSV), tomando por triplicado
muestras de la parte media, baja y alta del biorreactor. El procedimiento se realizo
de acuerdo a lo establecido en los métodos estandares (APHA, 1995) y para esto
se utilizaron crisoles, los cuales fueron lavados perfectamente para después
colocarse en una mufla a una temperatura de 550 °C durante 30 min. Se dejaron
enfriar en un desecador y después fueron pesados hasta obtener un peso
constante. El peso se registr6 como “peso del crisol”. Posteriormente, se
colocaron 5 g de lodo metanogénico con zeolita (“peso de la muestra”) en los
crisoles y se introdujeron en una estufa a una temperatura de 105 °C — 110 °C
por 24 horas. Al cabo de este tiempo los crisoles se dejaron enfriar en el
desecador y se pesaron nuevamente, registrando este peso como “peso seco a
110° C”. Finalmente, los residuos se calcinaron en la mufla a 550 °C durante 2
horas, se dejaron enfriar antes de pesarlos y el valor se registré como “peso seco
a 550°C”. Al finalizar el procedimiento se calcularon los sdlidos totales, fijos y
volatiles de acuerdo a la Ec. (3), Ec. (4) y Ec. (5).

Peso seco a 110°C — Peso del crisol

Solidos Totales (g/g) - Peso de la muestra )
. B g Peso seco a 550°C — Peso del crisol
Solidos Fijos ( /g) - Peso de la muestra @

Solidos Suspendidos Volatiles (g/g) = Solidos Totales — Sélidos Fijos (5)
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[11.5 Evaluacion de la Concentracion de Niquel en la Zeolita

La zeolita empleada como soporte seré caracterizada por medio de microscopia
electronica de barrido (MEB), para observar la morfologia de materiales solidos
de todo tipo y por espectroscopia de dispersion de energia (EDS) para determinar

qué tipo de compuestos forman los elementos que contiene la muestra.

[11.5.1 Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) y Espectroscopia de
Dispersion de Energia (EDS).

Para el analisis por MEB y EDS se tomo una muestra de biomasa metanogénica
antes y después del proceso de biosorcion. A las muestras se les dio un
tratamiento para su andlisis de acuerdo a la técnica reportada por Certucha
(2009), el cual consisti6 en la fijacion de las muestras por inmersion en
glutaraldehido al 5% (v/v) durante 24 horas a 4°C, seguido por una post-fijacion
en solucion de tetréxido de osmio 1% (w/v) durante 2 horas a 4°C. Las muestras
se deshidrataron mediante una serie de soluciones de acetona (30, 40, 50, 70,
80, 90 y 100%) cada disolucion se afiadié por duplicado con un tiempo de reposo
de 15 minutos, a excepcion de la acetona absoluta, la cual tuvo un tiempo de
reposo de 20 minutos. La muestra se recubri6é con oro antes de la observacion
en el microscopio electronico de barrido PEMTRON SS 300 + EDS BROKER (ver
Figura 8).

Figura 8. Microscopio electrénico de barrido
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[11.6 Absorcion Atémica (AA)

Por medio de técnicas de absorcién atdmica se determind la concentracion de
niquel en las muestras. Debido a la curva de calibracidén del equipo para el metal
contenido en las muestras, fue necesario hacer diluciones de cada uno de los
influentes; en un matraz aforado de 100 mL se agregaron 2 mL de muestra 'y 2
mL de acido nitrico (HNOs3), se homogenizo perfectamente y se tomaron 25 mL

necesarios para llevar a cabo la lectura en AAnalyst 400.
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[11.7 Andlisis de la Microbiota en la Biopelicula

I11.7.1 Extraccion de ADN

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la microbiota en la biopelicula se
realiz6 la extraccion del material genético (ADN). Para ello una vez finalizado el
tratamiento a 500 ppm se procedio a abrir el biorreactor y se tomaron muestras
de la biopelicula en diferentes puntos del biorreactor; entrada, base, medio, pared
y salida (ver figura 21), cada una por triplicado, para su posterior almacenamiento
en tubos falcon de 50 ml los cuales fueron congelados a -20°C hasta su

procesamiento.

Para realizar la extraccion del ADN de la microbiota adherida a la zeolita, se
trabajo en el laboratorio de Tecnologia de Alimentos de Origen Animal del Centro
de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Para ello, se utilizo
un kit comercial de extraccién de ADN de la marca FastDNA SPIN Kit for Soil de

la casa comercial MPBIO siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Durante la desinstalacion del biorreactor se tomaron muestras de la biomasa
junto con zeolita en tres puntos, parte baja (entrada), media y alta (salida) del
biorreactor, cada una por triplicado. Se utilizaron 250 mg de cada muestra los
cuales se colocaron en un tubo Lysing Matrix E, se afiadieron 978 uL de buffer
de Fosfato de Sodio y 122 pL de buffer MT. Se homogenizé la muestra utilizando
el instrumento FastPrep durante 40 segundos a una velocidad de 6.0 por
duplicado con el fin de llevar a cabo una lisis mecanica completa (Figura 9).

Posteriormente, los tubos del procedimiento anterior fueron centrifugados a
14000 x g durante 15 minutos para sedimentar los residuos y debris de las
muestras y el sobrenadante fue transferido a un tubo eppendorf de 2.0 ml al cual
se agregaron 250 pL de PPS (solucion de precipitacion de proteinas), mezclando
por inversion 10 veces, con ello se provoco la precipitacion de las proteinas
presentes en la muestra. Seguidamente, se centrifugé a 14000 x g durante 5
minutos para precipitar los granulos de proteinas y el sobrenadante fue

transferido a un tubo limpio de 15 ml en el que, previamente resuspendida la
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solucion de Binding Matrix se afiadié 1.0 ml de esta y el sobrenadante del paso
anterior. Los tubos fueron colocaron en un rotador durante 3 minutos para permitir
la union del ADN de las muestras a la Binding Matrix. Posterior a los 3 minutos,
los tubos fueron colocados en una gradilla durante 3 minutos para permitir la
sedimentacion de la matriz de silice, se eliminaron y desecharon los primeros 500
pUL del sobrenadante y suavemente se resuspendid la solucion para ser
transferida en porciones de aproximadamente 600 UL a un Spin Filter provisto
por el kit para ser posteriormente centrifugado a 14000 x g durante 1 minuto. Se
vacio el tubo de captura se centrifugé de nuevo. Posteriormente, se afiadieron
500 pL de la solucibn SEWS-M que contenia etanol al 96% y se resuspendio
suavemente el granulo utilizando la fuerza del pipeteo para su centrifugacion a
14000 x g durante 1 minuto. Sin ninguna adicion de liquido, se centrifugd una
segunda vez a 14000 x g durante 2 minutos para "secar" la matriz de solucion de
lavado residual. Se desechd el tubo de retencién y se cambid por un tubo nuevo
y limpio. Finalmente, se afiadieron 80 UL de DES (DNasa /Pyrogen-Free Water)
para que, mediante un cambio de pH, el material genético adsorbido en el filtro
se desprendiera y se sometio a un bafio de 55°C por 5 minutos y posteriormente
se centrifug6 a 14000 x g durante 1 minuto para llevar el ADN eluido al tubo de
captura limpio. EI ADN extraido fue evaluado mediante la cuantificacion de la
concentracion obtenida por medio de nanodrop. Para evaluar la integridad del
ADN extraido, los productos de extraccion se visualizaron mediante electroforesis
en gel de agarosa al 0.8% (p/v) (agarosa LE SeakemR Cam Brex Bio), utilizando
un fotodocumentador Gel Doc XR+ (BIO RAD, Alemania). Posterior a esto, el
material genético fue almacenado a -20° C hasta su procesamiento para

secuenciacidon masiva.
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Muestra de biopelicula Buffer Lysing Matrix E.
FastPrep.

Rotador Centrifuga

Figura 9. Metodologia empleada para la extraccion de ADN
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[11.7.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El ADN extraido se amplifico usando los cebadores o “primers” 341F y 534R,
cuya secuencia se muestra en la Tabla VII. Un fragmento de aproximadamente
243 pb se obtuvo de la region V1-V3 del gen 16S rRNA. Cada reaccion de PCR
se llevo a cabo en un volumen total de 50 pL conteniendo aproximadamente 2.5
ng de ADN molde, 1pL de la mezcla 10mM de dNTPs, 5 pL de tampén de PCR
(10x) y 4 pL de MgCl2 25mM (Thermo Scientific, USA). A la mezcla de reaccion
se afiadieron 0.2 pL de cada cebador a 100 uM y 0.4 uL de Maxima Hot StartTaq
DNA polimerasa (5u pL-1) (Thermo Scientific, USA). La amplificacion mediante
PCR se llevd a cabo en un termociclador T100 Thermal Cycler (BIO RAD,
Alemania) (ver Figura 10). La amplificacion se realizé6 mediante el siguiente
protocolo: 95°C por 5 minutos, 10 ciclos de 94°C por un minuto y 65°C por 1
minuto bajando 1°C cada dos ciclos, hasta llegar a 55°C, después 72°C por 2
minutos y 20 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por un minuto y 72°C por 2
minutos y para finalizar un ciclo adicional a 72°C por 10 minutos y se mantuvo a

4°C hasta infinito.
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Preparacion de muestras

Termociclador

Figura 10. Termociclador empleado para la reaccion en cadena de la

polimerasa

Tabla VII. Cebadores empleados para la generacion de librerias por

secuenciaciéon masiva

Referencia

Nombre | Secuencia5- 3"
341F 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'
534R 5'-AAGGAGGTGATCCAGCC-3'

Weisburg, 1991
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En la etapa inicial del experimento, al ser inoculado el reactor con lodo
proveniente de la planta de tratamiento de aguas residuales de la industria
cervecera Corona, ubicada en Ciudad Obregon, Sonora., se realizaron analisis
de secuenciacion tipo Sanger. En el método de Sanger (1977), la estrategia es
hacer cuatro reacciones diferentes de sintesis de ADN, utilizando un ddNTP
distinto en cada tubo. Con la mezcla del nucleétido normal (dNTP) y su 21
terminador (ddNTP), se pueden generar fragmentos complementarios de
diferentes tamafos que terminan en el mismo nucledtido. Después, estos
fragmentos se pueden separar en un gel de electroforesis con cuatro carriles

distintos, para determinar la secuencia del templado.
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[11.7.3 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2% (p/v) (agarosa LE SeakemR Cam Brex Bio).

El gel se preparo utilizando agarosa al 2 % (p/v) y TAE 1X. Enseguida se corrio
a 90 V durante 60 minutos a temperatura ambiente en amortiguador TAE 1X.
Posteriormente, el gel se reveld6 con bromuro de etidio y luego se observo
utilizando un fotodocumentador Gel Doc XR+ (BIO RAD, Alemania) (ver Figura
11). Los analisis se realizaron en el Laboratorio de Biorremediacion Il de la

Universidad de Sonora, en la Ciudad de Hermosillo, Sonora.
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Muestras de
PCR

Resultado

Fotodocumentador Baiio Migracion del gel

Figura 11. Metodologia de Electroforesis
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I11.7.4 Secuenciacién Masiva llumina

El material genético extraido (ADN) fue evaluado para su calidad y cantidad
mediante espectrofotometria por Nanodrop de la misma manera que reportd
Calderon et al., 2012 (Figura 12). Posteriormente las muestras fueron enviadas
a la Universidad de Magdeburg, Alemania para su andlisis por medio de la
plataforma llumina MiSeq en colaboracién con el grupo de investigacion del Dr.
Ramiro Vilchez-Vargas. Siguiendo el protocolo descrito por Szafranski et al.,
2015.

Figura 12. Espectrofotometria por Nanodrop
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
IV.1 Andlisis Fisicoquimico de Influentes y Efluentes.
IV.1.1 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

En la Figura 13, se presenta la DQO de entrada (1.6 £ 0.22 gDQOI/L) y salida en
el biorreactor. Se puede observar que el reactor presentd valores de remocion
promedio cercanos al 52% de eficiencia durante el tratamiento que contenian 250
ppm de niquel, mientras que al aumentar a 500 ppm el porcentaje de remocion
promedio disminuyé a valores cercanos al 45%. Los bajos porcentajes de
remocion muestran que la biomasa no degradaba por completo la materia
organica, es decir, no permite que exista una produccion de metano, por lo tanto,
la digestion anaerobia solo se lleva a cabo en una etapa de acidogénesis, donde
se produce &cidos grasos volatiles (AGV's). En condiciones o6ptimas de
operacion, el cido acetico y el Hz provenientes de organismos acidogénicos y
acetogénicos son utilizados por microorganismos metanogénicos y convertidos a
metano. Cuando existe una sobre carga de sustrato o hay presencia de
elementos toxicos, la actividad de las bacterias formadoras de metano disminuye
y se presenta una disminucion en la eliminacion de materia orgénica (Lahav y
Morgan, 2004).
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Figura 13. Remocién de DQO
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IV.1.2 Produccién de Metano

Ambos tratamientos (250 ppm y 500 ppm) demostraron una alta produccion de
metano de 200 mL/d aproximadamente (Figura 14), con una pequefa
disminucién al final del tratamiento a 500 ppm, lo cual representa una cantidad
importante considerando la capacidad del biorreactor a escala de laboratorio. Un
aspecto importante fue mantener el pH y la alcalinidad del sustrato en
condiciones Optimas para evitar la inhibicién del in6culo. Tomando en cuenta el
metano tedrico a partir de la DQO removida en ambas etapas (etapa | 378mL/d

y etapa Il 327 mL/d) se obtuvo un 53% y 62% de recuperacion de metano

respectivamente.
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Figura 14. Produccion de metano
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IV.1.3 Relacién de Alcalinidad

El pH puede influir sobre la utilizacion de las fuentes de carbono, la asimilacion
del sustrato, la sintesis de proteinas y la liberacion de productos metabdlicos. El
pH o6ptimo para el desarrollo de los microorganismos metanogénicos se
encuentra dentro del rango 6.8-7.2, y su velocidad de crecimiento se ve afectada
severamente a pH’s por debajo de 6.6 (Parawira et al., 2004). La relacién de
alcalinidad (a) es un parametro de estabilidad en el proceso anaerobio. El sistema

serd mas estable conforme al valor de a sea cercano a uno (Aviles, 2012).

Los microorganismos que colonizaron la zeolita demostraron un rendimiento
Optimo en un intervalo de pH de 6.4 a 7. 0. Mientras que la alcalinizacion se

mantuvo en un rango de 0.54 a 0.77 (Figura 15).
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Figura 15. Relacién de alcalinidad (a) y pH del efluente
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IV.1.5 Sélidos

Los soélidos suspendidos volatiles son un parametro importante ya que son una

medida indirecta de la cantidad de biomasa presente. Al inicio de los estudios en

continuo la cantidad de biomasa era de 0.02 g/g de zeolita (Trillas et al., 2017).

Una vez sacrificado el biorreactor se tomaron muestras de la entrada, parte media

y salida y se analizé la cantidad de biomasa inmovilizada por gramo de zeolita.

En la Tabla VIl se presentan las fracciones. Los sdlidos suspendidos volatiles

calculados en el reactor muestran que la cantidad de biomasa dentro del reactor

aumentd y fue homogénea, lo que indica que las condiciones de operacion

utilizadas, en conjunto con el medio de alimentacion, propician el desarrollo de

los microorganismos.

Tabla VIII. Determinaciéon de sélidos en el reactor

Empaque de Biorreactor

Entrada Medio Salida
Sé"t‘(’;Tt;’:a'es 0.6040 +0.0086 | 0.6906 + 0.0077 | 0.7522 + 0.0071
Solidos fijos
(SF)* 0.5536 + 0.0092 0.6410 + 0.0075 0.6988 + 0.0081
Soélidos
Suspendidos
L. 0.0504 + 0.0005 0.0496 + 0.0002 0.0534 + 0.0009
Volatiles
(SSV)*

*g/g lodo + zeolita
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Figueroa (2013) realizé un estudio de biosorcion de Cu y Fe, y su efecto sobre
biomasa acidogénica inmovilizada en zeolita en sistema continuo y en lote. Para
el sistema continuo utilizO un reactor anaerobio de lecho empacado, los
resultados indicaron que el lodo inmovilizado en zeolita contenia 0.04375 g de
biomasa (SSV) por cada gramo de muestra (lodo + clinoptilolita). También,
Garcia et al., (1999) realiz6é un estudio con biomasa anaerobia en un reactor de
lecho fijo con volumen de operacion de 2 L (T= 55°C) utilizando un material
poroso comercial (SIRAN) en forma de perlas de vidrio con un diametro medio de
1.5-2 mm, obteniendo un valor de 0.0530 gSSV/g, el cual es similar al que se

obtuvo en este trabajo.

IV.2 Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y Espectroscopia de
Dispersiéon de Energia (EDS).

Los resultados obtenidos por Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) se
presentan en la Figura 16, donde las micrografias corresponden a muestras de
zeolita sin biomasa y zeolita con biomasa. En las muestras de zeolita sin
biomasa, correspondientes al inicio de la experimentacién, se aprecian

estructuras cristalinas en la superficie, las cuales son propias de las zeolitas.

Las zeolitas son materiales porosos cuya estructura consiste en arreglos
tridimensionales compuestos de tetraedros de SiO4 y AlOa4. Las caracteristicas
estructurales permiten que los reactores anaerobios retengan altas
concentraciones de biomasa, logrando altas eficiencias y bajos tiempos de

retencién hidraulica (Malamis et al., 2010; Montalvo et al., 2012).

Como consecuencia de la inoculacién del reactor con lodos anaerobios y la
alimentacion del medio, se puede observar el desarrollo de una biopelicula
compuesta por bacterias y levaduras, ademas de sustancias poliméricas
extracelulares (EPS). Esta biopelicula recubre la superficie de la zeolita y es en

donde ocurre la inmovilizacion de los microorganismos dentro del biorreactor.
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Las EPS son biopolimeros producidos durante el crecimiento de
microorganismos eucariotes y procariotes ya sea en ambientes naturales o
artificiales. Estos compuestos se localizan en el exterior de la membrana celular
y estan constituidas por una gran variedad de moléculas organicas de alto peso
molecular como proteinas, acidos nucléicos, fosfolipidos y polisacaridos como
componentes principales, que representan del 40 al 95 % de las EPS. Las EPS
juegan un papel importante en la adhesion celular y en la formacion de la
biopelicula microbiana, pero también se ven involucradas en la captacion de
solutos disueltos como los metales pesados. La union de cationes metélicos a
estos biopolimeros celulares ocurre generalmente debido a la accién de
interacciones electrostaticas con los grupos funcionales anionicos presentes en
las SPE como los &acidos urdnicos (acido glucuronico, galacturonico y
manurdnico), los grupos fosforilos asociados con la membrana celular y los

grupos carboxilicos de los aminoacidos (Paul, 2008).

b
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10,000 15.0kV LED SEM WD 10 10:40:14 Ch1 MAG:8500x HV: 15KV WD: 10.1mm Px: 24 nm

Figura 166. a) MEB de zeolita b) MEB biomasa mas zeolita con 500 ppm
Ni+?
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El analisis de la composicion de la zeolita (antes del tratamiento) se observa en
la Figura 17, donde se muestra el EDS. Este indica los elementos que componen
al mineral, tales como carbono, oxigeno, aluminio, silicio, potasio, sodio, hierro,
magnesio, titanio y azufre, indicando que el elemento en mayor abundancia es el

silicio, debido a que este mineral pertenece al grupo de los aluminosilicatos.

cps/eV

25

20

4 6 8 10
Energy [keV]

Mass Mass Norm. Atom
Element At. No. Netto

[%] (%] [%]
Carbon 6 14556 10.65 9.99 15.78
Oxygen 8 219098 51.00 47.81 56.72
Aluminium 13 166821 7.85 7.36 5.18
Silicon 14 740854 28.55 26.76 18.08
Potassium 19 121701 6.65 6.23 3.03
Sodium 11 10362 0.91 0.86 0.71
Iron 26 4315 0.51 0.48 0.16
Magnesium 12 16313 037 034 0.27
Titanium 22 1680 0.14 0.13 0.05
Sulfur 16 690 0.04 0.03 0.02

Sum 106.67 100.00 100.00

Figura 17. Andlisis de EDS de la zeolita antes del tratamiento.
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Después del tratamiento se realizo otro analisis de EDS de la zeolita. Este se
observa en la Figura 18 e indica la presencia de niquel y otros elementos (fosforo
y 0smio) en pequefia cantidad. La pequefia cantidad (% masa) de niquel en la
zeolita se debe a que el niquel se precipitd y no fue adsorbido por la zeolita, por
lo que se puede afirmar que la zeolita es s6lo material de soporte para la

formacion de la biopelicula.
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cps/eV

7] 0s
5 6 7 8 9 10
Energy [keV]

Mass Mass Norm. Atom abs. error [%] rel. error [%]

Element At. No. Netto %]

Carbon 6122375 30.23
Oxygen 8 208475 28.39
Aluminium 13 194776 4.89
Silicon 14 900962 22.76
Phosphorus 15 22636 0.72
Potassium 19 157982 5.63
Iron 26 11258 1.14
Magnesium 12 5423 0.15
Sodium 11 2198 0.08
Sulfur 16 13053 0.41
Titanium 22 1576 0.09
Osmium 76 25630 153
Nickel 28 2015 0.29

Sum 96.32

[%]
31.38
29.48

5.08
23.62
0.74
5.85
119
0.16
0.09
0.42
0.10
159
0.31

[%]
45.69
3222

3.29
14.71
0.42
262
0.37
0.11
0.07
0.23
0.04
0.15
0.09

100.00 100.00

(1 sigma)
3.39
311
0.25
0.97
0.05
0.20
0.06
0.03
0.03
0.04
0.03
0.09
0.04

(1 sigma)
11.23
10.96

5.15
4.26
7.39
351
531
22.02
36.86
9.84
31.15
5.72
12.51

Figura 18. Analisis EDS de la zeolita después del tratamiento
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IV.3 Evaluacion de la Concentracion de Niquel en los Estudios en Continuo
en la Zeolita

IV.3.1 Absorcién Atémica (AA)

Por medio del analisis por absorcion atémica del influente y efluente del
biorreactor se observo el 99% de la eliminacion de niquel, tanto en 250 ppm como
500 ppm de tratamiento (Figura 19). En este estudio solo fue alimentado niquel,
pero en otro estudio que realizé Figueroa (2013) de biosorcion de Cu y Fe con
biomasa anaerobia en zeolita se encontrdé una eficiencia de remocion global del
51% de Cu (Il) y Fe (1) durante los 25 dias en que el reactor se alimentd con los

metales.
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Figura 19. Eficiencia de remocion de niquel
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IV.4 Andlisis de la Microbiota en la Biopelicula

IV.4.1 Electroforesis en gel de Agarosa y Cuantificacion de ADN por

Nanodrop

Se comprobd la extraccion de ADN con electroforesis en gel de agarosa al 2%
(Figura 20).

M E1E2 E3 M1IM2 M3 81 S2 S3 84 MAMP B C-

Lo R AR R I 1T T

Figura 20. Gel de agarosa

En el gel de agarosa se observa un carril con 15 pocillos, los cuales se cargaron
en el siguiente orden: marcador (M), muestras de la zona de entrada por triplicado
(E1, E2 y E3), muestras de la zona media por triplicado (M1, M2, M3), muestras
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de la zona de salida por cuadruple (S1, S2, S3 y S4), muestra de la paredes de
la zona media (MA y MP), muestra de la base (B) y control negativo (C-). Las

zonas de muestreo del biorreactor se indican en la Figura 21.
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Figura 21. Zonas de muestreo en el biorreactor
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El andlisis de espectrofotometria por Nanodrop permitio determinar la
concentracion y la pureza de las muestras de ADN basandose en la capacidad
de absorbancia de un compuesto presente en una solucién a una longitud de

onda determinada.

La concentracion de ADN se calcula teniendo en cuenta el valor de absorbancia
obtenido a una longitud de onda de 260 nm. Mientras que las relaciones de
absorbancias A-260/280 y A-260/230 se utilizan para evaluar la pureza de las

muestras.

De acuerdo a Pinto (2015), la relacion A-260/280 es muy estable y se considera
que un ADN de pureza 6ptima tiene un valor entre 1.8-2.0. Un ADN de pureza
aceptable debe tener al menos una relacion A-260/280 > 1.6. Un valor A-260/280
< 1.6 indica una posible contaminacion por compuestos aromaticos como fenoles
y proteinas. Una relacion A260/280 > 2.1 podria deberse a la presencia de ARN
en la muestra. Por lo tanto podemos confirmar que nuestras muestras cumplen

con los rangos de calidad para ser amplificados y secuenciados.

Tabla IX. Resultados de cuantificacion de ADN por Nanodrop

Muestra ng/pL A —260/280 A —260/230
El 352.3 1.88 0.54
E2 381.3 1.86 0.58
E3 1154 1.83 0.20
M1 57.5 1.71 0.10
M2 156.2 1.81 0.28
M3 123 1.87 0.21
S1 155 1.75 0.03
S2 83.3 1.81 0.14
S3 50.2 1.71 0.09
N3.1 220.1 1.88 0.38
N3.2 220 1.85 0.36

B 374.1 1.90 0.90
MA 54.7 1.72 0.09
MP 277.1 1.85 0.49
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En la Tabla IX se puede observar que en las muestras analizadas se encontré
una buena cantidad y calidad de ADN, el cual se encuentra en los valores

establecidos entre 1.8- 2.0 de pureza Optima.

IV.4.3 Andlisis Taxondmico de la Diversidad Microbiana Encontrada en el

Biorreactor

El hecho de que exista una gran variedad de microorganismos y que muchos de
ellos hayan sido estudiados con poco detalle, abre la posibilidad de su estudio

para su uso y beneficio en algun aspecto de tipo industrial.

Los microorganismos pertenecientes al filo Actinobacteria genéricamente
conocidos como actinomicetos, destacan por su capacidad para producir
importantes compuestos activos y diversas aplicaciones biotecnologicas (Soler,
2012). Segun la Figura 22, las Actinobacterias en la entrada del reactor presentan
una abundancia relativa al 11%, después en la base aumentan hasta el 28% y
ese aumento continuo siendo mayor respecto a la entrada, en el medio, salida y

pared del reactor pasando a un 19 y 22%.

Las Firmicutes son bacterias Gram positivas de bajo GC (contenido de guanina
y citosina), caracteristica que la diferencia de las bacterias de filo Actinobacterias.
Se trata de un grupo muy diverso, ubicuos y especialmente relevantes en suelos
y ambientes anaerdbicos (Arroyo, 2010). La abundancia relativa del filo
Firmicutes es la mayor en todos los puntos del tratamiento, sin embargo, esta

abundancia se reduce respecto de lo que entra con lo que sale (39 a 25%).

Spirochaetes constituye un filo muy homogéneo desde el punto de vista
morfolégico y de estructura celular, incluye tanto bacterias de vida libre en
sedimentos y ambientes acuaticos como comensales y parasitos de animales
(Rossell6 y Antén, 2009). En investigaciones realizadas por Arroyo (2010) se
identificaron Spirochaetes principalmente en sedimentos de laguna de sistemas
de tratamiento de aguas urbanas. En el presente estudio se han identificado
Spirochaetes (Figura 20), observando altos porcentajes de abundancia relativa
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en todos los puntos, asociando a que tratamiento anaerdbico favorece el
desarrollo de dichas bacterias.

Filo

Abundancia relativa (%)
8
R

30%

20%

N .
0%

ENTRADA BASE MEDIO SALIDA PARED

B Actinobacteria B Armatimonadetes W Bacteroidetes M Caldiserica m Chloroflexi
Firmicutes M Lentisphaerae W Nitrospirae M Planctomycetes M Proteobacteria

W Spirochaetes M Synergistetes ® Thermotogae

Figura 222. Abundancia relativa referente a los filos encontrados en las
muestras.

Las clases Bacilli y Clostridia forman parte del filo Firmicutes, en trabajos
realizados por Arroyo (2010), se han identificado bacterias Unicamente afiliadas
a las clases Bacilli en el tratamiento a pequefia escala de agua residual industrial,
y Clostridia, que engloba bacterias anaerobias, las cuales fueron encontradas
fundamentalmente en los sedimentos de la laguna a escala real para el
tratamiento de agua residual urbana. En el presente estudio se observé una
dinamica entre estas dos clases de bacterias, es decir en puntos donde el
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porcentaje relativo de abundancia de la clase Bacilli aumento, la presencia de

Clostridia disminuyé (Figura 23).

Las Gammaproteobacterias constituyen la clase que mas géneros y especies
agrupa dentro del filo Proteobacteria. Dentro de esta clase se han identificado
individuos quimiorganotrofos, en los que se incluyen principalmente bacterias
anaerobias facultativas, implicadas en procesos fermentativos de la materia
organica (Arroyo, 2010). Segun la Figura 23, las Gammaproteobacterias
aparecen en los puntos de entrada, base y pared, mientras que en la salida y

medio son detectadas en minimas cantidades.

Clase
100%
90%
80%
70%
£ 6o%
=
2
=
v
o 50%
]
e
o
©
5
3 40%
<
30%
20% |
) .
0%
ENTRADA BASE MEDIO SAUDA PARED
B Actinobacteria B Chthonomonadetes M Bacteroidia W Cytophagia MW Flavobacteriia M Sphingobacteriia
m Caldisericia m Anaerolineae m Bacilli m Clostridia m Erysipelotrichia m Negativicutes
m Lentisphaeria m Nitrospira Plancomycetia m Alphaproteobacteria m Betaproteobacteria Deltaproteobacteria
u Epsilonproteobacteria B Gammaproteobacteria u Spirochaetia W Synergistia H Thermotogae

Figura 23. Abundancia relativa referente a las clases encontradas en las
muestras.
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La abundancia mayor en género se refiere a Clostridum. Las cuales son bacterias
anaerobias y se utilizan como un indicador microbiologico de la contaminacién
del agua. Son resistentes a la depuracion habitual de aguas, por lo que su

supervivencia en el agua es mayor (Domenech, 2003).

Por otra parte, Pseudomonas fueron detectadas en la salida del biorreactor,
estas bacterias han demostrado su capacidad de formar biopeliculas, ademas de
metabolizar una variedad de diversos nutrientes y son asi, capaces de sobrevivir

en lugares inesperados (Borboa et al., 2013).

La presencia de Desulfovibrio fue notoria durante todo el tratamiento, abundando
en la pared, caso contrario de Treponema. Esto puede explicarse debido a que
Desulfovibrio son bacterias estrictamente anaerébicas y sulfato reductoras,
participando en el tratamiento de aguas residuales debido a su alto poder

reductivo.

Nuestros resultados fueron comparados con los obtenidos por Trillas (2017), para
tener un conocimiento de la variacion de los grupos microbianos presentes al
inicio y final de la biopelicula responsable de la remocién de niquel en el
biorreactor. Al final del tratamiento, los grupos microbianos Clostridium,
Spirochaetae y Thermotogae fueron los que prevalecieron, demostrando asi su
capacidad de subsistencia a la presencia del metal (Ni?*). Por el contrario, los
grupos pertenecientes a Nitrospira, Alphaproteobacteria y Epsilonproteobacteria
no sobrevivieron hasta una concentracion de 500 ppm del metal. Esto refleja la
capacidad que tienen ciertos grupos microbianos para su adaptacion y
metabolismo ante metales pesados como el Niquel.
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Figura 244. Abundancia relativa referente a los géneros encontrados en las

muestras.
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V. CONCLUSIONES

El tratamiento anaerdbico de aguas residuales ofrece una excelente opcion para
eliminar los metales pesados como el niquel (Ni?*), que es uno de los principales
elementos de desecho que se presentan en los efluentes de aguas residuales de

las industrias metallrgicas como la galvanizada.

Los resultados obtenidos en los analisis fisicoquimicos sugieren que la
comunidad microbiana desarrollada sobre zeolita, empleada como soporte
inorganico para el tratamiento anaerébico, juega un importante papel para la
eliminaciéon de metales pesados como Ni?*, lo que permite una alta recuperacion

de metano.

Referente a la parte del analisis taxondmico permanecieron hasta el final del
tratamiento los grupos microbianos Clostridium, Spirochaetae y Thermotogae, los
cuales estan asociados a la produccion de metano obtenido durante el

tratamiento.

En este sentido, este tratamiento propuesto en aguas residuales industriales
podria conducir a una mejor conservacion del medio ambiente y una estrategia
accesible para tratar los efluentes de la industria, principalmente de la

galvanoplastia.

Como aspecto futuro se desea comprobar si el niquel pasa de un estado de

oxidacion +2 a uno 0, esto con la ayuda de luz sincrotron.

72



VI. ANEXO

Datos experimentales correspondientes a la Figura 13.

Dia

DQO (abs)
Influente  Efluente
0.733 0.207
0.673 0.46
0.518 0.363
0.597 0.2
0.397 0.166
0.471 0.175
0.662 0.382
0.638 0.254
0.584 0.257
0.642 0.351
0.63 0.433
0.665 0.429

DQO (gr/L)
Influente Efluente
1.88658202  0.53277282
1.73215511 1.1839396
1.33321894  0.93428277
1.5365477 0.51475635
1.02179135  0.42724777
1.2122512 0.45041181
1.70384351  0.98318463
1.51471985 0.60303894
1.38651472  0.61016144
1.52421652  0.83333333
1.4957265 1.02801519
1.57882241  1.01851852

% Remociodn

71.7598909
31.6493314
29.9227799
66.4991625
58.186398
62.8450106
42.2960725
60.1880878
55.9931507
45.3271028
31.2698413
35.4887218
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Datos experimentales correspondientes a la Figura 14.

Dia

10
11
15
16
17
18
19
20
21

Desplazamiento
(cm)
14.4

11
12
13
13
12
13.5
12.5
13.5
13.4
115
11

Metano

Volumen
(cm3)
229.02264
174.94785
190.8522
206.75655
206.75655
190.8522
214.708725
198.804375
214.708725
213.11829
182.900025
174.94785
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Datos experimentales correspondientes a la Figura 15.

pH Alcalinidad
Dia
Influente Efluente Efluente

2 - 7.13 0.72

3 7.14 7.03 0.73
4 7.17 6.86 0.75

7 6.8 6.78 0.72

8 7.32 6.68 0.68

9 - 6.63 0.63
10 6.86 6.73 0.69
11 6.91 - 0.75
12 - 6.43 0.6
14 7.03 7.1 0.703
15 6.88 6.51 0.64
16 7.07 6.53 0.65
17 5.47 6.19 0.59
18 7.14 6.09 0.58
19 6.09 6.06 0.54
20 - 6.5 0.701

21 7.38 7.19 0.765



Datos experimentales correspondientes a la Tabla VIII.

Entrada Promedio

Sélidos Totales (ST)* 0.6101 0.5979 0.604

Solidos Fijos (SF)* 0.5601 0.5471 0.5536

Solidos Suspendidos 0.05 0.0508 0.0504
Voléatiles (SSV)*

Medio Promedio

Solidos Totales (ST)*  0.6961 0.6852 0.69065
Sdlidos Fijos (SF)* 0.6463 0.6357 0.641
Sdlidos Suspendidos  0.0498  0.0495 0.04965

Voléatiles (SSV)*

Salida Promedio

Sélidos Totales (ST)*  0.7572 0.7472 0.7522

Sdlidos Fijos (SF)* 0.7045 0.6931 0.6988

Sdlidos Suspendidos  0.0527  0.0541 0.0534
Volatiles (SSV)*

*g/g lodo + zeolita

Desviacion
Estandar
0.0086267
0.00919239
0.00056569

Desviacion
Estandar
0.00770746
0.00749533
0.00021213

Desviacion
Estandar
0.00707107
0.00806102
0.00098995
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Datos experimentales correspondientes a la Figura 19.

Dia

Absorcién Atémica

Efluente
Concentracion
(Ppm)
0
0.348
0.254
0.24
0.223
0.374
0.206
0.217
0.3255
0.661
8.478
4.9575

Lectura

5.419
3.476
3.363
3.4005
3.2225
3.0005
3.532
9.1455
8.5515
11.14
11.07
9.622

Influente
Concentracion
(Ppm)
270.95
173.8
168.15
170.025
161.125
150.025
176.6
457.275
427.575
557
553.5
481.1

% de

Remocién

100
99.79976985
99.84894439
99.85884429
99.86159814
99.75070822
99.88335221
99.95254497

99.923873
99.88132855
98.46829268
98.96954895
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