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Resumen

Recientemente, se ha detectado un nuevo grupo de contaminantes emergentes en las aguas residuales, los antivirales. Entre sus
principales caracteristicas destacan su alta persistencia para ser removidos mediante los sistemas de tratamiento convencionales.
Sin embargo, al combinar los métodos de tratamiento tradicionales con otros procesos, por ejemplo, con la adicién de metales
que actlien como catalizadores, se puede lograr la degradacién de dichos compuestos. En este sentido, los metales recuperados
de efluentes industriales pueden ser aplicados en sistemas de tratamiento anaerobios convencionales. Los metales estaran
soportados sobre |la biomasa del consorcio metanogénico empleado para permitir su inmovilizacion en el sistema de tratamiento.

Aplicando los metales recuperados de un efluente industrial, en un consorcio metanogénico en reactores anaerobios de flujo
ascendente, se logré enriquecer una comunidad microbiana con nanoparticulas de hierro, niquel, circonio y manganeso. El
proceso se evalud en dos reactores, uno de control y otro de estudio, enriquecido con metales. Los reactores se utilizaron para
la degradacidon de dos antivirales, ribavirin y tenofovir. Se lograron porcentajes de eliminacién de 97.42% y 94.73%, para el
ribavirin y tenofovir, respectivamente, en el reactor de estudio (enriquecido con metales), mientras que en el reactor control se
obtuvieron eficiencias de 58.48% para el ribavirin y 34.29% para el tenofovir. Estudios adicionales, llevados a cabo con
cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de masas, permitieron identificar diversos metabolitos derivados de la
biodegeradacion de ribavirin y tenofovir por el consorcio anaerobio aplicado en los reactores.

La estabilidad de los reactores se evalué mediante la determinacion del pH, el consumo de sustrato (glucosa) y la produccién de
biogas. El pH en el reactor control y estudio durante la degradacidn del ribavirin fue de 7.37 y 7.46, respectivamente. En el caso
del tenofovir, fue de 7.32 y 7.28, respectivamente. El consumo de sustrato durante la degradacién del ribavirin fue de 95.56%
para el reactor de estudio y de 96.77% para el reactor control. Por otra parte, durante la degradacién del tenofovir, el consumo
de sustrato en el reactor control y estudio fue de 95.64% y 87.71%, respectivamente.

Durante la degradacion de los antivirales, se monitored la composicién del biogas producido en ambos reactores. Durante la
degradacion del ribavirin, el contenido de CH4 en el biogas producido, en el reactor control, fue de 68.49%, mientras que el
contenido en el biogas producido en el reactor estudio fue de 30.80%. Mientras tanto, durante la degradacién del tenofovir, el
contenido de metano en el biogas producido fue de 52.87% y 41.57% para el reactor control y el de estudio, respectivamente.

Adicionalmente, se evalud la reduccidn de Fe(lll) a Fe(ll) en el reactor de estudio durante la degradacion de ambos antivirales,
obtenido una reduccién promedio de 3.66 mg L™! durante la degradacién del ribavirin, mientras que durante la degradacién del
tenofovir, la reduccién promedio alcanzé 1.14 mg L. Se sugiere que este proceso de reduccién de Fe(lll) jugé un papel
importante en la biodegradacion de ambos antivirales estudiados. Ademas, se obtuvo evidencia, por medio de incubaciones con
metano marcado (13CH,4), que el proceso de oxidacidn anaerobia de metano, acoplada a la reduccion de Fe(lll) es llevada a cabo
por el consorcio anaerobio enriquecido con metales. Estos resultados podrian explicar también el menor contenido de metano
que se observo en el reactor operado con biomasa enriquecida con metales, comparado con el reactor control.

Finalmente, se estudid la sorcidn de los antivirales sobre el lodo granular anaerobio, observando que el tenofovir tiene mas
sorcion sobre el lodo que el ribavirin, siendo el modelo de Langmuir el modelo que mejor ajuste presento para las isotermas de
sorcién experimentales, con un valor de RZ = 0.9962. Para el caso del tenofovir, el valor maximo de la capacidad de sorcion
monocapa obtenido en el reactor control fue de 0.0053 mg g‘l, mientras que, para el reactor de estudio, la capacidad de sorcidn
monocapa fue de 0.1047 mg g~!. Para el caso del ribavirin, el valor maximo de la capacidad de sorcién monocapa para el reactor
control y de estudio fue de 0.0012 mg g~ y 0.0025 mg g~!, respectivamente. Tomando en cuenta estos valores de absorcién
maxima en pruebas en lote, se realizé una estimacion de la contribucidn del proceso de sorcién en la eliminaciéon de ambos
antivirales, obteniéndose una contribucién del 36% de remocién en el reactor control y 56 % de remocidn en el reactor estudio
para ribavirinay 41y 56% de remocidn en el reactor control y estudio, respectivamente, para el caso del tenofovir. Nos obstante,
estos valores podrian estar sobre-estimados, considerando que la capacidad de sorcion es mucho menor en sistemas en continuo
que en pruebas en lote.

Con los resultados obtenidos se demuestra que el concepto de biocatdlisis propuesto tiene un gran potencial para ser aplicado
en aquellos sistemas donde es comun encontrar contaminantes emergentes, tales como en los efluentes derivados de los
hospitales y de la industria farmacéutica.

Palabras clave: bacterias hierro-reductoras, biocatalisis, metanogénesis, ribavirin, tenofovir.
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Abstract

Recently, a new group of emerging contaminants has been detected in wastewater, the antivirals. Among their main
characteristics include high persistence to be removed by conventional treatment systems. However, by combining traditional
treatment methods with other processes; for example, with the addition of metals that act as catalysts, the degradation of such
compounds can be achieved. In this sense, metals recovered from industrial effluents can be applied in conventional anaerobic
treatment systems. The metals will be supported by the biomass of the methanogenic consortium used to allow their
immobilization in the treatment system.

By applying metals recovered from industrial effluent, in a methanogenic consortium in upflow anaerobic reactors, it was possible
to enrich a microbial community with nanoparticles of iron, nickel, zirconium, and manganese. The process was evaluated in two
reactors, one for control and the other for study, enriched with metals. The reactors were used for the degradation of two
antivirals, ribavirin and tenofovir. Removal efficiencies of 97.42% and 94.73% were achieved for ribavirin and tenofovir,
respectively, in the study reactor (enriched with metals), while 58.48% for ribavirin and 34.29% for tenofovir were obtained in
the control reactor. Additional analysis carried out by HPLC-MS revealed several intermediates derived from the biodegradation
of ribavirin and tenofovir by the anaerobic consortium applied in the reactors.

The stability of the reactors was evaluated by determining the pH, the consumption of substrate (glucose), and the production of
biogas. The pH in the control and study reactor during ribavirin degradation was 7.37 and 7.46, respectively. In the case of
tenofovir, it was 7.32 and 7.28, respectively. Substrate consumption during ribavirin degradation was 95.56% for the study reactor
and 96.77% for the control reactor. On the other hand, during tenofovir degradation, the consumption of substrate in the control
and study reactors was 95.64% and 87.71%, respectively.

During the degradation of the antivirals, the composition of the biogas produced in both reactors was monitored. During ribavirin
degradation, the CH,4 content in the biogas produced in the control reactor was 68.49%, while the content in the biogas produced
in the study reactor was 30.80%. Meanwhile, during tenofovir degradation, the methane content in the biogas produced was
52.87% and 41.57% for the control and study reactors, respectively.

Additionally, the reduction of Fe(lll) to Fe(ll) was evaluated in the study reactor during the degradation of both antivirals,
obtaining an average reduction of 3.66 mg L™! during the degradation of ribavirin, while that during the degradation of tenofovir,
the average reduction reached 1.14 mg L™1. It is suggested that this Fe(lll) reduction process played an important role in the
biodegradation of both antivirals studied. In addition, evidence was obtained, utilizing incubations with labeled methane (}3CH,),
that the anaerobic oxidation of methane, coupled with the reduction of Fe(lll), is carried out by the anaerobic consortium
enriched with metals. These results could also explain the lower methane content observed in the reactor operated with biomass
enriched with metals, compared to the control reactor.

Finally, the sorption of the antivirals on the anaerobic granular sludge was studied, observing that tenofovir has more sorption
on the sludge than ribavirin, with the Langmuir model being the model that presented the best fit for the experimental sorption
isotherms with a value of Average R2 of 0.9962. In the case of tenofovir, the maximum value of the monolayer sorption capacity
obtained in the control reactor was 0.0053 mg g~1, while for the study reactor, the monolayer sorption capacity was 0.1047
mg g~ 1. Inthe case of ribavirin, the maximum value of monolayer sorption capacity for the control and study reactors was 0.0012
mg g~ and 0.0025 mg g~1, respectively. Considering these values of maximum sorption in batch tests, an estimation of the
contribution of the sorption process in the elimination of both antivirals was made, obtaining a contribution of 36% removal in
the control reactor and 56% removal in the study reactor for ribavirin, and 41 and 56% removal in the control and study reactor,
respectively, in the case of tenofovir. However, these values could be over-estimated, considering that the sorption capacity is
much lower in continuous systems than in batch tests.

With the results obtained, it is shown that the proposed biocatalysis concept has great potential to be applied in those systems
where it is common to find emerging contaminants, such as in the effluents derived from hospitals and the pharmaceutical
industry.

Keywords: iron-reducing bacteria, biocatalysis, methanogenesis, ribavirin, tenofovir.
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Capitulo 1

Capitulo 1. Problematica y objetivos
1.1 Introduccién

La contaminacion del agua por metales pesados es uno de los principales problemas a nivel
mundial. Los metales pesados pueden ser generados por distintas actividades minero —
metallrgicas (industrias dedicas a los recubrimientos, produccién de baterias, pinturas,
curtiembre, mineria, galvanizados, etc.) (Vela-Garcia et al., 2019). Estos contaminantes estdn
asociados a un deterioro constante del ambiente, debido a que, una vez vertidos en el agua y en
la superficie terrestre, presentan el riesgo alcanzar concentraciones téxicas y puedan entrar en
la cadena tréfica, afectando la salud del ser humano (Suresh Kumar et al., 2015).

Por otro lado, una de las industrias con mayor crecimiento e importancia a nivel mundial es la del
acero inoxidable debido a las grandes ventajas que este material presenta en sus aplicaciones,
gue van desde la produccién de electrodomésticos, fabricacion de piezas para automoviles y
vehiculos pesados, construccién de edificios y mobiliario urbano, asi como la aplicabilidad que
presenta en las industrias alimentaria, quimica y petroquimica. También, el acero inoxidable es
demandado en la fabricacién de biomateriales (Disegi & Eschbach, 2000). La importancia de este
material radica en que puede ser reciclado por completo ayudando a cuidar el medio ambiente,
ademads de poseer una alta resistencia a la corrosidn y a las altas temperaturas. A pesar de las
grandes ventajas que ha presentado el acero inoxidable a nivel industrial, la produccién intensiva
derivada de su alta demanda ha causado un incremento en la descarga de contaminantes
acuosos al medio ambiente. Los efluentes derivados de las transformaciones en el proceso de
elaboracién del acero inoxidable provienen de los procesos quimicos (decapado y pasivacién)
gue se realizan con banos acidos para la eliminacidn de los éxidos presentes en la superficie del
metal (Gardner, 2019). Los efluentes procedentes de la industria del acero inoxidable presentan
tres caracteristicas fisicoquimicas principales que los hacen altamente nocivos para el medio
ambiente (Esquivel-Gonzalez, 2018):

v" pH é&cido (3-3.3)
v' Alta concentracién de nitrato (~6.8 g N — NO3 L™1)
v Alta concentracion de metales (Fe, Cr, Ni, Sn, Mn, Si, Mo, Co, Pby Cu)

Este efluente en particular puede contener citrato (~ 168 mg citrato L™1), el cual se emplea
como agente quelante en la etapa final del proceso de fabricaciéon del acero inoxidable. El
principal problema con la presencia de citrato es que funciona como agente quelante,
provocando el aumento de la movilidad de los metales y esto implica que, en los sistemas de
tratamiento de aguas residuales, los metales sean transportados a través de todo el sistema de
tratamiento y sean descargados en el efluente (Ramirez-Juarez, 2019). Las altas concentraciones
de nitrato (NO3) pueden causar la proliferacién de cianobacterias y algas, asi como problemas
en la reduccion de la claridad, el sabor, el olor. Asi como el desarrollo de cianotoxinas en el agua
potable, lo que disminuye la calidad de la misma y los servicios del ecosistema. Los procesos
convencionales que se utilizan para eliminar el nitrato (NO3') del agua son el intercambio iénico,
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la 6smosis inversa y la electrodialisis. La aplicabilidad de estos procesos ha sido limitada por su
operacidn costosa y por los problemas en la eliminacidon de la salmuera residual de nitrato
generada (Garcia-Martinez et al., 2017). Un problema importante en la desnitrificacion de las
aguas residuales es la acumulacién de compuestos secundarios como los N — 6xidos (NO,, NO
y N,0). Sin embargo, hay que considerar que el 6xido nitroso (N,0) es un potente gas de efecto
invernadero, con un potencial de calentamiento global de 300 veces superior al del diéxido de
carbono (€0,), con un ciclo de vida de aproximadamente 114 afios, por lo que su emision tiene
un efecto a largo plazo en el clima (Lightfoot & Mamer, 2018).

La alcalinidad producida en el proceso de desnitrificacion puede reciclarse para lograr la
neutralizacion de los efluentes metallrgicos acidos, lo que también promueve la precipitacién de
los metales pesados presentes. El acido citrico juega un papel importante en la desnitrificacién
como donador de electrones. Al mismo tiempo, su capacidad quelante modifica Ia
biodisponibilidad tanto de los metales como del citrato a los microorganismos, afectando la
velocidad del proceso. (Ramirez et al., 2017, Ramirez et al., 2020).

Por otro lado, es sabido que diversos microorganismos tienen el potencial de cambiar el estado
de oxidacién de los metales conllevando a la formaciéon de nanoparticulas biogénicas, estas
tienen la capacidad de oxidar o reducir diferentes contaminantes presentes en las aguas
residuales. Asi como también se ha demostrado que algunos microorganismos tienen la
capacidad para oxidar o reducir especies metalicas tales como: Cr(VI), U(VI) y As(V) (Hennebel et
al., 2009). Las nanoparticulas de metales biogénicas han sido empleadas en varias aplicaciones
medioambientales. Por ejemplo, nanoparticulas de Pd soportadas en Desulfovidrio desulfuricans,
se aplicaron como catalizadores en la hidrogenacién de moléculas organicas, asi como también
han sido probadas en la biodegradacion de contaminantes recalcitrantes. Una de las aplicaciones
mas prometedoras para el hierro, niquel, platino, paladio, manganeso, etc., biogénico es en la
degradacidn de contaminante emergentes (antivirales y productos farmacéuticos, productos de
uso personal, pesticidas, etc.). (Hennebel et al., 2009, Pat-Espadas & Cervantes, 2018).

1.2 Justificacion

Los severos impactos ambientales que originan las aguas contaminadas con metales pesados se
ven reflejados en los sistemas hidricos. Tratar este tipo de efluentes es uno de los grandes
desafios que presentan los sistemas bioldgicos, debido a los largos periodos de aclimatacién de
la biomasa y a la toxicidad que tienen los metales sobre los microorganismos. Por estas razones,
se emplean diversas tecnologias para la recuperacidn de metales pesados. La tecnologia mas
empleada para recuperar metales es la precipitacién quimica, siendo una tecnologia util y sencilla
de emplear. Esta tecnologia emplea diversos reactivos alcalinos (OH ™, C032_,52_) de modo que
los iones metalicos solubles se convierten a su forma insoluble y son precipitados en una solucidn
alcalina (Zhang & Duan, 2020). Con la precipitacion de metales se puede considera su
recuperacién para generar un valor agregado.
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Recientemente ha surgido un grupo de contaminantes, los antivirales, cuyas principales
caracteristicas es la persistencia en sistemas acuosos y la dificil degradacidn, por lo que se han
buscado diferentes tecnologias (adsorbentes, filtracion por membranas, humedales artificiales)
para su degradacién o eliminacidn de las aguas residuales. Sin embargo, estas tecnologias
presentan ciertas desventajas operativas. En este trabajo, se evaluara la capacidad catalitica que
presentan los metales recuperados de un efluente industrial en la biodegradacion de los
antivirales, ribavirin y tenofovir, por un consorcio metanogénico. Recientemente se ha
demostrado que los metales presentan propiedades cataliticas cuando se encuentran
inmovilizados en lodos granulares anaerobios, lo que presenta una ventaja para su aplicacién en
la biodegradacion ya que presentan altos porcentajes de degradacién (Pat-Espadas et al., 2016).

1.3 Hipotesis

Empleando un consorcio metanogénico, enriquecido con metales recuperados de un efluente
metallrgico, se mostrara una actividad catalitica promoviendo la biodegradacién de los
antivirales ribavirin y tenofovir.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Caracterizar y evaluar el papel catalitico de minerales recuperados de un efluente metalurgico
en la biodegradacién del ribavirin y tenofovir (antivirales) en reactores anaerobios de flujo
ascendente.

1.4.2 Objetivos especificos

Caracterizar los minerales recuperados del efluente metalurgico mediante técnicas analiticas,
con el fin de identificar metales cataliticos que pudieran contribuir a la degradacién de los
antivirales ribavirin y tenofovir.

Evaluar el papel catalitico de los metales recuperados del efluente metallurgico en la
biodegradacién del ribavirin y tenofovir mediante un consorcio metanogénico en reactores
anaerobios de flujo ascendente.
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Capitulo 2. Marco Teodrico
2.1 Acero inoxidable y sus efluentes

El acero inoxidable es una aleacién de hierro y carbono que contiene de 10 - 12% de cromo, asi
como otros metales aleantes (molibdeno, niquel y wolframio), esto dependiendo del uso que se
le dé al acero. Este acero presenta diversas propiedades como resistencia a la corrosién,
resistencia criogénica (bajas temperaturas), buena ductilidad, fuerza y dureza, y altas condiciones
de esterilidad (Ryan et al., 2002). En la actualidad, la industria del acero bruto alcanz6 1 951,432
millones de toneladas, sélo considerando la produccién en el 2021. México es el décimo sexto
pais productor de acero bruto, siendo China el principal productor de acero a nivel mundial. En
la Figura 1, se pueden observar los principales paises productores de acero en el mundo. Cabe
destacar que, de los 1 951,432 millones de toneladas, sélo el 11 % se emplea para la producciéon
de acero inoxidable (worldsteel, 2021).
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Figura 1. Produccidn de acero bruto reportado hasta noviembre de 2021 (Worldsteel, 2021)

El acero inoxidable, en su proceso de fabricacidn, es expuesto continuamente a atmésferas
oxidantes y a elevadas temperaturas provocando la formacion de distintas capas de 6xido sobre
la superficie de este, las capas de éxido estdn compuestas por una capa superficial de escasos
nandmetros rica en éxido de hierro y una capa intermedia con bajas cantidades de cromo. Los
principales 6xidos que conforman estas capas son: el éxido de cromo Ill (Cr,05), la hematita
(Fe,03), la wustita (FeO) y la espinela (Fe, Cr);0, (Narvdez et al., 2013). Estas capas de 6xidos
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generan defectos en la superficie del metal, los cuales son eliminados en el proceso de decapado.
Ahora bien, el decapado del acero inoxidable es una operaciéon quimica en donde, se eliminan los
oxidos de la superficie del metal mediante inmersidn en una solucién acida o por procesos
electroquimicos. Esta operacién promueve el enriquecimiento de cromo sobre la superficie
pasiva; ademads, en el proceso de decapado se emplean dos bafios acidos principales (Noh et al.,
2000):

v Una mezcla de &cido nitrico (HNO3) con acido fluorhidrico (HF).

v Una mezcla de &cido sulfurico (H,S0,) con perdxido de hidrogeno (H,0,).

El decapado del acero inoxidable es el método mas eficiente para la eliminacion de 6xidos
generados. Estos procesos se llevan a cabo bajo tres etapas: el descamado mecanico, el decapado
preliminar y el decapado final. Como resultado de estos procesos se forma una capa pasiva
protectora de éxido de cromo Il (Cr,053) (Li & Celis, 2003).
El proceso de pasivacion conlleva a la formacion de peliculas nanométricas con el hierro, niquel
y cromo sobre la superficie del metal. A continuacidn, se describe la interaccién que presenta
cada uno de estos elementos (Ramirez et al., 2019):
v" En el proceso de pasivacion, el hierro metélico se disuelve para dar lugar a la formacién
iones férricos hidratados, la pelicula formada es de dxido férrico, Fe,05.
v" En el proceso de disolucién del niquel, se generan iones de niquel divalentes, la pelicula
formada es de 6xido de niquel, NiO.
v" Con el cromo, la disolucién anddica genera iones cromo divalentes en el estado activo,
mientras que en la pasivacion la pelicula formada es de 6xido de cromo trivalente, Cr,05.

Formacion de pelicula en estado Dilucion de la pelicula pasivada
pasivo para: para:
Hierro Hierro

2Fe** + 3H,0 - Fe,05 + 6H(,, Fe;05 + 6H,) — 2Fe?t + 3H,0  Ecuacion 1

Niquel Niquel
Ni** + H,0 — NiO + 2H, NiO + 2H{,; = Ni** + H,0 Ecuacion 2
Cromo Cromo

2Cr** + H,0 — Cry05 +6H(,,y  Cry03 + 6H,y — 2Cr** + H,0  Ecuacion 3

Las principales especies metdlicas que se encuentran en solucion son Fe, Cr y Ni. Que estan
presentes como Fe (I11),Ni (II) y Cr (III). En el proceso de decapado, los bafios acidos son
consumidos mientras se disuelven los metales. Estos bafios son cambiados frecuentemente por
nuevos acidos, debido a que los anteriores dejan de ser efectivos en el proceso de decapado.

Por otro lado, se puede emplear acidos organicos para limpiar dxidos ligeros o escamas y liberar
particulas de hierro de la superficie del acero inoxidable, tal es el caso del acido citrico donde su
capacidad quelante ayuda a eliminar una gran variedad de iones metalicos que de otra manera
afectarian adversamente la resistencia a la corrosion de la aleacién. Los compuestos organicos
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combinan la actividad de la soluciéon acida con propiedades secuestrantes y amortiguadoras. Este
tipo de tratamiento se utiliza como paso de limpieza final para la fabricacion de piezas
quirargicas, asi como para la industria alimentaria, quimica y petroquimica (Ramirez et al., 2020).
El acido citrico es un acido de uso comun, ademas de ser barato y seguro en comparacién con
otros compuestos. La concentracion utilizada en el proceso de decapado estd entre el 2 - 10%
(en peso) (Daosud et al., 2005).

Las principales caracteristicas que presentan los efluentes de la industria de acero inoxidable son
de caracter 4cido, con altas concentraciones de nitrato, asi como también exhibe la presencia de
metales pesados como hierro, cromo y niquel, siendo éstos los mayoritarios. Asi como también,
se han detectado elementos traza, como: manganeso, silicio, molibdeno, cobalto, cobre,
aluminio, plomo, vanadio, boro, entre otros. En la Tabla 1, se muestra una comparativa de
diversos autores que describen caracteristicas de los efluentes del acero inoxidable.

Tabla 1. Compilacion de diversos autores que reportan las caracteristicas de los efluentes de la industria del acero

inoxidable
Caracteristica Autores
(Frias & Pérez, 1998) (Noh et al., 2000) (Ramirez, 2019)
pH (upH) 25-3 3-35 33
ORP (mV) 150 170
DQO* 123.2 0.0
sDT* ~ 2400 2448.5
[N -NO3]* 350.5 457.5 6864.8
[N-NO;]* 1.7 48.15
[N — NH]* 9.5 93.4
Fe* 1400.3 1033.2 12505.7
Cr* 46.3 47.9 2912.3
Ni* 32.2 30.3 2211.5
Si* 32.8 243.7
Sn* 26.3 836.5
Mn* 579.5
Mo* 20.5 87.3

* El valor de la concentracién estd representado en (mg L™1).

2.1.1 Caracteristicas de efluentes de la industria metalurgica

La contaminacion del agua por actividades industriales, agricolas y domesticas afecta
significativamente la disponibilidad de recursos hidricos para el consumo humano y agricola,
siendo uno de los principales problemas que ésta afectando a la sociedad hoy en dia, viéndose
reflejada en la pérdida de la calidad de los recursos hidricos y de los suelos disponibles para la
actividad agricola, estos factores se han incrementado exponencialmente. Se estima que la
contaminacion hidrica, diariamente, esté alrededor de 2,000 millones de metros cubicos, lo que
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hace evidente una crisis potencial de este recurso para los proximos afios (Berger et al., 2017, Xu
et al., 2018).

En la Tabla 2, se puede observar una comparativa de efluentes derivados de diversas industrias
dedicadas a la manufacturay a la extraccidon de metales. Se hace una comparativa con la industria
minera (la extraccién de cobre, estafio, plata, zinc, sulfuros metdlicos y wolframio), la industria
siderurgica (manufactura del hierro), la industria de la galvanoplastia (chapado en aluminio) y asi
como, con la industria del acero inoxidable. Se puede observar que los efluentes descargados por
estos sectores industriales comparten una caracteristica fisicoquimica que los vuelve altamente
toxicos, el pH acido (3 - 5), ya que generalmente se usan diferentes dcidos para hacer la extraccion
o recuperacion del mineral que esta presentes en los jales extraidos. Al mismo tiempo, se puede
observar que, en algunas industrias, se tiene la presencia de nitrégeno en alguna de sus formas
(NH;,NO3, NO3); sin embargo, es evidente que los efluentes de la industria del acero inoxidable
son los que presentan una mayor concentracidon de éste, siendo generado en los procesos de
decapado y pasivacion durante el proceso de manufactura del acero inoxidable (Ramirez-Juarez
et al.,, 2019).

Igualmente, comparando las principales especies metalicas (Cr, Fe, Ni) que se encuentran en el
agua residual de estudio (acero inoxidable), se puede apreciar que el hierro es el mds abundante,
con una concentracién mayor a los 1000 mg L™1, el cual también es muy abundante en los
efluentes generados en la extraccién de estafio, planta, zinc y cobre. En el caso del Cr y Ni se
puede apreciar que el efluente de estudio presenta la mas alta concentracién en estos
elementos, seguida por la industria de la galvanoplastia. Asi mismo, se puede observar en la
iError! No se encuentra el origen de la referencia. que, en el caso de la extraccidn de cobre, e
stafio, plata, zinc, sulfuros metadlicos, y wolframio sus efluentes presentan una alta concentracién
de sulfato (SOZ7).

En el caso de la extraccién de cobre, podemos observar que hay una alta concentracion de zinc.
Zhang et al. (2019) menciona que la presencia de zinc es importante en la metalurgia del cobre
(proceso de fundicién del cobre). Se observa que, en la metalurgia del estafio, plata y zinc, hay
una alta concentracidon de arsénico, esta alta concentraciéon se deriva del triéxido de arsénico
(As,03), que es empleado en el proceso de flotacion para la recuperacion del estafio, plata y
zinc.

En resumen, en la Tabla 2, se puede apreciar una comparativa entre diferentes efluentes
generados por distintas actividades minero-metallrgicas, como la extraccidn, siderurgia,
galvanoplastia y la industria de recubrimientos. Se hace notar que cada tipo de industria puede
presentar diferentes riesgos para el ambiente, asi como para la salud publica. Cada tipo de
efluente representa diferentes desafios para su tratamiento lo que conlleva a investigar mas
tecnologias que sean viables, de bajo costo, con alta eficiencia de eliminacién o recuperacién y
gue sean amigables con el ambiente. Asi mismo, se debe considerar hacer modificaciones en las
legislaciones para que éstas sean mas estrictas con las industrias de giro minero-metaldrgico.
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Tabla 2. Comparativa del efluente de la industria del acero inoxidable con otros efluentes metalurgicos

Aguas residuales

Efluentes mineros
1 - (Lee et al., 2002)
2 — (Gomes & Favas, 2006)

Caracteristica 3— (Olias et al., 2004)
4 — (Candeias et al., 2014)
Cobrel Estaﬁf), Suhiu.ros Estafio y
plata, zinc2 = metalicos> = Wolframio?*
pH (upH) 2.3 3.5 3.0 49
POR (mV) - - - -
T(°C) - - - -
N—NOj3 * - - 5.5 3.2
N—-NO; * - - - 0.07
N — NHj * - - 1.4 -
SDT * - - - -
DBO * - - - -
DQO * - - - -
Sio; * - 25.5 50.0 10.7
CaCo; * - - - -
PO3 * - - - 0.07
SO%' * 1,348.3 1,390.0 1,204.0 6.5
HCO3 * - - - 13.1
F * - 4.4 - 0.1
Fe * 229.8 346.0 23.47 0.06
1* - - - -
Br * - - - -
Cr* - - - -
Ni * 0.16 0.8 - 0
Sn * - - - -
Mn * 22.8 19.7 13.7 0.09
Si * - - - -
Mo * - - - -
K* 11.6 12.0 3.2 0.8
B * - - - -
Co* 0.8 0.2 0
Na * 15.1 93.0 26.6 6.0
p* - - - -
Ca * 75.7 191.0 112.6 2.7
Al * 47.7 - - 0.1
Pb * 0.02 - 0.21 <1x1073
Cu* 4.7 0.01 7.6 0.04
v * - - - -
Mg * 44.8 43.0 94.0 1.7
Zn * 25,433.3 125.0 24.2 0.08
cd* 0.02 - 0.08 <1x1073
As * - 2,100.0 68.0 3.0
Hg * - - - -
cl* - 179.0 23.6 5.25
Li * - 2.7 - 0
Sr* - 1.8 - 0.02

* El valor de la concentracién estd representado en (mg L™1).

Industria
siderurgica
Hierro

(Nordstrom
et al., 1989)

5
28.6
0.10
0.01
0.02

18.0
63.0
0.02
57.0
18.0
5.3

0.1

4.5
<1x1073
<1x1073

<1x1073

0.4

0.01
218.0

94
0.02
0.01
0.01

0.03

460.0
0.09
0.89

Industria
galvanoplastica
(Al-Shannag et

al., 2015)

Acero
inoxidable
(Ramirez-
Juaréz,
2019)

3.3
170
6864.8
48.15
93.4

12505.7

2912.3
2211.5
836.5
579.5
243.7
83.7
48.3
45.6
37.5
33.7
28.6
26.5
13.8
13.5
12.6
12.5
5.4
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2.2 Tecnologias para el tratamiento de metales pesados

Los efluentes metallrgicos generalmente son vertidos al medio ambiente provocando diferentes
impactos sobre él. Las condiciones fisicoquimicas que presentan estos efluentes suelen ser altas
concentraciones de metales en disolucién y bajos pH (acidos). Ademas, en algunas ocasiones
puede existir la presencia de aceites y grasas, emulsiones, aditivos y gases disueltos (Volesky,
2001). Ahora bien, la toxicidad de los metales pesados depende de la movilidad que éstos
presenten en el medio, asi como su especiacidon quimica, persistencia y la tendencia que puedan
presentar a la acumulacién o bioacumulacién. (Caviedes Rubio et al., 2015).

En las ultimas décadas se han desarrollado una amplia variedad de tecnologias para el
tratamiento de aguas residuales con un alto contenido de metales pesados, estas tecnologias
estan disefiadas para eliminar los contaminantes como: compuestos inorganicos, organicos y
biolégicos (Mercado-Borrayo et al., 2018). Dichos procesos para el tratamiento de las aguas
residuales pueden ser clasificados como tecnologias convencionales y no convencionales, dentro
de estas clasificaciones se encuentran tecnologias como la coagulacion-floculacién, flotacion,
filtracion, intercambio idnico, tratamientos aerobios y anaerobios, procesos de oxidacion
avanzada, extraccién por solventes, adsorcidn, adsorcion con materiales de bajo costo,
electrdlisis, electrocoagulaciéon, membranas, precipitacién, fitorremediacion, fotooxidacion y
electrodidlisis. Los reactivos y las condiciones de operacion utilizados para cada uno de estos
métodos dependeran, a su vez, de la naturaleza del contaminante, los niveles de contaminacion
y el volumen de agua a tratar (Mercado-Borrayo et al., 2018).

La mayoria de estas tecnologias han mostrado algunas desventajas: eliminacién insuficiente de
contaminantes, altos costos de capital, altos requisitos de reactivos y/o energia, y generacién de
lodos téxicos o productos de desecho que requieren una eliminacién segura adicional. Por lo
tanto, estan surgiendo tecnologias que se enfocan en minimizar el costo inversién, operacién y
mantenimiento, mejorando la eficiencia de la eliminacién de contaminantes.

2.2.1 Tecnologias convencionales

Las tecnologias convencionales son aquellas que habitualmente se emplean para la eliminacién
de los metales pesados disueltos en las aguas residuales. Dentro de las técnicas convencionales
se encuentra: la coagulacién — floculacién, flotacién, filtracion por membranas, procesos de
oxidacion avanzada, extraccién por solventes, adsorcidn, electrocoagulacidén, precipitacion,
fitorremediacion, y la electrodialisis (Rajasulochana & Preethy, 2016; Mercado-Borrayo et al.,
2018.).

Estos métodos presentan ciertos problemas técnicos, econdmicos, asi como la posible
generacién de mas residuos, los cuales en algunas ocasiones representan mayores retos de
tratamiento. Estas técnicas suelen tener altas eficiencias en la eliminacion de metales pesados,
ademds de ser técnicas prometedoras e innovadoras en los tratamientos de efluentes
industriales. En la Figura 2, se muestra una clasificacién de las diferentes tecnologias que
estructuran las tecnologias convencionales. En la Tabla 3, se da una descripcién de las diferentes
tecnologias convencionales, asi mismo, se presentan las ventajas y desventajas de cada una de
estas y las eficiencias que presentan.
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Tecnologias w
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Figura 2. Tecnologias convencionales para eliminar metales pesados. (Adaptado de Caviedes Rubio et al., 2015)
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2.2.2 Tecnologias no convencionales

Las tecnologias no convencionales corresponden a procesos innovadores en la eliminacién de
metales presentes en las aguas residuales, generalmente de origen industrial. Tienen como fin
desarrollar materiales que sean amigables con el medio ambiente y que tengan una adecuada
capacidad de adsorcidn, a partir de fuentes naturales permitiendo eliminar los contaminantes en
aguas residuales. En este grupo se destacan tecnologias como: tratamientos aerobios y
anaerobios, bioadsorcién, adsorbentes de bajo costo y agroindustriales, biopolimeros e
hidrogeles. En la Figura 3, se puede observar la clasificacion de estas tecnologias. Ademas, en la
Tabla 4, se describen las diferentes tecnologias convencionales, asi mismo, se presentan las
ventajas y desventajas de cada una de estas y las eficiencias que presentan.

Tratamientos
aerobiosy
anaerobios

r )

———3 Bioadsorcion

\_ J
Bajo costo
( )
—> Adsorcion —
Tecnologias no \S J
Convencionales Agroindustriales
(" )

—» Biopolimeros

\_ J

Hidrogeles

Figura 3. Tecnologias no convencionales para la eliminacion de metales pesados. (Adaptado de Caviedes Rubio et
al., 2015)
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Tabla 3. Descripcion de las tecnologias convencionales, empleadas en la eliminacidon de metales pesados presentes en el agua residual industrial

Tecnologia

Coagulacion-floculacion

Flotacién

Filtracion por membranas

Procesos de oxidacion
avanzada

Adsorcion

Descripcion

En este proceso se desestabilizan las particulas
coloidales al agregar un coagulante produciendo la
sedimentacidn del contaminante, para
posteriormente agregar un floculante he
incrementar el tamafo de las particulas
coaguladas, a fléculos de mayor tamafio.

Se emplea para la separacion de sélidos o liquidos
inmersos en una fase liquida. Se basa la
hidrofobicidad del mineral, que permite la
adherencia de las particulas sélidas a las burbujas
de aire, y la formacion de espuma, que permite
mantener las particulas sobre la superficie del
liquido.

Es empleada en el tratamiento de efluentes
debido a la alta capacidad para la eliminacion de
diversos compuestos organicos, sélidos
suspendidos y contaminantes inorganicos

Un proceso que genera y utiliza especies
transitorias poderosas, principalmente radicales
hidroxilos (OH-). Los compuestos presentes en los
efluentes pueden oxidarse a otras especies o una
mineralizacién total puede tener lugar, que es un
camino favorecido.

En este proceso las moléculas o iones son
atrapadas y retenidas en la superficie de un
adsorbente, generalmente se emplean materiales
inorganicos como adsorbentes.

Tecnologias convencionales
Ventajas
Tratar efluentes con altas
concentraciones de metales.
Mejora la capacidad de
recuperacion del
contaminante.
El contaminante presenta
mayor estabilidad.
Alta eficiencia en la remocion
de sdlidos.

Menor drea requerida para la
instalacion del equipo.
Alta tasa de separacion de
contaminantes.
Remocion de microorganismos
y precipitados dificiles de
sedimentar y filtrar.
Bajos requerimientos
energéticos.

Alta selectividad de separacién.
Rapida reaccion cinética.
Transforma compuestos
orgdnicos a compuestos mas
simple.

No hay produccidn de lodos.
Puede usarse para tratar
efluentes con muy bajas cargas
orgdnicas.

Puede tratar cualquier

contaminante.

Bajo costo.
Alta eficiencia.
Minimizacién de la utilizacién
de productos quimicos y lodos.
Regeneracidn del adsorbente.

Desventajas
Se emplean compuestos
quimicos.

Pueden requerir tratamientos
adicionales.
Generacion de lodos durante
el proceso.

Altos costos operativos.

Eficiencia

90 -95%

Es sensible a las variaciones de
temperatura, concentracion de
solidos en suspension, recargas
hidricas y variaciones en las
caracteristicas quimicas y
fisicoquimicas de los sélidos en
suspension.
Altos costos operativos.

90 -95%

Generacion de altas cantidades

—_ 0,
de lodos. 90-95%

Alto costo operativo y de

instalacion. 95 -99%
En algunas ocasiones se pierde
al adsorbente.
Puede tener reacciones con
90 -95%

algln contaminante.
Dificil retencion del adsorbente
en sistemas a gran escala.

Referencia

Semerjian & Ayoub, 2003.
Lee et al., 2012.

Polat & Erdogan, 2007.
Kang et al., 2017.

Abdel-Fatah, 2018.
Barakat & Schmidt, 2010.

Boczkaj & Fernandes,
2017.
Mercado-Borrayo et al.,
2018.

Tran et al., 2017.
Mercado-Borrayo et al.,
2018.
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Continuacion de la tabla 3.

Descripcion
Esta técnica combina la coagulaciony la
floculacidén dentro de un reactor electrolitico, este
se encuentra equipado con una fuente de
corriente y varios electrodos encargados de
aportar los iones desestabilizadores de particulas
coloidales, que reemplazan las funciones de los
compuestos quimicos.

Tecnologia

Electrocoagulacién

Es empleada para concentrar materiales en una
solucién inorgénica la cual encapsula al
contaminante que se encuentra en la fase liquida,
para posteriormente realizar su recuperacion
mediante otros sistemas.

Extraccion por
solventes

Este proceso consiste en la adiciéon de
compuestos quimicos (hidréxidos, carbonatos o
sulfuros), los cuales reaccionan con los iones
metalicos presentes formando precipitados
insolubles, que posteriormente serdn eliminados
del agua mediante otros procesos fisicos
Es la capacidad de ciertas
plantas para absorber, acumular, metabolizar,
volatilizar o estabilizar contaminantes presentes
en el suelo, aire, agua o sedimentos como:
metales pesados,
metales radioactivos, compuestos organicos y
compuestos derivados del petréleo.

Precipitacién

Fitorremediacion

Técnica empleando membranas, las especies
ionizadas de la solucién pasan a través de una
membrana de intercambio idnico, bajo la
influencia de un campo eléctrico

Electrodidlisis

Tecnologias convencionales
Ventajas

Alta eficiencia en la eliminacion
de contaminantes.
Minimiza la generacién de
residuos secundarios.

Es aplicable a cualquier
contaminante metalico
presente en aguas residuales.
No genera lodos.

No se requiere cambiar el
extractante con mucha
frecuencia.
Tecnologia econdmica.
Simplicidad en uso y
aplicacion.

No requiere el uso de equipos
costoso.

Facil operacion.

Facil implementacion y
mantenimiento,

No requiere gran inversion.
Es aplicable a una gran
variedad de contaminantes.
No genera contaminantes
secundarios.

Tiene la capacidad de producir
una corriente altamente
concentrada para la
recuperacion y el rechazo de
impurezas no deseadas en el
agua residual.

Desventajas

Altos costos operativos.

Alto costo de los solventes
empleados.
Requerimiento de grandes
volumenes de solvente.

Se requieren grandes
cantidades de productos
quimicos.

Genera un impacto ambiental
debido a la generacion de
lodos.

Tiene una restriccion en
profundidad (0.5 m).
Requiere largos tiempos de
ejecucion.
Demanda estudios que
proporcionen informacién de
los contaminantes.

El rendimiento de la celda no
depende de los iones a tratar.
Va de las condiciones
operativas.

Alto costo operativo.

Eficiencia

95 -99%

95 - 100%

95-99%

90 -95%

95 -99%

Referencia

Al-Shannag et al.,2015.

Kul & Oskay, 2015.
Mercado-Borrayo et al.,
2018.

Peng & Guo, 2020.
Barakat, 2011.

Rezania et al., 2015.
Mercado-Borrayo et al.,
2018.

Barakat, 2011.
Lépez-Garcia, 2005.
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Tabla 4. Descripcion de las tecnologias no convencionales, empleadas en la eliminacion de metales pesados presentes en el agua residual industrial

Tecnologia

Tratamientos anaerobios y
aerobios

Bioadsorcion

Adsorbentes de bajo costo
y agroindustriales

Biopolimeros

Hidrogeles

Descripcion

se aplican predominantemente para el
tratamiento de aguas residuales domésticas
debido a la alta eficiencia lograda, la
posibilidad de eliminaciéon de nutrientes y la
alta flexibilidad operativa

Se lleva a cabo empleando un biomaterial, el

contaminante es retenido en la parte externa

del material formando una lamina molecular.

Se emplean materiales de origen organico e
inorganico.

Es un proceso de transferencia de masa por
el cual una sustancia se transfiere desde la
fase liquida a la superficie de un sélido, este
solidos puede ser un residuo que es
trasformado a una adsorbente.

son compuestos derivados de biomasa
vegetal, animal o microbiana. Los
biopolimeros se consideran compuestos
ecoldgicos y sostenibles, estan teniendo un
gran impacto en el area industrial, debido a
su alta capacidad de reducir diferentes
contaminantes contenidos en el agua
residual.

Polimeros hidrofilicos capaces de ampliar su
volumen, pueden ser sintetizados con
materiales de bajo costo y faciles de
conseguir.

Tecnologias no convencionales
Ventajas
Reduce los contaminantes
bioldgicos presentes.
Se emplean un gran nimero de
bacterias.
Es versatil (aplicacidn en sin
numero de industrias).

De bajo costo
De alta versatilidad
Pueda reciclarse
Sea selectivo
Eficiencia a altas.

Se emplean materiales de bajo
costo.
Son aplicables a cualquier tipo
de contaminante.
Facil operacion.
Bajos costos de inversién.

Amplia aplicabilidad
Bajo costo de produccién
Capacidad de reciclaje alta

Faciles de sintetizar.
Alta capacidad de ampliar su
tamano.

Desventajas

Altos costos operativos y de
capital.
Largos periodos de
aclimatacién o
acondicionamiento.

Soporte variaciones de pH y
temperatura
No presente reacciones con la
solucion que contiene el
contaminante

Saturacidn de los sitios activos
en el adsorbente.

La adsorcidn es sensible a los
cambios de pH.
Requieren de un tratamiento
quimico para mejorar sus

propiedades fisicas y quimicas.

En su desecho requieren un
tratamiento adicional

Manipulacién complicada.

Eficiencia

75-90%

85-95%

90-95%

80 -90%

85 -90%

Referencia

Kassab et al., 2010.
Mercado-Borrayo et al.,
2018.

Sanchez-Silva et al., 2020.
Bautista-Herndndez, 2008.

Altun & Pehlivan, 2012.

Wan Ngah, et al; 2011
Anastopoulos & Kyzas,
2015

Kanmani et al., 2017.
Chang et al., 2015.
Sahithya et al., 2015.

Caviedes Rubio et al.,
2015.
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2.3 Riesgos en la salud y en el medio ambiente por el vertido de metales pesados

La contaminacién del ambiente se ha posicionado como uno de los problemas mas importantes
gue afectan actualmente la salud publica y el medio ambiente. La contaminaciéon de las aguas
residuales por metales pesados ha aumentado debido al incremento de las actividades
antropogénicas, asi como por la alta demanda de productos metalicos. Dentro de las principales
fuentes de contaminacidén se encuentran la mineria, la industria metalurgica y la automotriz, la
agricultura y el aporte natural de ciertos acuiferos. En México existen reportes de la presencia de
metales pesados en rios, lagos, cultivos, suelos y aire de zonas urbanas, asi como en ambientes
costeros y marinos (Caviedes Rubio et al., 2015).

Los metales pesados pueden ser clasificados de acuerdo con su funcion biolégica en dos grupos:
como oligoelementos (As, B, Co, Cr, Cu, Mo, Ni, Se y Zn), que son los requeridos en pequefias
concentraciones por los seres vivos. Son necesarios para que los organismos vivos cumplan su
ciclo vital. Y los metales pesados que no tienen una funcidn biolégica conocida (Cd, Hg, Pb, Ni Sb,
Bi), estos metales en determinadas concentraciones en los seres vivos resultan ser altamente
toxicos y presentan la propiedad de acumularse en los seres vivos (Sall et al., 2020).

En el trabajo descrito por Abraham Covarrubias & Pefia Cabriales, (2017), se describen los
principales mecanismos de toxicidad a nivel molecular, estos mecanismos se detallan a
continuacion:

v El bloqueo de grupos funcionales esenciales en biomoléculas, debido a la alta afinidad de
los cationes metadlicos por los grupos sulfhidricos de las proteinas (residuos de la cisteina,
lo que ocasiona su propia desnaturalizacion).

v El desplazamiento de los centros catidnicos en las enzimas importantes, como el caso de
la ribulosa 1-5 bisfosfato carboxilasa-oxigenasa, la cual tienen un centro catidnico de
Mg?*, que puede ser remplazando en presencia de cationes divalentes como Co?*, Ni?*

y Zn?*. Este desplazamiento provoca que la enzima pierda su actividad y sus funciones.

v' La formacidn de especies reactivas de oxigeno, debido a la autooxidacién de metales
como Fe?* o Cu?", lo que trae como resultado la formacién de H,0, y del ion OH* via
reaccion de Fenton. El ion OH* es uno de los mds reactivos que se conocen, por la
capacidad de iniciar reacciones en cadena de radicales libres que ocasionan
modificaciones y dano irreversible a compuestos celulares, como carbohidratos, acido
desoxirribonucleico (ADN), proteinas y lipidos.

La toxicidad de los metales pesados depende de la movilidad que tengan en el medio, que a su
vez depende de la especiacién quimica, la persistencia y tendencia a la acumulacién o
bioacumulacién. En la Tabla 5iError! No se encuentra el origen de la referencia., se describen
los sintomas tipicos de intoxicacién por metales pesados; también, se reportan los valores de la
dosis letal en la ingesta de agua potable de acuerdo con la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estado Unidos (USEPA 2016) y por la NOM-127-SSA1-1994 que establece los limites
permisibles de calidad y tratamiento a los que se debe someterse el agua para su potabilizacion.
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Tabla 5. sintomas de intoxicacion por la presencia de metales pesados y sus niveles mdximos de ingesta
establecidos por USEPA'y NOM 127-SSA1-1994. (DOF, 1994, USEPA 2016)

Niveles de contaminacion

Metal Dosis letal maxima
Toxici .
pesado oxicidad endieta \cEpa2016  NOM-127-
(mg dia™)

(mg L™) SSA1-1994
As Presehta manifestaciones cutaneas, cancer 50 - 340 0.05 0.05
visceral, enfermedades vasculares

Dafio renal, trastorno renal y efectos

cd ., 15k-9k 0.01 0.005
carcindgenos.
cr Dolor de cabeza, dlia\rrea, nauseas, vomito, 3k-8k 0.05 15
cancer.
cu Dafios hepatlcos, enfer.medad de Wilson, 175 - 250 0.25 5
insomnio.
. Dermatitis, nduseas, asma cronica, tos,
Ni ., 0.2
carcinégeno humano.
7n Depresion, letargo, signos neuroldgicos y 6k 0.8 5
aumento de la sed.
b Teratogenicidad cerebral, enfermedades 10k 0.006 0.025

renales, vasculares y neuronales.

Hg Artritis reumatoidea y enfermedades 150 — 300 0.00003 0.001
renales, vasculares y neuronales.

Los efluentes de la industria del acero inoxidable son descargados sin tratamiento previo
generando grandes dafios al ambiente, debido a las altas concentraciones de metales pesados,
al alto contenido de nitrato, la presencia de fluoruro y el pH acido. Ademas, en ocasiones pueden
contener &acido citrico, lo que causa la movilidad de los metales presentes en estas aguas
(Fernandez-Nava et al., 2008). Por otro lado, altas concentraciones de fosfato y de nitrégeno en
forma de nitrato (NO3') provocan la eutrofizacién del agua, produciendo un crecimiento excesivo
de algas, el agotamiento del oxigeno y por consecuencia la muerte de especies acuaticas (Soncco-
Murga, 2020).

Por esta razén, es que se debe obligar al cumplimiento con las normas que se encargan de las
regulaciones de estos contaminantes. En México, la NOM-001-Semarnart-1996, establece los
limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y
bienes nacionales; la NOM-002-Semarnart-1996, establece los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales a los sistemas de alcantarillado urbano y
municipal y la NOM-CCA-031-ECOL-1993, establece los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales provenientes de la industria, actividades
agroindustriales y el tratamiento de aguas residuales a los sistemas de drenaje y alcantarillado
urbano o municipal.

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia., se hace una comparativa de las NOM 0
01, 002, 031 contra con los valores reportados por la Agencia de Proteccién Ambiental de los
Estados Unidos de América (USEPA 2008b). La comparativa se hace con el fin de visualizar cuales
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normas son mas rigurosas conforme a las concentraciones de descarga de contaminantes. Como
se puede observar, la normativa establecida por la Agencia de Proteccién Ambiental de los
Estados Unidos es mas rigurosa en cuanto a la concentracion de descarga de cobre, cromo, plomo
y nitrégeno total sobre los cuerpos hidricos nacionales. Sin embargo, en cuanto la concentracion
de sodlidos suspendidos totales la USEPA presenta una mayor concentracion que la NOM-001-
Semarnart-2021.

Tabla 6. Parametros de descargas de aguas residuales conforme a la NOM-001-SEMARNART-2021, NOM-002-
SEMARNART-1996, NOM — CCA — 031 ECOL — 1993 y la USEPA (DOF, 2021. DOF, 1993. USEPA, 2008b)

Pardémetro NOM-001- NOM-002- NOM = CCA~ USEPA
Semarnart-2021 Semarnart-1996 031 - ECOL - (2008b)
(rios) 1993
pH 6-9 7 6-8 6=7
SO/IdOS( Ts:LdanE;tables . 10 10 1
SST(mg L™Y) 2. = = >0
N/tg;f;nLci 1tc))ta/ 2% 0.76
Cu(mgL™) 4 2t 20 e
cr(mg L) 1 1 30 0->
Ni (mg L) 2 s y
Pb (mg L™Y) 0.2 2 20 o
Zn (mg L™Y) 20 12 12 2

2.4 Desnitrificacion de efluente de la industria del acero inoxidable

El nitrégeno es un componente esencial para los seres vivos, estd presente en los acidos
nucleicos, las proteinas y en una gran variedad de cofactores, también se encuentra en toda la
naturaleza en diferentes estados de oxidacién. En la atmédsfera se encuentra disponible en su
forma molecular (N,). Se considera un nutriente limitante debido a que el crecimiento de los
microorganismos depende de la disponibilidad de nitrégeno al igual que la produccion de
biomasa (Sanchez-Balseca et al., 2019).

La principal reserva de nitrégeno en el planeta se encuentra en la atmésfera (78% de N,), pero
éste solo puede ser empleado biolégicamente por los organismos debido a que el triple enlace
gue une las dos moléculas de nitrégeno lo hacen practicamente inerte. No obstante, el nitrégeno
atmosférico puede ser convertido a nitrégeno bioldgicamente disponible, siendo los
microorganismos los principales implicados en este proceso, que a su vez participan en los demas
procesos que constituyen al ciclo del nitrégeno, el cual se muestra en la Figura 4, (Martinez-
Espinosa et al., 2011).

La eliminacién de nitrégeno de las aguas residuales es un proceso importante, mantener una baja
concentracidon de compuestos nitrogenados ayuda a no causar un deterioro en los cuerpos
hidricos. Existen varios métodos para la reduccion de nitrato (NO3') en los efluentes, tales como
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la 6smosis inversa, el intercambio idnico, por membranas, electrodialisis y procesos bioldgicos
(Esquivel-Gonzdlez, 2018).

Fijacion
de
nitrégeno

Anammox

Reduccion de
nitrito
(asimilatoria)

Nitrificacion
(Comammox)

Figura 4. Esquema del ciclo biogeoquimico del nitrégeno (Adaptado de: Jiménez-Leiva 2020)

La desnitrificacion es el proceso mas importante del ciclo del nitrégeno, debido a que por medio
de ésta las formas de nitrogeno oxidadas son convertidas a N,. La eliminacion de NO3 y NO, es
de suma importancia para el tratamiento de aguas residuales, ya que la presencia de los
compuestos nitrogenados en los ecosistemas acuaticos provoca problemas de eutrofizacion. El
NO que se genera como intermediario durante este proceso es un gas citotdxico a altas
concentraciones (umoles), aunque a bajas concentraciones (nmoles) actia como molécula seial
gue desencadena la activacion de genes especificos en bacterias, plantas y animales. Empleando
bacterias heterotréficas que se encuentren en condiciones andxicas se lleva a cabo la reduccion
desasimilatoria de nitrato hasta nitrégeno molecular generando intermediarios como NO,, NO
y N, O (di Capua et al., 2019).

La reducciéon secuencial de los diferentes dxidos nitrogenados se efectia en el periplasma y
citoplasma bacteriano, mediante el transporte de electrones a las enzimas implicadas en el
proceso, esto desencadena la sintesis de ATP, lo que permite a las bacterias la supervivencia y el
crecimiento en condiciones anaerobias (Torres et al., 2016).

En el proceso de desnitrificacion se requieren cuatro reacciones enzimaticas para llevar a cabo la
reduccion completa de NO3 a N,, estas reacciones estan catalizadas por diferentes enzimas. El
proceso de desnitrificacion se puede observar en la jError! No se encuentra el origen de la r
eferencia., asi como también se pueden observan las enzimas que participan en el proceso y el
balance de electrones aceptados en cada paso.
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- le™
B Ze B NiR 1 NoS 1
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le™ NaR 1e~

Figura 5. Via de desnitrificacion completa con las enzimas reductasa y el equivalente de electrones aceptados para
cada paso. (NaR; nitrato reductasa, NiR; nitrito reductasa, NoR; éxido nitrico reductasa, NoS; dxido nitroso
reductasa), (di Capua et al., 2019)

La oxidacion de un donador de electrones puede ser de una fuente organica o inorganica, pero
también puede haber casos donde el donador de electrones actia como fuente de carbono, a
este proceso se le llama desnitrificacién organoheterotréfica. Numerosos compuestos organicos
se han estudio como donadores de electrones, tales como el metanol, acetato, etanol, lactato,
glucosa, glicerol, acido férmico, etc. Los donadores orgdnicos de electrones se utilizan
comunmente debido a la disponibilidad de éstos. En las aguas residuales industriales, la carga
organica es baja por lo que es necesario agregar algun donador de electrones. En los efluentes
de laindustria del acero inoxidable es posible encontrar citrato, el cual puede ser empleado como
donador de electrones (Ramirez-Juarez, 2019). Se ha estudiado el uso de citrato y etanol como
fuente de carbono y se ha demostrado que son termodindmicamente favorables, Ecuacion
4Ecuacion 5 (Ramirez et al., 2017).

C,HsOH + 24 NO; - 2HCO; +040H™ +18H,0 AG® = —1230.7 k] mol™?
Ecuacion 4

CeHs03~ +3.6 NO3 - 0.6 H* + 0.2 H,0 —» 6 HCO3 + 18 N, AG® = —1230.7 kJ mol™*
Ecuacion 5

2.4.1 Proceso de desnitrificacién en la recuperacién de metales

La precipitacidn es un proceso fisicoquimico, en donde la adicidon de un agente de precipitante
convierte los metales solubles del medio en sales inorganicas insolubles. Cominmente se utilizan
reactivos alcalinos para aumentar el pH de la solucién y asi disminuir la solubilidad del metal e
inducir la precipitacion. Entre las diversas técnicas existentes para la eliminacién y recuperacién
de metales, las mas atractivas, con buena eficiencia y bajo costo, son la precipitacion
convencional y la mejorada. En la precipitacién convencional se suelen emplear agentes
precipitantes como: hidréxidos, sulfatos, carbonatos y la coprecipitacidon, mientras que en la
precipitacion mejorada se emplean agentes precipitantes como: dimetil-tiol-carbonato, dietil-
tio-carbonato, trimercapto-s-tricina y sal trisddica (Vilca-Cabana, 2018).

En el proceso de precipitacion el pH juega un papel importante, en algunas ocasiones las
variaciones de pH pueden provocar que la especie quimica de interés no precipite, de igual
manera otros factores que influyen son el tiempo de sedimentacion y la adicion de un agente
precipitante adecuado. La adicién de hidréoxido puede ayudar a la eliminacidn de especies, como
Cd, Cr(lll), Cu, Fe, Mn, Ni, Pb y Zn. Estos estaran disponibles en el medio en forma de hidréxidos,
mientras que la adicién de sulfuro provoca la precipitacion de Cd, Cr(VI), Co, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni,
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Ag, Sn y Zn. La adicion de algun carbonato elimina el Ni, el Cd, el Pb y el Zn. En el proceso de
desnitrificacion las condiciones del medio son de gran importancia entre ellas el pH. El pH éptimo
para el proceso de desnitrificacion mediante el uso de acido citrico o metanol como donadores
de electrones se encuentra en un intervalo de 8 — 9.5, si el pH se encuentra por debajo de 4, se
produce la acumulacion de NO3, lo que ejercera un efecto téxico sobre la mayoria de las enzimas
y podria darse la inhibicion total del proceso. La desnitrificacién cesa en ambientes acidos y
basicos, para pH por debajo de 4 y por encima de 9.5 (Mielcarek et al., 2017).

Otro aspecto de gran importancia en el proceso de desnitrificacidn es la relaciéon C/N, si esta
relacion es muy alta existe la probabilidad que el NO3 sea reducido en forma de NH; debido al
exceso poder reductivo que hay en el medio, ahora si la relaciéon es adecuada, el nitrato serd
reducido a nitrégeno molecular (N,) (Ramirez-Judrez, 2019).

2.4.2 Efecto de los metales pesado en el proceso de desnitrificacion

La comunidad microbiana puede ser estimulada por concentraciones traza de metales pesados
mejorando el proceso de desnitrificacion, mientras que en concentraciones elevadas
normalmente reprimen la actividad de las bacterias desnitrificantes. Se han realizado estudios
gue demuestran los efectos del cromo sobre el lodo anaerobio y en la estructura de la comunidad
microbiana, se observa que a concentraciones bajas el cromo no presenta ningun efecto. Sin
embargo, a concentraciones superiores de 120 mg de Cr(VI) L1, ocurre una inhibicién sobre
los microorganismos por la alta toxicidad que éste presenta (Liu et al., 2017). Ademas, se ha
reportado que a pH neutro o alto ocurre la formacién de precipitados, como hidréxido de cromo
(Cr(OH)3). Asi mismo, se describe que las comunidades heterotréficas tienen una menor
inhibicién que la comunidad autotrdfica (Zheng et al., 2017).

En estudios recientes se ha observado, los posibles efectos del hierro, cromo y niquel sobre el
proceso de desnitrificacidn, lo que ha evidenciado que tanto el hierro y el cromo inhiben
completamente el proceso de desnitrificacidn. Por otro lado, el niquel causa acumulacién de
intermediarios del proceso de desnitrificacion. Se ha descrito que, al estar en contacto, los
productos de la desnitrificaciéon con los metales pesados forman especies que tienden a
precipitar debido a sus caracteristicas (Ramirez et al., 2018).

Los microorganismos pueden soportar alta concentraciones de compuesto inhibitorios
desarrollando mecanismos de tolerancia, ciertos consorcios microbianos son capaces de
involucrar metales pesados en reacciones redox empledandolos como aceptores finales de
electrones en sistemas anaerobios obteniendo energia para su crecimiento. También, su
metabolismo se ve favorecido mediante la formacidén de complejos de los iones metalicos dentro
de la célula y la reduccién de los metales a un estado menos téxico. Los consorcios microbianos
en medios acidos pueden verse afectados debido a la inhibicién por pH, causando la aparicion de
intermediarios indeseables como el éxido nitroso, el cual es un gas de efecto invernadero. Una
desventaja de tener medios acidos y presencia de metales pesados es que éstos se mantendran
en solucion, resultando en algunos casos con efectos negativos al proceso como en el caso del
hierro ferroso (Papirio et al., 2013).
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2.4.3 Efecto del nitrato en el medio ambiente y en la salud

El nitrogeno molecular (N;) es el componente mas abundante de la atmdsfera terrestre, sin
embargo, en el agua sus formas mas abundantes son NH;, NO3 o NO5.El NO3 es uno de los
contaminantes que causan serios problemas a la vida acuatica y a la salud humana (Fewtrell,
2004). Estos iones llegan a los cuerpos hidricos como consecuencia de la deposicidon atmosférica,
la escorrentia, la disolucion de depdsitos geoldgicos ricos en nitréogeno y la descomposicion
biolégica de materia orgdnica. Ademas, las actividades humanas también han contribuido
significativamente en incrementar la concentracién de compuestos nitrogenados en los cuerpos
de agua. Esto ha generado, como resultado, graves problemas ambientales, como la acidificaciéon
de rios y lagos, la eutrofizacién y la disminucién del oxigeno disuelto (Camargo & Alonso 2006).
La contaminacidn por NO5 tiene demasiados efectos negativos en la salud humana y en el
ambiente. Es sabido que una alta concentracion de NO3 en el agua potable expone a los
humanos, especialmente a los bebés (hasta los 6 meses) a un alto riesgo de
metahemoglobinemia. Esta condicién se produce como resultado de la ingesta de agua que
contiene una gran cantidad de NOj . Dentro del cuerpo, el NO3 se convierte en NO,, que a su
vez convierte el centro de hierro de la hemoglobina de Fe?* a Fe3*, lo que da como resultado
la formacién de metahemoglobina que no puede unirse al oxigeno ni transportarlo, lo que
provoca metahemoglobinemia (Rajta et al., 2020). También se han documentado otros efectos
graves del exceso de NO;. y estan relacionados con varios tipos de problemas respiratorios,
tumores en nifos, defectos de nacimiento, mutaciones genéticas y varios tipos de los canceres a
través de la formacién de compuestos N-nitroso cancerigenos, como la N-nitroso-dimetilamina,
gue reaccionan y alteran las bases nitrogenadas en el ADN que conducen al cancer (AL-Housni et
al., 2020).

2.5 Contaminantes emergentes

Anteriormente, los problemas relacionados con la contaminacién del agua se centraban en
determinar la presencia de compuestos cuya toxicidad era ampliamente conocida. No obstante,
en la actualidad el avance cientifico y tecnolégico han hecho evidente el surgimiento de nuevos
compuestos téxicos que repercuten no sélo en el ambiente, sino también en la salud de los seres
humanos. A estas sustancias se les ha denominado contaminantes emergentes (Taheran et al.,
2018). La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US EPA), los ha definido como
“sustancias quimicas o materiales que se presentan como una amenaza inminente para la salud
humana y para el ambiente, y que no se pueden controlar debido a la falta de normativas
vigentes” (USEPA, 2008a). No obstante, la gran mayoria de los investigadores definen a los
contaminantes emergentes como aquellos compuestos cuya presencia en el ambiente no se
considera de importancia en términos de distribucion o concentracidn, pero que en la actualidad
estan siendo ampliamente detectados y tienen potencial de perjudicar la salud y el ambiente.
De acuerdo con Houtman (2010), se tiene al menos tres categorias de compuestos que
comprenden los contaminantes emergentes.
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La primera categoria son aquellos compuestos que se introducen recientemente en el medio
ambiente, como compuestos industriales que se han desarrollado recientemente. La segunda
categoria son compuestos que ha sido introducidos en el medio ambiente durante un periodo de
tiempo considerable, pero que han sido detectados recientemente. La tercera categoria consta
de compuestos que se conocen y miden desde hace algln tiempo y ademds se conoce que
pueden causar efectos adversos en los ecosistemas y en los seres humanos.

Tabla 7. Contaminantes emergentes listados como contaminantes prioritarios por la Union Europea (USEPA 2016)

Grupos Producto quimico
PPCPs
Analgésicos — antiinflamatorios Diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno
Antibidticos Amoxicilina, sulfametoxazol, eritromicina
Antiepilépticos Carbamazepina, primidona
B —blogueadores Atenolol, metropolol
Hormonas 17 B — estradiol
Estimulantes Cafeina, nicotina
Almizcles Galaxolide (HHCB), cetona de almizcle
Filtro ultravioleta Octodrileno
Agentes antisépticos Triclosan, tricaban
Repelente de insectos N, N — dietil — meta — toluamida (DEET)
Pesticidas Atrazina, simazina, terbutilazina (TBA),

clorfenvinfos, clorpirifos, malatiéon
Drogas ilegales Cocaina, Anfetamina, Morfina
Plastificantes Di(2-etilhexil)ftalato (DEHP), Bisfenol A (BPA)
Retardantes de llama Eteres de difenilo polibromados (PBDES),
hexabromociclodecanos (HBCDS)

Surfactantes Nonilfenol, compuestos amonio cuaternario
Nanomateriales Nanoparticulas y nanotubos de carbono

En la Tabla 7, se describen algunos de los contaminantes emergentes mas estudiados. Algunos
de estos contaminantes presentan persistencia, lo que indica que pueden permanecer intactos
por un largo tiempo (Dulio et al., 2018). Un contaminante se considera persistente, cuando su
vida media es superior a 2 meses en agua o 6 meses en suelo. Los contaminantes emergentes
son liberados constantemente al ambiente debido, entre otras cosas, a la produccién masiva y
consumo elevado. Ademas, pueden biodegradarse en intermedios mas tdxicos que sus
precursores, aunque en el mejor de los casos pueden degradarse a moléculas menos
perjudiciales. Los contaminantes emergentes, pueden promover efectos de inmunotoxicidad,
neurotoxicidad, carcinogenicidad y disrupcion endocrina (Balducci et al.,, 2012). Estos
compuestos suelen encontrarse en concentraciones de ug L™!, ng L™ o mg L%, lo que hace
dificil su deteccién analitica, lo que deriva en pocos conocimientos sobre su naturaleza (Khan et
al., 2020).
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2.5.1 Legislacion sobre los contaminantes emergentes

En la actualidad los contaminantes emergentes no se encuentran regulados en ninguna parte del
mundo. Sin embargo, la Unién Europea y América del Norte estan tratando de crear listas de
contaminantes prioritarios y reducir su liberacién al ambiente. En la Unién Europea, algunos de
los contaminantes emergentes han sido considerados como prioritarios dentro de diferentes
normativas (Directiva marco del agua de la Unién Europea) y algunos otros se encuentran en
listas de vigilancia. Esta directiva actualmente tiene bajo observacion 45 sustancias, de las cuales
21 ya ha sido identificadas como sustancias peligrosas para el ambiente y para la salud humana
(European, U., 2000). Por otro lado, en la mayoria de los paises de Latinoamérica no existen
normativas ni legislaciones que regulen los contaminantes emergentes en el agua, lo que
refuerza la necesidad de buscar nuevas alternativas para la deteccidn y eliminacién correcta de
estas sustancias en las plantas de tratamiento, tanto de agua potable como de aguas residuales
(Gaffney et al., 2014)

2.5.2 Clasificacion de los contaminantes emergentes

Actualmente no existe una clasificacion universal para los contaminantes emergentes, por lo que
se pueden incluir una amplia variedad de productos o sustancias de diferente estructura quimica,
aplicaciones domesticas e industriales que comparten en comun ser toxicos, persistentes,
bioacumulables y de caracter polar. En la Figura 6, se muestra una clasificaciéon resumida de
contaminantes emergentes por familias basada en los trabajos de Bilal et al., (2019).
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Figura 6. Clasificacion de los contaminantes emergentes (Bilal et al., 2019)
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Todos estos contaminantes se encuentran dentro de un grupo de diversos compuestos utilizados
en la vida diaria, en la Tabla 8, se describen los contaminantes emergentes mas comunes
detectados en aguas residuales, asi como también se describe como es que estos llegan a las

aguas residuales.

Tabla 8. Descripcion de los contaminantes emergentes mds comunes en aguas residuales

Contaminante

Productos
farmacéuticos

Productos de
cuidado
personal

Filtros UV

Disruptores
endocrinos

Hidrocarburos

Drogas ilicitas

Aditivos de
alimentos

Metabolitos

Retardantes de
fuego

Pesticidas

Descripcion
Productos que sirven para
controlar o curar enfermedades
en los seres vivos

Productos empleados con fines
de salud, belleza y limpieza

Productos usados para el cuidado
del cabello y para la piel
contrarrestando los efectos
nocivos de la luz solar
Son hormonas naturales, que
provocan una implicacidon
negativa en el sistema endocrino
de humanos y animales

Son compuestos que proceden de
industrias de giro quimico y
petroquimico

Son compuestos con propiedades
psicoactivas.
Compuestos sintéticos que se
emplean para alargar la vida de
los productos envasados.

Productos que quedan después
de la descomposicién de un
compuesto quimico

Sustancias quimicas afadidas a
los productos de consumo para
satisfacer las necesidades de
retardo del fuego
Compuestos que controlan la
propagacion de plagas y
enfermedades en los cultivos;
utilizados en agricultura,
silvicultura, horticultura, etc.

Entrada a aguas residuales

A través de los fluidos corporales o
heces de los humanos y animales

Provienen de los efluentes de las
viviendas, hoteles, clubes los cuales
comunmente llegan a las entradas
de las PTAR

A través de los fluidos corporales o
heces de los humanos y animales

Los incendios liberan hidrocarburos
aromaticos policiclicos, que
ingresan a la atmdsfera y las aguas
superficiales y los sedimentos.
Llegan como aguas residuales
industriales no tratadas, coccién y
reacciones de combustion de
combustibles fésiles
A través de los fluidos corporales o
heces de los humanos

Provienen de los efluentes de las
industrias de giro alimenticio

Ingresa a los recursos hidricos
luego de la ingestidn de productos
farmacéuticos y posterior
excrecién de compuestos no
metabolizados o metabolitos
Procedentes de incendios o por el
mane inadecuado de productos
gue contienen estas sustancias
quimicas

En el momento de la aplicacién,
estos compuestos llegan al suelo a
partir del agua de lluvia o del
lavado del agua de riego.

Referencia

Rodriguez-Narvaez et al.,
2017
Gogoi et al., 2018
Gogoi et al., 2018
Montes-Grajales et al.,
2017
Gogoi et al., 2018
Montes-Grajales et al.,

2017
Ribeiro et al., 2017

Vilela et al., 2018

Tursi et al., 2018
Starling et al., 2019

Cosenza et al., 2018

Postigo & Barceld, 2015

Bilal, Igbal, et al., 2019

Postigo & Barceld, 2015

Paletal., 2013
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2.5.3 Efecto de los contaminantes emergentes en la salud y el medio ambiente

Los seres humanos estdn expuestos a una gran variedad de contaminantes organicos emergentes
(Jurado et al., 2012). Por ejemplo, el bisfenol — A es uno de los plastificantes mas empleados a
nivel mundial. Esta sustancia induce diversos tipos de trastornos enddcrinos, neuro de
generativos y también induce desequilibrios hormonales, aumentando el riesgo de cadncer de
mama en humanos (Bolong et al., 2009). Pereira et al. (2015) describe los efectos en la salud de
varios retardantes de llama. El éter de tetrabromodifenilo puede causar alteraciones enddcrinas,
desequilibrio hormonal, ademas de dafio en el ADN y las mitocondrias. También se sabe que el
éter de pentabromodifenilo y el éter de hexabromodifenilo pueden dafar el desarrollo
neuroldgico y las mitocondrias. Por su parte, el éter de decabromodifenilo es cancerigeno por
naturaleza y puede afectar la funcién tiroidea, la formacién del cerebro, la funciéon neuronal, la
fertilidad y el crecimiento general (Lei et al., 2015). En la jError! No se encuentra el origende lar
eferencia. se presenta un diagrama de los principales efectos que causan los contaminantes
emergentes sobre la salud humana, se describen los principales productos quimicos (farmacos,
productos del cuidado personal, herbicidas y retardantes de flama) que han sido detectados en
aguas residuales.
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Figura 7. Resumen de los principales efectos de los contaminantes emergentes sobre la salud de los seres humanos
(Rathi et al., 2021)

Uno de los mayores desafios que presentan los investigadores hoy en dia, es tratar de crear las
conexiones directas entre causas y efecto de los diferentes contaminantes en relacién con la
salud humana. En este contexto, diversos contaminantes emergentes han sido minuciosamente
observados, tal es el caso del bifenilo — A, que es un neurotodxico y afecta la divisién celular
(Pereira et al., 2015).

En estudios realizados por Smital (2008), se demostrd que varios entornos estan contaminados
con triclosdn, incluso se ha encontrado en el tejido adiposo de ciertos animales. La exposicion
prolongada a compuestos organoclorados, como dicloro fenil tricloroetano (DDT) y Bifenilos
policlorados (PCBs) afecta la reproduccidon y la funcién inmune de focas causando la disminucién
de la poblacién.

2.5.4 Métodos de deteccion de contaminantes emergentes en aguas residuales

El principal problema que atraviesa las técnicas cuantitativas es generar resultados confiables y
vdlidos para la identificacion de contaminantes emergentes. El estudio, detecciéon y la
cuantificacién de los contaminantes emergentes se debe realizar con métodos sensibles,
selectivos, precisos y automaticos que puedan ser aplicables a un gran nimero de compuestos
en una amplia gama de matrices. En la actualidad, uno de los principales problemas con los
tratamientos de muestras son las interferencias, esto se ve reflejado en el aumento o supresion
de las senales debido a la presencia de otros componentes en la muestra, esto puede sesgar el
limite de deteccidn y el limite de cuantificacion del andlisis quimico. Es por ello, que se requiere
realizar un pretratamiento de la muestra para aislar los analitos de interés, purificar los extractos
o preconcentrar los analitos (Lorenzo et al., 2018; Pefia-Guzman et al., 2019).

Las principales técnicas de deteccién que han sido empleadas en la actualidad para determinar
este tipo de contaminantes son la cromatografia en fase liquida sola o acoplada a alguna técnica
basada en espectrometria, la cromatografia liquida con detector de fluorescencia, la
cromatografia liquida tandem, la espectrometria de masas de triple cuadrupolo, la
espectrometria de masas, la espectrometria de masas en tandem, la espectrometria de masa en
tandem con electrospray, la espectrometria de masas de alta resolucién y la deteccidn por ajuste
de diodos (Pefia-Guzman et al., 2019).

Se han ampliado los métodos de deteccidén de este tipo de contaminantes, recientemente en
investigaciones realizadas en Europa, Asia y América del Norte se han utilizado biosensores
(enzimaticos, inmunosensores y biosensores microbianos), asi como también han empleado el
método de resonancia de plasmones superficiales, siendo una técnica prometedora que puede
ser empleada para analizar contaminantes emergentes en diferentes tipos de aguas , ademas de
presentar beneficios econdmicos, una rapida deteccién, una mejor sensibilidad e inclusive el
analisis de datos en tiempo real (Boruah & Biswas, 2018) .
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2.5.5 Tecnologias para el tratamiento o eliminacién de contaminantes emergentes

En general, la prevalencia de los contaminantes emergentes ha generado preocupaciones por los
efectos que tienen en la salud humana y en el ambiente. Estos contaminantes pueden llegar a la
atmoésfera y causar graves problemas. Se han establecido diversas técnicas para el tratamiento,
eliminacién y degradacion de contaminantes emergentes como la adsorcién, uso de membranas,
proceso de oxidacion avanzada, métodos bioldgicos y humedales artificiales (Vieira et al., 2020).

2.5.5.1 Adsorcién

En la adsorcion se pueden emplear una gran variedad de adsorbentes que facilitan la eliminacién
de contaminantes emergentes. Se ha reportado que contaminantes como el 17B-estradiol, el
17a-etinilestradiol, el bisfenol-A, los dcidos fluoroquinoldnicos, el acido salicilico y las floxacinas
se han eliminado eficientemente empleando carbén activado en polvo y biocarbén (derivado de
productos agroindustriales) y se han alcanzado porcentajes de eliminacién del ~80 % (Kim et al.,
2016; Senthil Kumar et al., 2019).

2.5.5.2 Tecnologias de membranas

El uso de membranas ha tenido diversas aplicaciones en el tratamiento de aguas residuales; sin
embargo, en la eliminaciéon de contaminantes emergentes han tenido un éxito muy aceptable
por la comunidad cientifica debido a las altas eficiencias de eliminacién que presenta esta
tecnologia. En el estudio realizado Asif et al. (2017) se estudid la descomposicién 13 compuestos
fendlicos y 17 no fendlicos observando una eliminacion del 90 — 99 %. La alta eficiencia fue
alcanzada por medio de un sistema de destilacion por membrana.

2.5.5.3 Procesos de oxidacidon avanzada

Los procesos de oxidacién avanzada presentan multiples beneficios sobre las técnicas de
oxidacion convencionales. Se ha demostrado en diversas investigaciones que los sistemas de
oxidacion avanzada han logrado eliminaciones superiores al 80 % de contaminantes emergentes,
en combinacién con otros procesos como coagulacion o floculacién y nanofiltracion. Por su parte,
procesos de oxidacién avanzada que se acoplan con sondlisis, reaccidn de Fenton, ozonizaciény
radiacion UV, ha alcanzado eficiencias superiores al 90 % (Pavithra et al., 2019).

En un estudio realizado por Sichel et al. (2011) se demostré que los contaminantes emergentes
como la desetilatrazina, el sulfametoxazol, la carbamazepina, el diclofenaco, el benzotriazol, el
toliltriazol, el iopamidol y el 17a-etinilestradiol fueron oxidados en su totalidad mediante
procesos de oxidacién avanzada.

2.5.5.4 Humedales artificiales

Los humedales artificiales son sistemas de tratamiento de aguas residuales de bajo costo que
pueden eliminar o reducir una serie de contaminantes transmitidos por el agua. Se ha
documentado que los humedales artificiales pueden presentar altas eficiencias de eliminacién
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de contaminantes emergentes superiores al 80 %. De este modo, se ha estudiado la eliminacién
de medicamentos antiinflamatorios, reguladores de lipidos, agentes antiepilépticos, fragancias,
tensioactivos y estrogenos en sistemas de humedales artificiales (Matamoros et al., 2012).
Ranieri et al. (2011) propuso humedales artificiales de flujo lateral construidos con varias
microfitas como Phragmites australis y Typha latifolia para determinar la eficiencia en la
eliminacién de paracetamol, alcanzando el 99.9 % de eliminacidon del farmaco. Ademas,
menciona que los humedales artificiales son prometedores como una biotecnologia econdmica
y viable para el tratamiento de aguas con contaminantes emergentes.

2.6 Antivirales y su relacién con SARS-CoV-2

Con base en las secuencias de nucledtidos, el SARS-CoV-2 es miembro de los Coronaviridae, como
los alfa y betacoronavirus. Se tiene conocimiento de siete sepas diferentes de coronavirus
humanos (alfacoronavirus: cepa 229E y NL63. Betacoronavirus: HCoV OC34, NKU1, SARS, MERS
y SARS-CoV-2), siendo los betacoronavirus mas conocidos y agresivos (lbrahim et al., 2020).

Los HCoV son virus de ARN monocatenario, largos (30 000 pb) de sentido positivo. Dos grupos de
proteinas caracterizan a los HCoV: proteinas estructurales, como Spike que marca todos los
coronavirus, Nucleocapsid, Matrix y Envelope; y proteinas no estructurales, como las proteasas
(nsp3 y nsp5) y RdRp (nsp12). RdRp es una enzima viral crucial en el ciclo de vida de los virus de
ARN; por lo tanto, ha sido el objetivo de varias infecciones virales, incluido el virus de la hepatitis
C, el virus Zika y los coronavirus (Elfiky, 2020). El sitio RdRp activo estd altamente conservado,
con dos aspartatos sucesivos y accesibles desde la superficie en una estructura de giro en forma
beta.

Con la aparicién del virus SARS-CoV-2 se ha impulsado a buscar alternativas de tratamiento
empleando farmacos existentes, como aquellos que regulan la respuesta inmune (anticuerpos
monoclonales y tocilizuamb), los modificadores del medio intracelular (cloroquina y Arbidol), los
inhibidores de la ARN polimerasa viral (Remdesivir, ribavirin), los inhibidores de proteasas
(ritonavir y teicoplanina) y los inhibidores de la transcriptasa inversa (tenofovir y sofosbuvir),
estos farmacos son ampliamente utilizados para el tratamiento de enfermedades como la
Hepatitis crénica, el VIH, y ademas han sido probados en ensayos y experiencias clinicas con virus
similares (SARS y MERS)(Barnard & Kumaki, 2011; Mair-Jenkins et al., 2014; Moneriz & Castro-
Salguedo, 2020)

Ahora bien, este estudio esta enfocado en la degradacidn de antivirales los cuales son un grupo
de farmacos que se emplean para el tratamiento de diversos virus, los mecanismos de accidn son
mediante la interferencia de las fases infecciosas y durante la replicacion del virus. La clasificacién
de los antivirales se puede realizar por su mecanismo de accién, por el perfil de actividad o bien
por su estructura quimica. En los Ultimos afos, los avances en cientificos han traido consigo el
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desarrollo y la sintesis de nuevos farmacos, entre los que se encuentran una gran variedad de
antivirales analogos de nucledsidos que ayudan al tratamiento del virus del VIH y la hepatitis
cronica (Tuset et al., 2003).

2.6.1 Ribavirin y tenofovir, su presencia en aguas residuales

El ribavirin (RBV) Figura 8 a), (1-B-D ribofuranosil-1,2,4-triazol-3 carboxamida) fue sintetizado por
primera vez en 1972 combinando quimicamente derivados de 1,2,4-triazol-3-carboxamida y
ribofurandsido. Es un agente antiviral que ha mostrado actividad in vitro en un amplio espectro
de virus (Kirsi et al., 1983). EI RBV es un analogo de la guanosina que interfiere con la replicacion
de los virus de ARN y ADN. Su actividad antiviral no se limita a la interferencia con las polimerasas,
es decir, su estructura causa la interferencia con la proteccion del ARN que depende de Ila
guanosina natural para evitar la degradacion del ARN. Para promover aun mas la
desestabilizaciéon del ARN viral, la ribavirina inhibe la generacién natural de guanosina al inhibir
directamente la inosina monofosfato deshidrogenasa en una via que es vital para la producciéon
del precursor de guanina de la guanosina (Khalili et al., 2020). EI RBV ha demostrado una alta
eficiencia clinica contra los virus de la influenza A y B, el virus sincitial respiratorio (VSR) y las
infecciones por el virus de la para-influenza (Gilbert et al., 1985) y la fiebre de Lassa (McCormick
et al., 1986).

El andlogo de nucledtido tenofovir (TNF) Figura 8 b), quimicamente llamado [(2R)-1-(6-
aminopurin-9-il)propan-2-ilJoximetil-(propan-2-iloxicarboniloximetosi)fosforilJoximetilpropan-
2-il carbonato acido (E)-but-2-enedioico, presenta una estructura parecida a la de la adenosina 5
monofosfatos. Originalmente este antiviral fue disefiado para inhibir la polimerizaciéon de ATP en
la cadena de acido nucleicos en crecimiento de la transcriptasa inversa del VIH y de la hepatitis B
(Tsai et al., 1995).

El TNF puede ser activado a tenofovir difosfato tanto en células en reposo como en células
activas, y de esta forma compite con el sustrato natural deoxiadenosina 5 trifosfato, para
incorporarse al ADN durante el proceso de transcripcién del virus del VIH. Una vez que se
incorpora al ADN en formacidn, se produce una inhibicidén de la accién de la transcriptasa reversa,
con lo que se previene la elongacion de la cadena de ADN, produciendo la inhibicion de la
replicacién viral (Azanza et al., 2008). En el tratamiento del SARS-CoV-2, se ha demostrado que
puede unirse al complejo RdRp, inhibiendo la replicacidn viral (Elfiky, 2020).

En la Tabla 9, se muestran algunas de las propiedades fisicoquimicas que presenta el ribavirin y
el tenofovir.

Los medicamentos antivirales comprenden una clase de medicamentos utilizados para el
tratamiento de infecciones virales, como la influenza, el herpes, la hepatitis, el VIH, el zika, el
ébola e incluso el SARS-CoV-2. Estos antivirales influyen positivamente en la salud y en el
bienestar humano, ya que reducen la mortalidad y el sufrimiento de muchas enfermedades
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infecciosas aumentado la esperanza de vida y disminuyendo las estancias hospitalarias (Nannou

et al., 2020).
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Figura 8. Estructuras quimicas del a) Ribavirin y b) Tenofovir

Tabla 9. Propiedades fisicoquimicas del Ribavirin y Tenofovir

b) Tenofovir

Propiedades y/o caracteristicas Antivirales
Ribavirin Tenofovir
Formula quimica CsH12N4Os CoH14NsO4P
Peso molecular (g mol™1) 244.207 287.1
Densidad (g cm™3) 2.09 1.79
- Agua — 142 Agua -
(mgsrflli'f’{lf;‘é ) DMSO - 50 DMSO - 2.87
Etanol -1 Etanol -
Punto de fusion (°C) 174-176 276 - 280
Punto de ebullicion (°C) 639.80 616.1

Color Blanco

Estado fisico Sélido (polvo)
pka (25 °C) 12.95
Coeficiente de reparto 1.85
Octanol/agua ’
Anillos presentes Triazol y furano
CAS 36791-04-5
Categoria Nucledsido antiviral
Pka 12.95
Log K,,, -1085
H (atm - m3 mol™1) 9.96 x 10722
Log K, 1.000

Blanco — amarilloso
Sélido (polvo)
2.36

1.017

Purina
147127-20-6
Nucledsido antiviral
6.7
-2584
8.91 x 1022
2.03

Referencias

National Center for
Biotechnology Information
(2022)

Liu et al. (2022)

Liu et al. (2022)
Basado en el paquete EPI del
sito de la USEPA
(USEPA 2019)

Algunos antivirales son altamente bioactivos, pueden afectar negativamente a organismos no
objetivo y persistir en ambientes acudticos, sin embargo, si el fdrmaco antiviral como el virus a
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ser tratado se encuentran en el mismo cuerpo de agua, se desarrollan cepas de resistencia,
provocando la aceleracidon de resistencia al antiviral y limitando la utilidad clinica de los
antivirales en humanos y animales (Feuillet et al., 2021). La evidencia sobre la ocurrencia
ambiental y el comportamiento de los medicamentos antivirales es escasa y cubre regiones
geograficas limitadas. A pesar de las altas tasas de consumo, se han detectado varios
medicamentos antivirales en el medio acuatico, pero no son monitoreados sistematicamente. La
mayoria de los estudios se refieren a las PTAR y las aguas superficiales, mientras que hay un
numero menor de estudios que analizan las aguas subterraneas y agua potable (Nannou et al.,
2020).

Es posible estimar la carga ambiental de estos antivirales, en la
Tabla 10 y Tabla 11 se describen las concentraciones estimadas de la carga ambiental del ribavirin

y tenofovir en aguas residuales antes y durante la pandemia del SARS-CoV-2. De acuerdo con los
registros obtenidos de PubChem, después de suministrar una dosis de 600 mg de ribavirin, la
recuperacion total media de la dosis es superior al 73%, esto es aproximadamente el 61y 12%
recuperado en la orinay en las heces respectivamente. Esto serd util, ya que no hay publicaciones
sobre la presencia y destino ambiental del ribavirin. Ahora bien, en base a los niveles de absorcién
en el cuerpo humano (65%) y en el nimero de prescripciones médicas a nivel mundial
(71,000,000 personas), se realiza la estimacién de la carga ambiental a nivel mundial. Ahora bien,
en México 1.6 millones de personas consumen ribavirin en un tratamiento indicado a una dosis
de 1200 mg dia™!, aunque el tiempo de tratamiento dependerd de las indicaciones y
evaluaciones médicas.

En el caso del tenofovir se estima que aproximadamente se dan 110 000 000 prescripciones a
personas que padecen VIH. El tratamiento recomendado es 250 mg durante 12 meses y se sabe
que aproximadamente el 65 y 20% es recuperado en la orina y en las heces. Con base en el nivel

de sorcion en el cuerpo humano (70%) y con el numero de prescripciones se estima que una
persona desecha 75 mg dia™! de este antiviral. en la
Tabla 10, se pueden observar estos datos.

Para conocer las estimaciones de la carga ambiental durante la pandemia de ambos antivirales,
se investigaron las dosis y los tratamientos que han sido empleados. En México 336,515 personas
consumen tenofovir en dosis de 250 mg dia™!, como tratamiento para el VIH.

En el caso del ribavirin se emplearon tratamiento con nebulizadores (100 mg en 10 mL en
periodos de 30 min., durante dos veces al dia, por seis dias consecutivos) este tratamiento de
acuerdo con la OMS se aplicéd a 268 412 812 millones de personas en diferentes partes del
mundo. En México, este tratamiento fue aplicado en 5,000,000 de personas con una
biodisponibilidad del 65%. El tenofovir se aplicd en conjunto con otros antivirales, empleando un
tratamiento de 500 mg dia™!, en dos tomas, por un tiempo de 6 dias consecutivos, con una
biodisponibilidad del 70%. En México aproximadamente 5,000,000 de personas recibieron este
tratamiento. Estas estimaciones pueden ser observadas en la Tabla 11.
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Tabla 10. Carga ambiental de ribavirin y tenofovir en aguas residuales antes de la pandemia de SARS-CoV-2

Carga de antivirales antes de la pandemia SARS-CoV-2

Condiciones
Dosis oral unica
Tratamiento recomendado

No biodisponible
Tiempo de tratamiento

Personas que consumen

Aportacion por paciente

Paciente
Carga
Ambiental Nivel mundial
estimada
México

Antivirales
Ribavirin Tenofovir
600 mg 250 mg
1200mg dia™?t 259 1
mg dia
35% 30%
12 meses 12 meses
170 000 000 110 000 000
personas personas
420 mg dia™t 75mg dia™t
153.3 273.7
g afio™! g afio™?!
26 061.00 3011.25
ton afio™?! ton afio™?!
245 ton afio™?! 9.12 1
ton afio

Referencia

Ribavirina: MedlinePlus
medicinas, 2016.
Hepatitis C: problema de
salud publica 'y
enfermedad generadora
de gastos catastréficos,
2020.

Ribavirin (Compound),
2015
Gayet et al., 2007

Tabla 11. Carga ambiental de ribavirin y tenofovir en aguas residuales durante la pandemia de SARS-CoV-2

Carga de antivirales durante la pandemia SARS-CoV-2

Condiciones

Dosis oral tnica
Tratamiento recomendado
No biodisponible
Tiempo de tratamiento

Personas que consumen

Aportacion por paciente

Paciente
Carga
Ambiental = Poblacion mundial
estimada

Poblacion en
Meéxico

Antivirales
Ribavirin Tenofovir
100 mg 250 mg
200 mg dia™?! 500 mg dia™?!
25% 30%

6 dias 6 dias
268 412 812 268 412 812
personas personas
0.05 g dia™! 0.15 g dia™?

;1 0.9
0.3 g 6dia g 6 dig-!
80.52 ton 241.57 ton
por tratamiento = Por tratamiento
1.5 ton 4.5 ton

Por tratamiento

Por tratamiento

Referencia

Messina et al., 2021.
Clososki et al., 2020.
Coronavirus, 2020.
Coronavirus — gob.mx,
2020.
Statista, 2020.
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2.7 Metales cataliticos y su aplicacion en la degradaciéon de contaminantes

emergentes

Los metales de transicion suelen ser empleados como catalizadores a nivel laboratorio e
industrial para ejecutar un gran nimero de reacciones y procesos. La alta demanda de estos
metales en el desarrollo de nuevas tecnologias (celulares, laptops, relojes inteligentes, etc.) ha
traido consigo una gran preocupacion ambiental, por un lado, la contaminacién excesiva de aguas
subterrdneas y superficiales con metales pesados y por otro, la sobre explotacién de las minas
ricas con este tipo de metales (Islam et al., 2020).

La busqueda de nuevos catalizadores que puedan ser sintetizados partiendo metales
recuperables es un gran reto y aun mas emplearlos en sistemas biolégicos para la degradacion
de contaminantes en medio acuoso impone la necesidad de explorar la actividad catalitica de
nuevas especies metdlicas. Ademds de la creciente busqueda de nuevos metales para la
aplicacion como catalizadores, también ha surgido la necesidad de recuperar aquellos metales
en donde las fuentes del mineral son limitadas y finitas como es el caso de los efluentes
metallrgicos (Pat-Espadas et al., 2016). Los procesos biolégicos han surgido como alternativa
para la recuperacion de metales. Estos sistemas resultan atractivos porque implica condiciones
menos agresivas comparadas con los procesos fisicoquimicos, y ademas se evita la produccién
de subproductos tdxicos o residuos peligrosos (Deplanche et al., 2010). En diversos estudios se
ha informado sobre el uso de cultivos microbianos puros para lograr la reducciéon de iones
metalicos a su estado metalico, y asi recuperar los metales con alto valor agregado en forma de
nanoparticulas (Pat-Espadas et al., 2012). Este proceso por lo general es favorecido en
condiciones anaerobias y puede estar mediado por una gran variedad de bacterias Gram
negativas que emplean formiato e hidrégeno como donadores de electrones.

2.7.1 Aplicaciones en la biodegradacion de contaminantes emergentes

Se ha demostrado que es posible enriquecer un lodo granular anaerobio empleando metales de
transicion. Los catalizadores biogénicos han llamado cada vez mas la atencidn, el lodo granular
anaerobio, como granulo microbiano especial demuestra un fuerte potencial para reducir casi
cualquier metal de transicién y precipitar el bio-metal en el cuerpo del lodo. Este tipo de
catalizadores han sido empleado en la degradacion de aquellos contaminantes que presentan
una alta persistencia a la degradacién en los sistemas anaerobios o inclusive aerobios (Quan et
al., 2020).

Ahora en el trabajo realizado por Pat-Espadas et al. (2016) se estudid la reduccion de Pd(ll) a
Pd(0) biogénico mediante el uso de un lodo granular anaerobio, demostrando que la reduccion
se puede lograr mediante la adsorcion sobre la biomasa, quien puede efectuar reacciones de
oxido-reduccion. Asi mismo, en el trabado descrito por Quan et al. (2020) realizaron la reduccién
de Pd(Il) a Pd(0) biogénico observando que el consorcio empleado efectua la reduccion del
paladio quedando este sobre la biomasa, asi como también observaron que se provoca la
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inhibicién de la actividad microbiana durante los procesos de acidogénesis y metanogénesis
cuando aumenta la cantidad de paladio sobre la biomasa.

Como se ha mencionado, la eliminacién de contaminantes emergentes del agua es una de las
mayores preocupaciones de hoy en dia. Buscando mitigar sus efectos nocivos, se han propuesto
en marcha numerosas técnicas de tratamiento para dichos contaminantes, pero en general
muchas suelen presentar algin inconveniente. Por esta razén han surgido otras alternativas
utilizando catalizadores de metales de transicién, y se ha observado que, pueden promover
transformaciones reductoras de varios compuestos incluso en compuestos aromaticos (Chaplin
et al., 2012). Los materiales de desecho que contienen altas concentraciones de metales pueden
servir como materias primas secundarias para este proceso, tales como catalizadores usados,
lixiviados basura electrénica, lixiviados del proceso de decapado, y lixiviados acidos (Pat-Espadas
et al., 2012).

En un trabajo realizado por Pat-Espadas et al. (2016), estudio la recuperaciéon de Pd(ll) de aguas
residuales sintéticas, empleando un consorcio metanogénico que posteriormente se aplicé como
catalizador para la biotransformacién de contaminantes emergentes (iopromida y el 3-
nitroclorobenceno) en un reactor UASB. Se menciona que el Pd(0) biogénico ha sido un
catalizador eficaz para la biodegradacién de la iopromida y el 3-nitroclorobenceno.
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Capitulo 3. Materiales y métodos
En este capitulo se describe la metodologia empleada para el desarrollo de este trabajo de
investigacion. Se trabajé con metales recuperados de un efluente de la industria del acero
inoxidable mediante el proceso de desnitrificacion. Con los metales precipitados se enriquecié
un consorcio metanogénico, con el cual se evalué la biodegradacidn de dos antivirales empleados
en el tratamiento del SARS-CoV-2.

3.1 Recuperacion de metales pesados del efluente metalurgico

3.1.1 Recuperacidon de metales precipitados

La recuperacion de los metales pesados provenientes del efluente de la industria del acero
inoxidable se realizé en un estudio previo (Ramirez et al., 2020) empleado un reactor de tipo
hidrociclén el cual consta de una seccién cdénica (parte inferior) y una seccién cilindrica (parte
superior), el volumen de trabajo de dicho reactor es de 1.57 L. Al reactor se le integrdé una
columna de precipitacién con un volumen de trabajo de 1.1 L. El flujo de entrada al reactor genera
una fluidizacién en forma de remolino. Mediante el proceso de desnitrificacién del efluente
industrial y empleando diferentes donadores de electrones (citrato y etanol), se llevé a cabo la
desnitrificacion del efluente y se produjo una alcalinidad, la cual fue recirculada a la columna de
precipitaciéon donde se precipitaron los metales presentes en el efluente industrial, en forma de
oxihidroxidos, carbonatos, entre otros minerales (Ramirez et al., 2020).

Los metales fueron almacenados y preservados en recipientes a temperatura ambiente para su
posterior utilizacion. A estos minerales se les realizd un lavado con agua destilada vy
posteriormente se centrifugd el liquido a 3600 rpm durante 20 min., empleando una centrifuga
Solvat C-40. Los metales recuperados fueron secados a 105 °C durante 24 horas, empleando una
estufa Venticell 111 - ECO line.

3.1.2 Caracterizacion fisicoquimica de los metales precipitados

Los metales precipitados fueron secados y homogenizados empleando un mortero de agata, esto
con la finalidad de tener un mismo tamano de particula en las muestras que se emplearon para
las caracterizaciones mediante difraccion de rayo X (DRX) y microcopia electrdnica de barrido
acoplado inductivamente a espectroscopia de energias dispersivas (SEM-EDS).

Adicionalmente, se tomd 1 g de metales precipitados, para realizar una digestién acida
empleando 4acido nitrico (HNOs3), con el fin de tener un andlisis cuantitativo de los metales
presentes mediante espectroscopia de emision atdmica con plasma de acoplamiento inductivo
(ICP-OES).
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3.2 Degradacion de contaminantes emergentes

3.2.1 Obtencién del lodo granular anaerobio

Se empled un lodo granular anaerobio de un reactor anaerobio de tipo UASB, que trata los
efluentes de una empresa harinera (Ingredion México S.A. de C.V.), ubicada en San Juan del Rio,
Querétaro.

Este indculo fue aclimatado a condiciones metanogénicas, empleando un reactor tipo UASB
(volumen de trabajo de 1 L) que se alimentd de forma continua manteniendo un TRH de 1 dia,
con el medio mineral descrito en la Tabla 13. El proceso de aclimataciéon tomé aproximadamente
4 meses.

3.2.2 Potencial bioquimico de metano y maxima produccion de metano

Se probaron diversas relaciones peso lodo - peso metal, para establecer la relaciéon 6ptima entre
éstos e inocular en un reactor UASB. Las relaciones de metales que fueron probadas se muestran
en la Tabla 12. Ademds, para los ensayos que se realizaron en los reactores serolégicos, asi como
para las pruebas de degradacidon en los reactores UASB, se empleé un medio mineral y una
solucién de oligoelementos, la composicion del medio mineral y de la solucidn de oligoelementos
se muestran en la Tabla 13. El medio mineral fue empleado en todos los experimentos que se
realizaron en este estudio.

Tabla 12. Relacion peso mineral - peso biomasa

%Metal Biomasa (g SV L™1)

0.00 10
0.10 10
0.50 10
1.00 10
5.00 10

Para demostrar la inexistencia de un efecto tdxico o algun efecto inhibitorio de los metales hacia
el consorcio metanogénico, se evalué el potencial bioquimico de metano (PBM) y la maxima
produccién de metano (Owen et al., 1979). Para ello se empled el equipo AMPTS Il (equipo de
BPCinstrument), el cual consta de un bafio termostatico en el cual caben 15 reactores anaerobios
de 500 mL con motor de agitacién individual, ademas de 15 botellas de fijacién de CO, que es
producido durante el proceso de incubacidén y una celda que cuantifica la cantidad de CH,
producido por desplazamiento. Las condiciones experimentales se describen en la Tabla 14.

Cada serie de experimentos se realizé por triplicado, los reactores anaerobios fueron incubados
a una temperatura de 37 °C por un periodo de 67 horas. Cada uno de los reactores fue agitado a
150 rpm cada 180 s con un tiempo de paro de 60 s. Ademas, a cada uno de los reactores se le
determind el pH al inicio y al finalizar el experimento. Asi como también, al inicio de las
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incubaciones se tomé una alicuota de 10 mL vy al finalizar el periodo de incubacién se tomd una
alicuota de 40 mL de cada uno de los reactores.

Tabla 13. Solucidn de medio mineral y solucion de oligoelementos empleada (Pat-Espadas et al., 2015)

Medio mineral Oligoelementos
Concentracion Concentracion
Compuesto (mg L™ YH)*o Compuesto (mg L™ YH)*o
(mL L~1)** (mL L~1)**
NaHCOs3 5* H3BO3 50%*
K2HPO4 0.25* FeClz-4H>0 2000*
MgCl-6H>0 0.2* ZnCl; 50%*
NH4CI 0.1* MgClz-4H20 50*
CaClz2H20 0.01* (NH4)sM07024:-4H20 50*
Glucosa 2* AlCl3-6H20 90*
Sol. De oligoelementos 1%* CoCl2-6H:0 2000*
NiCl2-6H20 50*
CuClz-2H:0 30*
NaSeOs-5H:0 100*
EDTA 1000*
HCl (36 %) i

Tabla 14. Condiciones experimentales para la determinacion del PBM y la mdxima produccion de metano
(adaptado de Wang et al., 2014)

Control Control Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4
enddgeno glucosa Metal 0.1% Metal 0.5% Metal 1% Metal 5 %
Biomasa 98¢ 98¢ 98¢ 98¢ 98¢ 98¢
Metales -—-- -—-- 4mg 20 mg 40 mg 200 mg
Glucosa - 41 mL 41 mL 41 mL 41 mL 41 mL
Medio mineral 4.1mL 4.1 mL 4.1mL 4.1mL 4.1 mL 4.1mL
Sol. Fosfatos 0.82 mL 0.82 mL 0.82 mL 0.82 mL 0.82 mL 0.82 mL
. Sol. 24.6 mL 24.6 mL 24.6 mL 24.6 mL 24.6 mL 24.6 mL
Bicarbonatos
Agua destilada Completar un volumen de trabajo de 410 mL

3.3.3 Degradacién de contaminantes emergentes en reactores UASB

Para la degradacion de los antivirales se emplearon dos reactores UASB (volumen de trabajo de
400 mL). Uno de los reactores UASB sirvié como control (inoculado con 150 mL de lodo anaerobio
que contenia 6.3 g L™ de sélidos volatiles) y el segundo reactor UASB (estudio) se inoculd con la
relaciéon optima (95% peso lodo — 5% peso metal) encontrada en las pruebas de inhibicidn, la
configuracion experimental puede ser observada en la Figura 9 a) y b). Ademas, el TRH en los
reactores fue de 24 horas (carga organica masica de 2 g DQO L™ 1dia™1) y fueron alimentados
de forma continua empleando un medio mineral y una solucién de oligoelementos (Tabla 13)
cuyo pH estuvo entre 7 — 8.
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Para los experimentos de degradaciéon de los antivirales, se probd una concentracion de
50 ug L™ de ribavirin y tenofovir. Tanto el ribavirin como el tenofovir fueron adquiridos de la
empresa Sigma Aldrich con una pureza del 99.9%. El seguimiento de la degradacion de los
antivirales se realizé6 mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) y los metabolitos
generados durante su degradacion fueron identificados mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia acoplada a espectroscopia de masas (HPLC — MS).

Para medir el funcionamiento adecuado y el rendimiento de los reactores se evaluaron diversos
parametros, como el pH, el consumo de sustrato en forma de DQO y la produccidén de biogds. En
la parte superior de los reactores se adapté un sistema para la recoleccién del biogds producto
de la degradacién anaerobia, el biogas producido se almacend en una bolsa Tedlar de 5 L.

El sistema experimental empleado en este estudio estd integrado por dos reactores tipo UASB,
con un volumen de trabajo de 400 mL. Los reactores se alimentaron por medio de una bomba
peristaltica (Masterflex Cole palmer L/S, modelo: 7523-80, rango de 0.1 — 600 RPM), equipada
con dos cabezales Masterflex (modelo: 77800-50). La conexion eléctrica de la bomba se conectd
a un temporizador (LLOYD’S modelo: LR912) con ocho canales programables de encendido —
apagado. La programacién de encendido — apagado de la bomba era de cada 3 horas por un
tiempo de 3 minutos, manteniendo un tiempo de residencia hidraulico (TRH) de 24 horas (caudal
de 42 mL min~1). En la Tabla 15, se muestran las condiciones operativas de los reactores
durante la degradacion de los antivirales.

a)
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Bolsa Tedlar® Bolsa Tedlar®

Reactor
Control

Reactor
Estudic

Bomba
peristaltica

~3
&

» Efluente

Influente

Medio mineral

Figura 9. a) Configuracion experimental y b) diagrama para la degradacion de los antivirales. En el lado izquierdo se
observa el reactor control (lodo anaerobio) y en el lado derecho el reactor enriquecido (lodo anaerobio con metales
afiadidos).

Tabla 15. Condiciones de operacion de los reactores UASB en la degradacion de los antivirales.

Condiciones operativas de los reactores en la degradacion de los
antivirales
Parametro Valor
42 mL min, cada 3 horas

Caudal .
durante 3 minutos.
Concentracion de sustrato 2glL?
Concentracion de metales Concentracion fija del 5%
TRH 24 horas
Carga orgénica 2gDQO L dia™?!
Temperatura 24 °C

3.3.4 sorcidn del antiviral sobre la biomasa

Los experimentos de sorcién fueron llevados a cabo empleando la biomasa con la cual se
realizaron los experimentos de degradacion de los antivirales. Para evaluar la capacidad de
sorcion de los antivirales sobre la biomasa se efectuaron experimentos en condiciones
anaerobias. La isoterma de sorcidn experimental se realizé afiadiendo 3.62 g de biomasa en 10
mL de medio mineral probando seis concentraciones diferentes de antiviral 0.1, 0.5, 1,5, 10y 20
mg L™1. Estos experimentos se realizaron por triplicado, ademas fueron llevados a cabo en
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condiciones anaerobias. Se realizaron 3 ciclos de esterilizacién empleando un esterilizador
vertical con control de temperatura (autoclave Felisa, modelo Fe 398) a 121 °C por 15 min.
Después de los ciclos de esterilizacidon a las botellas se les afadié 1 mL de las soluciones madre
para obtener al final la concentracién deseada del antiviral (ribavirin y tenofovir), las botellas se
mantuvieron en incubacién por 24 h a temperatura ambiente.

Posteriormente, se tomaron 0.5 mL de muestra de cada una de las botellas serolégicas antes de
realizar la incubacion, asi como al finalizar las incubaciones se tomaron nuevamente 0.5 mL de
muestra, estas fueron centrifugadas a 15500 rpm durante 20 minutos, empleado una centrifuga
eppendorf MiniSpin Plus. Finalmente, se determind la concentracion de antiviral presente en las
muestras mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), empleando el equipo vy la
metodologia descrita en el apartado de métodos analiticos.

3.3.5 Prueba de actividad metanotroéfica

Para verificar si los minerales ricos en hierro podrian promover una actividad metanotréfica en
el reactor enriquecido con metales, se realizaron andlisis de trazadores en incubaciones de lodos
por lotes con metano marcado (*3CHa). Se inocularon botellas serolégicas de 120 mL con 1 mL de
lodo homogeneizado tomado del reactor enriquecido con los metales recuperados de un
efluente metalurgico. Este procedimiento de inoculacidn se llevd a cabo dentro de una cdmara
anaerobia bajo una atmésfera de nitrégeno (LABCONCO, modelo de atmdsfera controlada
precisa, Kansas City, MO). Una vez inoculados, se dispensaron 60 mL de medio basal lavado con
N; en los viales, que luego se sellaron con tapones de goma herméticos y tapas de aluminio y se
sacaron de la cdmara anaerobia. La composicion del medio basal fue la siguiente (g L): NH4Cl
0.3, K2HPO4 0.2, MgCl2-6H20 0.03, CaCl; 0.1 y 1 mL L de una solucién de oligoelementos, cuya
composicidn ha sido previamente reportada (Valenzuela et al., 2017). Las condiciones andxicas
se establecieron saturando el espacio de cabeza con N (Ultra High Purity; Praxair, México)
durante 5 min. Los tratamientos experimentales incluyen incubaciones con solo lodo, lodo
enriquecido con ferrihidrita sintetizada quimicamente (4 mM), lodo enriquecido con 3CHa (4 mL)
y lodo provisto de ferrihidrita y *3CHs. Ademds, también se prepararon controles abidticos
(modificados con las mismas concentraciones de ferrihidrita y '3CH4) dando tres ciclos de
esterilizacién en autoclave con los microcosmos sellados a 120 °C durante 21 min., y la posterior
adicion de cloroformo anhidro al 10 % V/V.

3.4 Métodos analiticos

3.4.1 Analisis por difraccidn de rayos X

El estudio de DRX se realizé mediante el método de polvos, el cual es util para el analisis de
muestras policristalinas. Se empled un difractémetro de rayos X — marca Rigaku modelo UIV con
detector de ultra alta velocidad DteX. Las condiciones de operacidn fueron las siguientes: rango
de medicién (20) de 5 a 80°, la velocidad fue de 2 °/min con un muestreo cada 0.02 seg. Teniendo
una incertidumbre en la medicion de £ 0.017°.
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3.4.2 Analisis por microscopia electrénica de barrido acoplada inductivamente a
espectroscopia de energias dispersivas (SEM-EDS)

El andlisis por SEM-EDS se realizé empleando un microscopio electrénico de barrido de emisién
de campo Hitachi SU-8230 (FE-SEM) con un voltaje de funcionamiento de 3 kV. Los elementos
constituyentes se determinaron mediante espectrofotémetro de rayos X de dispersion de
energia XFLASH 6160 empleando una tension de funcionamiento de 6 kV.

3.4.3 Determinacion de sélidos suspendidos totales y volatiles (SST y SSV)

La determinacién de los SST y SSV, se realizé de acuerdo con la metodologia descrita por los
métodos estandar APHA. Esta metodologia se describe en el anexo (A2.1 Sélidos suspendidos
totales (SST) y sdlidos suspendidos volatiles (SSV)).

3.4.4 Determinacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

La determinacion de la DQO se realizé6 empleando un método colorimétrico a reflujo cerrado,
utilizando tubos de alto rango (20 a 1500 mg L™!) de la marca HACH. Los tubos contienen:
dicromato de potasio (K,Cr,0-), acido sulfurico (H,S0,), sulfato de mercurio (HgS0,) y sulfato
de plata (A4g,S0,). Para la digestidn de los tubos se utilizé un calentador de bloque AccuBlock
con control automdtico de temperatura de 15 - 150 °C. La determinacion colorimétrica se realizé
empleando un espectrofotémetro marca HACH DR 2008 a una longitud de onda de 420 nm.

3.4.5 Determinacioén del pH

El pH se determind utilizando un potenciémetro marca HANNA (modelo: HI5221), equipado con
una sonda de temperatura de acero inoxidable (modelo: HI7662-T) y una sonda de pH marca
HANNA (modelo: HI5522). Se emplearon soluciones buffer de pH 4, 7 y 10 para la calibracién del
equipo.

3.4.6 Andlisis de CHsy CO;

Las concentraciones de CH, y CO, se determinaron en fase gaseosa mediante cromatografia de
gases, empleando un cromatégrafo SRI-8610C (SRI Instruments, Torrace, CA, EE. UU.) usando
como gas portador N, a una presion de 35 psi y un flujo de 20 mL/min. El cromatégrafo esta
equipado con un detector de conductividad térmica (TCD), una columna empacada de silice gel
de 6" x 1/8 y una columna empacada con tamiz molecular 13x. El inyector y detector se
mantuvieron a 90 y 150 °C, respectivamente. La temperatura inicial del horno fue de 42 °C, la
cual se mantuvo por 4 minutos y se incrementé a 110 °C a una razén de 20 °C/min. La
temperatura final de la columna se mantuvo por 3 minutos.
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3.4.7 Cuantificacion de antivirales y seguimiento de degradacion

En la determinacidon de la degradacidon del ribavirin y tenofovir, se empled la técnica de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) empleando un equipo Hewlett Packard, (USA)
Series 1100, equipado con auto muestreador y una columna de Agilent Technologies (Poroshell
120 EC-C18, 2.7 um, 4.6 X 50 mm). Las muestras fueron identificadas mediante un detector de
arreglo de diodos a diferentes longitudes de onda. En la Tabla 16, se describen las condiciones a
las cuales fueron determinados el ribavirin y tenofovir en el HPLC.

Tabla 16. Condiciones para la determinacidn del ribavirin y tenofovir mediante HPLC

3 Antiviral
Parametro TR =
Ribavirin Tenofovir
Temperatura de columna (°C) 35 25
A (nm) 208 260
Flujo (mL min™1) 0.5 0.5
- * Acetonitrilo —agua
Fase movil (V/V) Agua (75:25)*
Gradiente (min) 10 6
Volumen de inyeccién (uL) 10 20
Presion del sistema (bar) 44 50

3.4.8 Cuantificacion de metales

El contenido de metales presentes en la digestion acida y en las muestras liquidas recolectadas
del reactor de estudio, se analizaron mediante espectroscopia de emision déptica de plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES Varian 730 ES, Varian Inc., Agilent Technologies, PA,
California, EE. UU.) a una longitud de onda de 340.5 nm. Después de filtrar con filtros de
membrana Millipore de 0.45 mm (Billerica, MA, EE. UU). El limite de deteccién para los diferentes
analitos fue de 10 mg L™ 1potencia de 1 KW, un flujo de plasma y de nebulizador de 15 y 0.75
(L/min) respectivamente. Para la curva de calibracion se empleé el estdndar EPA method 200.7
Calibration Standard 6, Solution A High Purity.

3.4.9 Determinacidn de hierro ferroso (Fe?*)

La reducciéon de hierro férrico a hierro ferroso se evalué mediante la técnica de ferrocina, la
metodologia fue adaptada de Valenzuela et al. (2017). La determinacion colorimétrica se realizé
empleando un espectrofotémetro marca HACH DR 2008 a una longitud de onda de 562 nm. Esta
metodologia se describe en el anexo (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

3.4.10 Determinacion de la actividad metanotrofica

La actividad metanotréfica se monitored cuantificando el 13CO, y el hierro ferroso (Fe?")
producidos durante el periodo de incubacién como se describe a continuacidn. La determinacion
de 13CO; se realiz6 empleando un cromatégrafo de gases marca Agilent Technologies 6890 N,
acoplado a Detector de Masas inerte Agilent Technologies 5975. Con lonizaciéon por impacto
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electrénico positivo y analizador de quadrupolo. Con una Columna capilar Agilent Technologies
HP-PLOT/Q con fase estacionaria de poli(estireno-divinilbenceno) 30 m por 0.32 mm por 20 um.
Usando como gas portador He (Criogas, 99.999%). Con una temperatura inicial de 70°C
mantenida por 3 min., incrementandola de 20 °C min ~! hasta alcanzar 250 °C, manteniéndola
por 1 min. El tiempo de la corrida fue de 13 min., teniendo una temperatura en el puerto de
inyeccion de 250 °C. y un volumen de inyeccién de 20 uL.

La determinacidn de hierro ferroso se describe en el anexo (iError! No se encuentra el origen de |
a referencia.).

3.5 Andlisis estadistico

Para determinar las diferencias significativas en los valores promedio de cada uno de los
pardmetros determinados. Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) con a=0.05. EIl ANOVA
considera que Hy: uy = Uy, = pup y Hy: g # py # Uy, donde p es el valor medio del parametro i.
Para el caso cuando H, sea rechazada se realizara la prueba de Tukey. Tanto el ANOVA como la
prueba de Tukey se realizaron con el software Rstudio
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Capitulo 4. Resultados y discusion

En este capitulo se discuten los resultados obtenidos de este trabajo experimental, se comienza
con la descripcidén de la caracterizacion fisicoquimica de los metales recuperados, seguido por los
resultados obtenidos de los pardmetros de control de ambos reactores en el proceso de
degradacidn. Posteriormente, se muestran los resultados de la degradacién de los antivirales y
los metabolitos generados durante el proceso. Finalmente, se presentan los resultados obtenidos
de las curvas de sorcién realizadas, asi como también los resultados obtenidos de la prueba de
actividad metanotréfica en el lodo del reactor de estudio.

4.1 Caracterizacion fisicoquimica de los metales recuperados

En el proceso de recuperacién de los metales precipitados, se observé que el licor que contenia
los metales pesados posee un color verde — azulado. En el caso de los metales recuperados,
puede observarse que tienen una tonalidad anaranjada obscura (Figura 10) lo que da un indicio
de la presencia de hierro férrico (Fe Ill), ya que es sabido que el hierro tiene una gran capacidad
cromofora la cual depende de su estado de oxidacién. Generalmente, las especies de hierro
férrico presentes en minerales puede tener tres colores; amarillo, anaranjado y rojo. Estas
especies son la goetita (@ — FeO(OH)), lepidocrocita (y — FeO(OH)) y la hematita (Fe,053)
(Zorzi et al., 2018).

Por otro lado, en el proceso de recuperacién de los metales precipitados, se observaron
diferentes tamafos de particula; siendo el tamafio mds pequeiio encontrado de 38 um;
posteriormente, se encontraron otros tamafios (45, 75, 180 y 212 um), siendo el tamafio de
particula predominante el de 75 um (Zuloaga, 2019). Se recuperaron 27 g de precipitados los
cuales fueron aplicados en las diferentes pruebas realizadas.

Figura 10. Minerales recuperados de los efluentes del acero inoxidable
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4.1.1 Difraccion de rayos X (DRX)

Los resultados obtenidos por DRX, arrojaron cuatro diferentes fases cristalinas presentes en los
minerales recuperados. Dos de estas fases corresponde a compuestos de hierro; una fase
cristalina corresponde al hierro cero valente (0), mientas que la segunda fase cristalina
corresponde a un compuesto de hierro férrico (Fe(lll)) presente en el material (FeO(OH)). La fase
cristalina detectada con paladio corresponde a un complejo formado de paladio
(tetraamminapaladio(ll) monohidratado, Pd(NH;),]Cl, - H,0), donde el estado de oxidacién
del paladio es (ll). La cuarta fase cristalina detectada corresponde al 6xido de silicio, las fases
cristalinas pueden ser observadas en la Figura 11.

; e FeO(OH)
7000 - * [PdA(NH3)4]Cl, - H,0
6000 - o Fe(0)
& 5000
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QO 4000
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Figura 11. Difractograma de rayos X de los metales recuperados del efluente metaltrgico

De acuerdo con los resultados obtenidos por Ramirez et al. (2020), se hace mencién que durante
los experimentos empleando citrato como donador de electrones, no fue posible detectar
minerales con hierro mediante los estudios de DRX. Sin embargo, en los experimentos en donde
se empled etanol como donador de electrones fue posible identificar alcaganeita (8 — FeOOH),
el cual es un producto de la precipitacién de Fe(lll). Ademds, se menciona que detectd otras
especies con hierro, como la lepidocrocita (y — FeOOH) y hierro metalico. En este caso, el
posible oxihidréxido reportado en el difractograma puede ser la alcaganeita. En estudios donde
se hace la caracterizacion de este mineral, se menciona que el pico caracteristico de este
oxihidréxido se muestra en 35.2° presentando una intensidad muy alta (Bakoyannakis et al.,
2003, Murad, 1979). En este caso, el pico con mayor intensidad corresponderia al complejo de
paladio el cual es detectado en 27.8°; otro pico de mayor intensidad es el correspondiente a la
fase cristalina de silicio en 23.5° (Kim et al., 2007, Rajagopal et al., 1994).
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4.1.2 Microscopia electrénica de barrido acoplado a espectroscopia de energias
dispersivas

La composicion elemental obtenida mediante SEM-EDS se muestra en la Tabla 17. Mientas que
la micrografia de donde se realizé el estudio, asi como el mapa de composicién elemental se
muestran en la Figura 12. Se puede observar en la Tabla 17, la composicidn elemental reportada
en porcentaje en peso y porcentaje atdomico de los metales precipitados se puede observar que
estan constituidos por diversos elementos de interés, tales como hierro, siendo este el
mayoritario, niquel, manganeso y circonio. Metales como circonio y niquel tienen la capacidad
de ser empleados como catalizadores a nivel industrial (Keim, 1990). No obstante, también se ha
demostrado que metales como hierro, manganeso y niquel pueden ser reducidos u oxidados por
diferentes microorganismos para ser aplicados en la biodegradacion de compuestos emergentes
en forma de nanoparticulas biogénicas o en la adsorcion de colorantes y metales pesados como
el Cr(VI), Pb(ll) y As(V) (Hennebel et al., 2009).

Tabla 17. Composicion elemental obtenida mediante SEM-EDS

Elemento Porcentaje en peso Porcentaje atdmico
Hierro 34.32 41.31
Oxigeno 20.83 38.48
Carbén 12.33 14.84
Cromo 4.90 5.89
Fldor 3.37 4.06
Potasio 1.94 2.34
Fosforo 1.39 1.67
Circonio 1.20 1.44
Niquel 0.96 1.16
Manganeso 0.79 0.96
Calcio 0.69 0.84
Silicio 0.36 0.44

Ademas, se detectaron otros elementos de interés, niquel, manganeso y circonio, los cuales
pueden ser empleados como catalizadores a nivel industrial, para la fabricacion de piezas
biomédicas y en el tratamiento de aguas residuales (Singh et al., 2021). Ademds, pueden ser
empleados para la formacion de nanoparticulas biogénicas o biocatalizadores, siendo de especial
interés las nanoparticulas biogénicas de niquel y circonio que han sido empleadas en la
degradacién de diversos compuestos, como colorantes, en el tratamiento de efluentes que
contienen radionuclidos y contaminantes de alta persistencia (Macaskie, 1991). Asi como
también, el niquel y el circonio exhiben propiedades inhibidoras excepcionales y se pueden
aplicar para descontaminar aguas residuales mediante la erradicacién de todos los
microorganismos nocivos transmitidos por el agua (Mansour et al., 2022).
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Figura 12. Micrografia y mapa de composicion elemental de los minerales precipitados

4.1.3 Cuantificacion de los elementos presentes en los minerales recuperados

La caracterizacion cuantitativa del mineral recuperado mediante ICP-OES, mostré que los
principales elementos presentes son el Silicio, hierro, estafio, cromo, potasio, fésforo, niquel,
calcio, entre otros. Siendo el silicio el de mayor abundancia, seguido por el hierro y el estafo,
estos valores pueden ser observados en la Tabla 18.

Tabla 18. Determinacion mediante ICP-OES de los elementos presentes en la muestra de metales recuperados

Concentracion

Elemento (mg g™
Al N. D.
B 0.0119
Ca 0.5417
Co 0.0120
Cr 2.7135
Cu N. D.
Fe 8.2024
K 1.7419
Mg 0.0854
Mn 0.0947
Mo 0.0772
Na 0.2142
Ni 0.5511
P 1.0176
Pb N. D.
Si 17.2699
Sn 3.3189
' N. D.

N. D. No detectado

Ahora bien, los metales pueden ejercer un impacto negativo sobre el lodo anaerobio (consorcio
metanogénico), inhibiendo la produccién de metano y las reacciones bioquimicas que ocurren
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durante la digestion anaerobia, siendo un factor determinante la concentracién en la que se
encuentren los metales. Se ha encontrado que metales pesados, como el cobre, el niquel, el zinc,
el cadmio, el cromo y el plomo son inhibidores y bajo ciertas condiciones, téxicos en el proceso
de digestidon anaerobia (Bulut & Baysal, 2006).

Al agregar metales como Fe, Ni y Co durante el proceso de digestién anaerobia (AD) se observa
un aumento de la produccion de metano, de acidos grasos voldatiles y una disminucién en el
potencial éxido-reduccién, promoviendo la hidrdlisis, acidogénesis y la acetogénesis (Zaidi et al.,
2018). Ahora bien, el hierro es un donador de electrones de bajo costo y generalmente no téxico.
Se ha observado que a concentraciones de 1 mM de hierro se puede generar H, y la acumulacion
de acidos grasos volatiles, inhibiendo la metanogénesis; sin embargo, al emplear oxihidroxidos
de hierro se observa un aumento del 25% en el rendimiento de la digestion anaerobia y ademas
se puede promover los procesos metandtroficos en el sistema (Chen et al., 2018).

La presencia de niquel y cromo en el proceso de digestién anaerobia puede causar un efecto
inhibitorio provocando la disminucién de metano y de 4cidos grasos volatiles. Generalmente se
sefiala que al estar presente el Cr(VI), éste sera reducido a Cr(lll) debido al menor potencial de
oxido-reduccion. El Ni (ll) serd reducido a Ni (0) propiciando la formacion de nanoparticulas
biogénicas de niquel, las cuales favorecen el proceso de digestidon anaerobia y la degradacién de
contaminantes recalcitrantes (Kavitha et al., 2019; Y. J. Lee & Lee, 2019).

4.2 Prueba de toxicidad de metales sobre el consorcio metanogénico

Con las pruebas realizadas en el AMPTS I, se pretendia comprobar si las concentraciones de
metales recuperados empleadas presentarian algun efecto inhibitorio o téxico sobre el consorcio
metanogénico. Se puede observar, en la Tabla 19, las velocidades obtenidas de la produccién de
metano para cada uno de los ensayos realizados. Estas velocidades son similares presentando
una desviacién estandar promedio de 0.0294, realizando el analisis estadistico con un nivel de
confianza del 95% se observa que no hay una diferencia significativa entre las diferentes
velocidades. El andlisis estadistico realizado puede ser consultado en la seccidn de los anexos
(A3.1 Analisis estadistico para los datos de PBM).

Ademas, hay que sefialar que no se observd ningun efecto inhibitorio o téxico por parte de los
metales hacia el consorcio metanogénico, esto se puede corroborar en la Figura 13, donde se
observa que, en los diferentes experimentos probados, el consumo de glucosa ocurre durante el
periodo de latencia, dando un indicador que no hay algun efecto inhibitorio de los metales sobre
el consorcio metanogénico. Se corrobora que las diferentes concentraciones de metales
probadas no presentaron ningun efecto inhibitorio o tdxico sobre el consorcio metanogénico
empleado. EI PBM tedrico de la glucosa es de 365 mL CH4/g SV, por lo que se puede concluir que
se tuvo una eliminacidn de 85% en términos de DQO.
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Con estos experimentos se comprueba que metales como hierro, circonio, manganeso y niquel
tienen un efecto positivo sobre el consorcio metanogénico empleado, al no causar un efecto
inhibitorio sobre ellos y favorecer la produccién de metano y el consumo del sustrato.

Tabla 19. Velocidades de produccion de CHa

Velocidad maxima de
! X SD. Velocidad maxima de produccién de

Condiciones produccién de CH; (mL de CH4/g CHa (mL de CHa/g SV - h)
SV-h)

Control glucosa 1.3369 0.0799

Glucosa + metal 0.1 % 1.3750 0.0230

Glucosa + metal 0.5 % 1.4351 0.0145

Glucosa + metal 1 % 1.2830 0.0039

Glucosa + metal 5 % 1.3530 0.0258
12.0

10.0

o
o

o
o

P
o

Concentracién de CH, (mmol)

—&—\Volumen Glucosa [NmL]
—@—Volumen Metal 0.1 % (NmL)
—8—\Volumen Metal 0.5% (NmL)
—0—Volumen Metal 1% (NmL)
——\Volumen Metal 5% (NmL)

N
o

0.0
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Tiempo (horas)

Figura 13. Produccion de CHa en las pruebas bioquimicas de metano
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4.3 Seguimiento de la estabilidad de los reactores UASB

Los procesos anaerobios son susceptibles a verse afectados por diversos factores, tales como el
pH, la temperatura, la produccién de acidos grasos volatiles y la alcalinidad, en comparacion con
los procesos aerobios. Para el caso de este estudio, los parametros que se emplearon para
determinar el desempeno de los reactores fueron el pH, el consumo de sustrato y la produccion
de biogas, la cual puede verse afectada o favorecida por la presencia de metales (Padilla-Gasca
et al.,, 2011).

4.3.1 Evaluacion de pH

En la Figura 14 a) y Figura 14 b), se muestran los valores de pH obtenidos durante la degradacién
del ribavirin y tenofovir, respectivamente.

En este estudio se puede observar que las variaciones de pH entre el reactor control y el de
estudio son similares entre ellos, lo que se confirma realizando un andlisis estadistico (nivel de
confianza del 95%) a los datos obtenidos de pH para cada reactor en su estado estacionario,
donde se corrobora que los datos no presentan variaciones significativas entre ellos, obteniendo
una desviacion estandar de 0.1 unidades.

El influente de los reactores tenia un pH promedio de 8. El pH de los efluentes es un parametro
fundamental para evaluar el desempeiio de procesos anaerobios. Es deseable tener un pH que
ronde de 7 a 8 unidades, debido a que se ha demostrado que asi se favorece el desarrollo y
crecimiento de las arqueas metanogénicas, maximizando la produccidon de metano (Cavinato et
al., 2017; Latif et al., 2017). Es importante sefalar que podria inhibirse el crecimiento de las
bacterias metanogénicas lo cual ocurre cuando el pH estd por debajo de 6.6 o cuando hay un pH
alcalino (pH de 8) provocando la desintegracion de los granulos anaerobios y en consecuencia la
inhibiciéon del proceso (Ward et al., 2008).

En el estudio de la degradacion del ribavirin, los valores de pH obtenido en los efluentes para los
reactores durante este proceso fueron de 7.37 £ 0.20 en el reactor control y de 7.46 £ 0.13 en el
de estudio.

Durante la degradacion del tenofovir, el pH de los reactores fue de 7.32 + 0.07 en el reactor
control, mientras que en el de estudio fue de 7.28 + 0.10. Cabe destacar que el estado
estacionario para los dos estudios de degradacidn se consideré a partir del dia 52 de operacion.
Las posibles variaciones que se observan en la Figura 14 b) en el dia 29 de operacién pudieron
deberse a la generacién de iones bicarbonato, que se producen directamente de la
transformacién anaerobia de sustratos organicos, siendo ésta la forma natural de los consorcios
microbianos de protegerse de cambios de pH en el medio. Ademads, una parte del didxido de
carbono generado se disuelve en el efluente propiciando la formacién de iones carbonato que
genera propiedades alcalinas (Contreras-Contreras et al., 2020).
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a) Ribavirin
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Figura 14. Evaluacion del pH en los reactores durante la degradacion de a) Ribavirin y b) Tenofovir

4.3.2 Consumo de sustrato (DQO)

En la Figura 15 a) y Figura 15 b), se muestran los datos obtenidos de las determinaciones del
consumo de sustrato, en forma de DQO, de los dos reactores monitoreados durante la
degradacion de los antivirales. Se puede observar en la Figura 15 a) que, en un inicio, el reactor
control tuvo un consumo del 99%, mientras que el reactor estudio presentd una eliminacion del
45%. Posteriormente, se logré una estabilidad en cuanto al consumo de sustrato a partir del dia
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13 de operacidén. De esta forma, se considera que el estado estacionario para los reactores en la
degradacidon de ambos antivirales ocurrié a partir del dia 52 de operacion. La DQO de entrada al
inicio fue de 2225 mg L™1. El consumo que presenta el reactor control fue de 96.77 + 1.35% y en
el reactor de estudio fue de 95.56 + 2.93% durante la degradacion del ribavirin.

a) Ribavirin
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b) Tenofovir
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Figura 15. Evaluacion del consumo de sustrato (DQO) en los reactores durante la degradacion de a) Ribavirin'y b)
Tenofovir
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Ahora bien, en la Figura 15 b) se observa el consumo de DQO durante la degradacién del
tenofovir. El reactor de control tuvo un consumo de 95.64 + 1.90%, mientras que el reactor de
estudio, 87.71 + 4.19%. Se puede observar que durante la degradacién del tenofovir, el reactor
de estudio presentd mds variaciones con respecto al reactor control, el cual tuvo mayor
estabilidad. Las variaciones que se presentan en el reactor de estudio, durante la degradacién
del tenofovir, podrian deberse a una adicidn extra de metales que se anadieron en el dia de
operacion 43, lo cual sugiere que los metales afadidos presentan un ligero efecto inhibitorio con
respecto al consumo de sustrato. Por lo que, al concluir la operacidn de los reactores, en el dia
62, no se logré la estabilidad en términos de consumo de DQO. Este efecto se puede observar en
ambos estudios (degradacidon del ribavirin y tenofovir). En el caso del ribavirin se observa en un
inicio cuando la cantidad de metales era del 5% en peso con respecto a la biomasa.

4.3.4 Produccién de metano
En la Figura 16 a) y Figura 16 b) se muestra el porcentaje de metano contenido en el biogas
producido en ambos reactores durante el proceso de degradacion de los antivirales.

Durante la degradacion del ribavirin (Figura 16 a), se observaron variaciones en la produccion de
biogds en el reactor de estudio y el porcentaje de CH4 fue de 30.80 £ 13.88%, mientras que en el
reactor control se observé un contenido de CHs de 68.49 + 5.47%. Este reactor presentd una
mejor estabilidad a partir de la primera semana de operacién.

Ahora bien, en el estudio de la degradacién del tenofovir (Figura 16 b), se puede observar que
ambos reactores presentaron variaciones en la produccién de biogas, ademas es notable que en
la semana 4 de operacion hubo una disminucidon en la produccién de biogds en ambos reactores,
logrando una estabilidad en el reactor control en la semana 6 de operacién y presentando un
produccion de CHs de 52.87 + 15.16%; mientras que en el reactor de estudio, donde se observan
mas variaciones en la produccion durante la degradacién del tenofovir, el contenido de CHa fue
de 41.52 + 12.64.

Las variaciones observadas en los estudios de degradacién pudieron deberse a la presencia de
diferentes iones metalicos, los cuales pueden o no favorecer la produccién de metano. La
presencia de metales en la digestion anaerobia es benéfica para la hidrdlisis y la acidogénesis, asi
como también, aumenta las especies microbianas para mejorar la produccidn de biogas
(FitzGerald et al., 2019).

Por ejemplo, el Co aporta ventajas para la degradacién de la materia organica, mejorando la
produccion de biogds. Se ha observado que en cantidades de 0.06 a 6 mg L™, puede promover
rendimiento de hasta el 15% en la producciéon de metano (Chen et al., 2020). El Zn tiene una
participaciéon en la funcién enzimatica (coenzima M) promoviendo la metanogénesis, asi como
también puede mejor el rendimiento en la produccién de biogas hasta en un 65%. El uso de Mg
aumenta el contenido de metano hasta en un 86% (Tian et al., 2019).
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Figura 16. Porcentaje de metano contenido en el biogds durante la degradacion de a) Ribavirin y b) Tenofovir

Otros metales, como Ni, promueven el crecimiento de bacterias metanogénicas, y favorece la
generacién de metano hasta en un 100%, cuando se emplean nanoparticulas de niquel. Sin
embargo, el niquel puede presentar efectos sinérgicos con Cu, Mo, Co, Hg, Zn y Cd, afectando el
rendimiento de la digestion anaerobia (Liu et al., 2021).

El cadmio puede promover el rendimiento de biogas hasta un 60%, en ciertas concentraciones,
ademds de promover la metanogénesis y aumentar el crecimiento de Methanosarcina
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acetivorans. Ademads, en conjunto con otros metales, mejora la produccién de biogas
aumentando el contenido de CHai. Sin embargo, este metal puede ser téxico para los
microorganismos involucrados en la digestion anaerobia (Tian et al., 2019).

Ahora bien, la adicidn de hierro promueve el rendimiento acumulado en la produccién de metano
en un 18%; no obstante, la magnetita mejora los procesos de hidrdlisis y la acidificacion, pero
inhibe la metanogénesis, mientras que el hierro cero valente, mejora la metanogénesis. La
ferrihidrita, el oxihidrdoxido de hierro y la ferrita de zinc mejoran la produccién de CHs en un 185%.
Ademas, que promueven de manera eficiente la transferencia directa de electrones entre
especies, bacterias y metandgenos. En general, las adiciones de hierro mejoran la eficiencia en la
produccién de CHs y favorecen el crecimiento de bacterias metanotréficas, lo que propicia la
oxidacion de CH4, teniendo un sistema complejo de tratamiento donde se tratan efluentes con
alta persistencia y a su vez se promueve la oxidacion del CHs a CO; y H,0 acoplada a la reduccidn
del hierro férrico a hierro ferroso o hierro cero valente (Liu et al., 2021, Ugwu et al., 2020).

Es importante sefialar que en los resultados obtenidos anteriormente, la baja producciéon de CHa
en el reactor de estudio en la degradacién de ambos antivirales, podria ser explicada por el
consumo de glucosa, que fue la fuente de energia suministrada al consorcio metanogénico,
ligado a la reduccidn del Fe(lll), lo que se evidencid en la produccidn de Fe(ll) en el reactor estudio
(seccion 4.4.3 Reduccidn de hierro férrico durante la degradacion del ribavirin y tenofovir).
Ademads de este proceso, es posible que ocurran un proceso metanotréfico en el reactor de
estudio donde el Fe(lll) actue como aceptor final de electrones, reduciéndose a Fe(ll) para que
las bacterias hierro reductoras empleen al CHs como fuente de energia y generen CO;
(Aromokeye et al., 2020, Guerrero-Cruz et al., 2021).

4.3.4.1 Metanotrofia en |la degradacion de antivirales

Los 6xidos de hierro, como la ferrihidrita, se forman a través de la oxidacion abidtica o microbiana
de Fe(ll), y los microorganismos reductores de Fe (lll) los emplean perfectamente como aceptores
finales de electrones. Microorganismos, como Geobacter spp., Shewanella spp. y Geothrix spp.,
son capaces de reducir los minerales de Fe(lll) mientras oxidan la materia organica sedimentada
o disuelta (Islam et al., 20054, Islam, et al., 2005b). Ademas, varios estudios han reportado que
las arqueas anaerobias oxidantes de CH4 son capaces de usar diferentes formas de Fe(lll) como
aceptor final de electrones (Aromokeye et al., 2020).

La oxidacién anaerobia de CHs mediada por microorganimos a menudo se asocia con una amplia
gama mineraldgica ocurriendo a través de dos pasos. En primer lugar, la oxidacidon anaerobia de
CHs acoplada a la reduccién de S0Z~,NO3,NO;,Fe(lll)o Mn(IV), puede aumentar la
alcalinidad del medio. La oxidacion anaerobia de CHa acoplada a la reduccién de Fe(lll) y Mn(IV)
se describe en las ecuaciones Ecuacién 6,Ecuacion 7,Ecuacion 8 Ecuacion 9, donde se observa
gue la oxidacion de una molécula de CHa4 es llevada a cabo con 8 iones de hierro (lll) para generar
CO, y 8 protones en el medio.
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CH, + 8Fe(OH); + 15H* > HCO; + 8Fe?* + 21H,0

Ecuacion 6

CH, + 8Fe3* + 2H,0 — C0O, + 8Fe?* + 8H* 5
Ecuacion 7

CH, + 4Mn0, + 7H* - HCO3 + 4Mn?* + H,0 ,
Ecuacion 8

5CH, + 8MnO; + 19H* - 5 HCO3 + 8Mn?** + H,0 5
Ecuacion 9

El segundo paso, es el aumento de la alcalinidad debida al bicarbonato o al CO, generado en el
medio, lo que desencadena la precipitacion del hierro y manganeso, ya que la liberacién conjunta
de cationes como Fe?* y Mn?*, producidos por la oxidacion anaerobia de CHs conduce a la
sobresaturacion de minerales de carbonato (Glodowska et al., 2021).

En las Figura 17Figura 18, se puede observar la evaluacion del proceso de metanotrofia llevada a
cabo por el consorcio microbiano del reactor enriquecido con metales, previamente recuperados
de un efluente metalirgico. En la Figura 17, se puede observar la cuantificacion del 13CO,. Al
momento en que el 3CHy se oxida, la concentracidn de 3CO, aumenta, con lo que se puede decir
gue esta ocurriendo el proceso de metanotrofia en el sistema. Se puede observar que la mayor
oxidacién de 3CHas ocurre en el experimento donde se tiene el lodo con la ferrihidrita y el 3CHa,
teniendo una concentracién de 3CO, de 134 + 1.85 pmol L1, existiendo una diferencia entre
este experimento y el experimento de lodo con ferrihidrita de 46.97 + 1.25 umol L™ de 13CO0..
Esta produccidn de 3CO,, sin la adicidon de '3CH4 se debe a que el '3C constituye el 1.1% del
carbono total en la naturaleza y esta cantidad de '3CO; se atribuye a la actividad enddgena.
Ademas, podemos observar que en el experimento realizado con lodo anaerobio adicionado con
13CH,4 sin ferrihidrita se observa el proceso de metanotrofia ya que se tiene una concentracién de
50 pmol L™t de *3CO0s.

En la Figura 18, se observa la reduccion de la ferrihidrita, la cual se determind como hierro
ferroso. De esta manera, se observa que cuando ocurre la reduccién del Fe(lll) a Fe(ll) hay un
aumento en la concentracidn de 3CO,, lo cual confirma la actividad metanotrdfica ligada a la
reduccion del Fe(lll).

En las incubaciones realizadas con el lodo anaerobio enriquecido con *3CHy, se observé una mayor
produccion de 3C0O; a comparacién con las que no tienen *3CHs. Esta produccidn no fue de forma
estequiométrica (Ecuacion 7) a la cantidad de Fe?* producido. En el experimento realizado con
lodo anaerobio + ferrihidrita se observa una diferencia en cuanto a la relacién de Fe?* producido
con la de 13CO; generado la cual es de 11.42 siendo mayor al valor estequiométrico de acuerdo
con la Ecuacion 7, donde se observa que se requieren 8 moles de hierro (lll) para oxidar 1 mol de
CHa.

Esta discrepancia podria deberse a que una fracciéon del 3CO, generado durante la actividad
metanotrofica, se precipitd con los componentes de los minerales presentes en el medio. Esto
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coincide con reportes anteriores en los que ocurre oxidacidon anaerobia de metano ligada a la
reduccion de Fe(lll) en sedimentos de humedales (Valenzuela et al. 2019).
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Figura 17. Determinacién de 3CO; en el estudio de la metanotrofia
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Figura 18. Hierro ferroso en el proceso de metanotrofia

4.4 Degradacion de los antivirales

En el estudio de la degradacién del ribavirin y tenofovir, ambos antivirales fueron alimentados a
los reactores (control y estudio) a una concentracién de 50 g L™1. Se colectaron muestras en el
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efluente de los reactores para dar el seguimiento en la degradacién, asi como para la
identificacion de los metabolitos generados en la degradacién. Los reactores UASB tuvieron un
tiempo de retenciéon de 24 horas con la finalidad de asegurar la mdxima degradacién de los
antivirales.

4.4.1 Degradacién de Ribavirin y Tenofovir

La degradacién del ribavirin se muestra en la Figura 19. Se puede observar que pasadas las 24
horas después de que el antiviral fue alimentado a los reactores, se comienza a observar la
degradacion de éste. Sin embargo, después de los 25 dias de operacién se logra el estado
estacionario de ambos reactores, obteniéndose una degradacion en el reactor control de 58.48
+ 0.33% y en el reactor de estudio de 97.42 £ 1.06%.

Se demuestra que la relacidon de 5% metales - 95% lodo anaerobio en el reactor estudio, no causa
un efecto inhibitorio a largo plazo sobre el consorcio metanogénico empleado, mostrando un
buen desempefiio en términos de consumo de DQO, produccién de metano y degradacion de este
antiviral. Asi como también, se hace evidente que los metales ejercen un efecto catalitico en la
degradacidn del antiviral. El reactor de estudio tuvo una mayor degradacion del antiviral y esto
pudo deberse a que los metales tuvieron una participacion importante, actuando como
oxidantes, reductores o catalizando las reacciones de degradacion llevadas a cabo en este
reactor.

El estudio de la degradacion del tenofovir se presenta en la Figura 20. Se observa que pasadas las
primeras 24 horas de alimentacién del farmaco, se obtiene un 20% de degradacion en ambos
reactores; sin embargo, pasadas las 72 horas de operacién, se observa que en el reactor control
hay una disminucién en la degradacion del tenofovir en comparacion con el reactor estudio. Esta
tendencia es observable durante el tiempo que durd el estudio. Los reactores alcanzaron el
estado estacionario en el dia 31 de operacién, lograndose un porcentaje de degradacion para el
reactor control es de 34.29 + 7.11%, mientras que en el reactor estudio se tuvo una degradacion
de 94.73 t 5.45%. Nuevamente se observa que el reactor enriquecido con metales es el que
mayor porcentaje de degradacion presenta, confirmando que los metales ejercen un papel
importante en la degradacién de este tipo de contaminantes emergentes.

Como se ha mencionado anteriormente, los metales pueden favorecer el proceso de digestion
anaerobia viéndose reflejado en la cantidad de metano presente en el biogas producido, el
rendimiento del sistema de estudio (en términos de DQO) e incluso favoreciendo o impulsando
la degradacién de contaminantes de alta persistencia en los sistemas de tratamiento
tradicionales (Liu et al., 2022).

En este contexto, se pueden describir tres posibles mecanimos involucrados en la degradacion
de los antivirales. Uno de ellos es mediante |la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Los radicales (OH") se pueden producir por via fotoquimica, bidtica o abidtica. Sin embargo, no
estd claro cémo se pueden producir OH® en entornos andxicos. Sin embargo recientemente se
ha demostrado que el hierro puede faborecer la formacion de radicales hidroxilo (OH®) en
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ambientes anoxicos (Wan et al., 2022). Pueden existir interacciones entre los sitios de defectos
de los 6xidos de hierro y el H,O en ambientes andxicos donde puede ocurrir la hidroxilacion
energéticamente favorable en la superficie de los minerales de hierro:
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Figura 20. Porcentaje de degradacion de Tenofovir
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Este hallazgo proporciona una nueva perspectiva sobre la formacion de OH* asistida por
minerales de hierro en condiciones andxicas. Los radicales OH®, se pueden producir mediante la
modulacion microbiana de la transformacion redox del hierro impulsado por bacterias hierro
reductoras. Estas bacterias impulsaron la generacion OH*® en ambientes andxicos predominantes
mediante la modulacidn de la transformacion redox de hierro. Por lo tanto, el OH® en ambientes
andxicos pueden generarse principalmente a traves de sistemas abidticos que se demuestra en
la Ecuacion 10 (Wan et al., 2022).

Las ROS son moléculas con diferente reactividad quimica, se les considera metabolitos del
oxigeno con un alto poder oxidante, aunque dicha capacidad varia entre cada una de las especies.
Los principales radicales que pueden formar son superdxido (O, ~) e hidroxilo (OH*®). Con la
presencia de minerales de hierro, como la goetita, hematita, lepidocrocita, ferrihidrita y
magnetita se ha observado que la generacion de estas ROS es posible en ambientes andxicos y
pueden reducirse y producir ROS en condiciones redox fluctuantes, lo que dificulta la
identificacion de las funciones cataliticas de cada mineral (Kleber et al., 2021). Se ha observado,
en recientes estudios, que la produccién de (OH"®) durante el proceso de transformacién redox
del Fe, estd mediado por una sola especie bacteriana; sin embargo, la mayoria de las bacterias
no existen como especies individuales, sino como comunidades microbianas, las cuales estan
interconectadas a traves del intercambio de compuestos, energia e informacion para formar

interacciones complejas (Wan et al., 2022).

Se esperaria que las ROS (OH®) incidan en la estructura de los antiviral, propiciando su
degradacidn. Promoviendo reacciones redox en ambos antivirales, en el ribavirin se extraeria el
oxigeno del tetrahidrofurano, causando la ruptura del anillo. Posteriormente, los hidroxilos
presentes serian arrancados con la generacion del superéxido (0, ), quedando Unicamente el
1,2,4 triazol unido a la amina. Ahora bien, en el caso del tenofovir, se extraeria el oxigeno cercano
al acido fosfénico, el cual pasaria a ser disociado.

Otro mecanismo es la oxidacién del ribavirin y tenofovir acoplado a la reduccion de aceptores de
electrones con un alto potencial redox, como los compuestos de Fe(lll) y Mn(IV) presentes en los
minerales recuperados y adicionados en el reactor de estudio. Se sabe que estos minerales
actuan como aceptores finales de electrones en la biodegradacion de contaminantes
persistentes, como el benceno y tolueno (Du et al., 2020; Du et al., 2021; Hennebel et al., 2009).

Por ultimo, se esperaria que algunos minerales, como la magnetita, que anteriormente fue
detectada en los minerales recuperados del efluente metallrgico (Ramirez et al., 2020), jueguen
un papel importante en la transferencia de electrones entre especies (Neilands, 1995; Pierre et
al., 2002), lo cual potenciaria un mejor metabolismo del consorcio anaerobio y eventualmente
en la degradacion de los antivirales.

Otro mecanismo puede estar relacionado con la oxidacion o reduccién del Fe y del Mn. Los dxidos
de manganeso son considerados como oxidantes fuertes, las bacterias reductoras de metales
pueden utilizar a los dxidos de manganeso como aceptores de electrones finales. Es sabido que
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los 6xidos de manganeso promueven la degradacién de una amplia gama de compuestos
organicos complejos, mediante multiples mecanimos quimicos. Estos incluyen la oxidacién de
radicales libres, la oxidacion del sustrato y liberacion de CO; sin intemediarios para la formacion
de compuestos orgdnicos mas sencillos, que posteriormente puedan volverse a oxidar dando
compuestos organicos mas sencillos y menos téxicos para el ambiente (Tebo et al., 2004, Weber
et al., 2006).

Ahora bien, los microorganimos pueden emplear hierro para diversos fines, el ion férrico (Fe(lll))
es el aceptor de electrones predominante en muchos acuiferos, es por ello que el éxido de hierro
(1) o oxihidréxido de hierro pueden ser empleados como aceptores de electrones en la
tranformacion de diversos contaminantes (Lovley, 1991). Se ha demostrado que el hierro en su
forma reducida (Fe(0) biogénico), puede promover reacciones de deshalogenacion y
nitroreduccion (Agrawal & Tratnyek, 1995; Lampron, 2001). Los electrones se liberan y se utilizan
en la reaccién de deshalogenacion. El Fe (ll) liberado se oxida mediante transformaciones
anaerobias. Las reacciones de oxidacidn y posterior reduccién del hierro dan como resultado
precipitados de hierro biogénico (Hennebel et al., 2009).

4.4.3 Reduccién de hierro férrico durante la degradacion del ribavirin y tenofovir

En la Figura 21 a) y Figura 21. Reduccidn de hierro ferroso en la degradacién del a) ribavirn y b)
tenofovirFigura 21 b), se observa la evolucién de la reduccion de hierro férrico a hierro ferroso
durante la degradacidn de los antivirales. En la Figura 21 a), se puede observar que la reduccion
del hierro férrico a hierro ferroso es evidente desde las 24 horas de operacién del reactor de
estudio, existiendo variaciones a lo largo del proceso de degradacidn. La concentracién de hierro
ferroso promedio fue de 3.66 + 1.11 mg L™!. Esto evidencia que los distintos minerales
contenidos de Fe(lll) funcionaron como aceptor final de electrones, lo cual también explica el
menor porcentaje de metano detectado en el reactor estudio durante la degradacidon del
ribavirin. También, se sugiere que el Fe(lll) pudo actuar como aceptor de electrones promoviendo
la degradacién de este antiviral.

En la Figura 21 b), se observa la reduccién de Fe(lll) durante la degradacién del tenofovir. En este
caso, se observan mas variaciones durante los dias de operacién 15y 32, pero en los dias 39 al
41 ya no se detecta hierro ferroso en el efluente, por lo que se anadieron mas minerales (1 g) al
reactor de estudio, pero no hubo una recuperacion en la reduccidn del hierro férrico a ferroso,
lo cual pudo deberse a que el sistema presenté un efecto inhibitorio debido a la cantidad de
hierro presente en el sistema. La concentracién de hierro ferroso detectada en el reactor de
estudio durante la degradacién del tenofovir fue de 1.14 + 0.82 mg L1, la cual es mucho menor
gue en la degradacion del ribavirin.

Hay reportes donde se evidencia que las nanoparticulas de hierro biogénica formadas pueden
promover diversas reacciones de deshidrogenacién, desaminacién e incluso promover la
insaturacion de los anillos bencénicos o los heterodtomos presentes, asi volviendo al compuesto
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menos recalcitrante, menos téxico para los ambientes acuaticos y para la salud humana
(Hennebel et al., 2009).
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Figura 21. Reduccion de hierro ferroso en la degradacion del a) ribavirn y b) tenofovir

También, con la realizacion de estos experimentos, se demuestra la presencia de bacterias hierro
reductoras. Las bacterias mas comunes son Geobacter Spp., las cuales tienen la capacidad de
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reducir los 6xidos de Fe(lll) a Fe(ll); asi como también, tiene la capacidad de oxidar el metano
generado en el sistema y producir CO; a partir de fuentes de carbono simples (Merino et al.,
2021).

4.4.3.1 Difracciéon de rayos X del lodo granular anaerobio

En la Figura 22, se puede observar el difractograma tomado de los lodos anaerobios empleados
después de haber culminado con los estudios de degradacidon. Se observan 3 fases cristalinas
formadas durante el proceso. En un inicio, la fase cristalina correspondiente al oxihidréxido de
hierro habia sido detectada en la muestra de mineral adicionada al reactor de estudio.
Adicionalmente, se detectaron 2 formas cristalinas de hierro, la vivianita y baricita, las cuales
pudieron precipitar debido al fosfato presente en el medio. La formacién de estos 2 minerales
podria explicar la disminucién en la deteccién del Fe(ll) en la dltima fase de los experimentos
(durante la biodegradacion del tenofovir). En el caso de la vivianita, se forma a partir de la
reduccion del hierro férrico mediante la actividad microbiana, lo que comprueba que la mayoria
del Fe(lll) fue reducido a Fe(ll) y existiendo la posibilidad que el hierro se haya reducido hasta
hierro cero valente (Azam & Finneran, 2014). Otra fase cristalina detectada es la correspondiente
a la pakhomovskyite que es un mineral de cobalto el cual se forma mediante la precipitacion de
este elemento, el cual es afiadido como oligoelemento con el fosfato presente en el medio
mineral (Gonzalez-Flores et al., 2015).
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Figura 22. Difractograma del lodo enriquecido con metales recuperados al final de los experimentos
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Con estos resultados podemos demostrar, en primer lugar, que el hierro presente en el mineral
recuperado y adicionado al reactor de estudio, fue reducido por la accién de la actividad
bacteriana y, en segundo lugar que el hierro, al ser reducido, fue un aceptor de electrones
importante tanto para la oxidacién de la materia organica como para la degradacion de los
antivirales estudiados. La precipitacion de estos minerales también sugiere que no todo el hierro
ferroso formado pudo ser detectado en el efluente del reactor enriquecido con minerales.

4.5 Cuantificacion de los analitos en el efluente del reactor de estudio

En Tabla 20 se reportan los resultados obtenidos del analisis de ICP-OES de los efluentes de los
reactores de estudio y control. Como se mencioné anteriormente, los principales elementos
detectados son lo que se muestran en la Tabla 18.

Tabla 20. Cuantificacion de los principales analitos en el efluente de los reactores durante la degradacion de los

antivirales
’ Degradacion de Ribavirin Degradacion Tenofovir
Hlemento  ng L) s.0.  (mgL)  s.D

Al 0.00 0.000 0.00 0.000
B 0.15 0.037 0.10 0.009
Ca 3.55 0.677 4.17 1.068
Co 0.21 0.051 0.32 0.065
Cr 0.05 0.008 0.13 0.221
Cu 0.00 0.000 0.00 0.000
Fe 0.38 0.274 0.33 0.199
K 159.26 23.316 185.41 21.400
Mg 15.17 0.986 16.28 1.860
Mn 0.00 0.000 0.00 0.000
Mo 0.05 0.017 0.07 0.020
Na 160.06 5.455 165.94 4.503
Ni 0.07 0.107 0.12 0.060
P 36.40 3.594 42.93 7.079
Pb 0.00 0.000 0.00 0.000
Si 0.56 0.217 0.63 0.515
Sn 0.67 0.337 0.48 0.121
\" 0.00 0.000 0.00 0.000

En la Tabla 20 se puede observar que algunos de los elementos presentan concentraciones
relativamente bajas con respecto al limite de deteccidn del equipo. Sin embargo, hay otros como
el K, Na, Py Mg que superan esta concentracién. Esto no representa que estén fuera de los limites
de deteccién del equipo. Si no lo que representa es una existencia del elemento en las muestras
analizadas ya que al analizar un estandar el equipo determinara un valor propio para ese estandar
(reportandolo como 0). Al realizar el andlisis de los elementos mediante el ICP-OES aquellos
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valores que sean inferiores a cero, sera porque existe la presencia de ese elemento en una alta o
menor concentracion con respecto al estandar usado.

Con respecto al incremento del sodio, es debido a que el medio mineral que se alimentaba a los
reactores contenia bicarbonato de sodio, como sistema de amortiguamiento. Al igual que el sodio
se esperaria que los mismo ocurriera para los otros elementos donde se observé un incremento,
siendo todos ellos elementos esenciales para los microorganismos.

Uno de los elementos de interés en este trabajo es el hierro. Al realizar una prueba para la
deteccion de hierro ferroso en la muestra de la digestion acida, este valor da 0.0025 + 0.002 mg
L', dando la evidencia que se encuentra mayoritariamente como hierro férrico. Sin embargo, al
realizar las pruebas de determinacion de hierro ferroso en el reactor de estudio, durante la
degradacion de ribavirin y tenofovir, se observa que hay una reduccion del hierro del 30% con
respecto al hierro total detectado.

La aplicacidon de minerales recuperados de desechos industriales para sus aplicaciones como
catalizadores en la degradacidon de contaminantes emergentes es un enfoque sostenible, que
concuerda con el concepto de economia circular. Este concepto de tratamiento podria ser
adecuado para potenciar la biotransformacion de contaminantes emergentes presentes en
efluentes derivados de hospitales, asi como de los sectores farmacéutico y quimico.

4.6 Sorcion de los antivirales en la biomasa

Se realizaron incubaciones empleando los lodos con los que fueron inoculados los reactores
control (lodo anaerobio solo) y estudio (lodo anaerobio con metales). Estos ensayos en lote y en
condiciones abidticas, servirdn para evaluar las contribuciones de los fendmenos de sorcién en
la eliminacion del ribavirin y tenofovir en ambos reactores. Estos resultados son importantes en
el contexto de la degradacién de los antivirales, ya que con ellos podemos confirmar que el
principal mecanismo de eliminacidn de los antivirales fue la degradacion en ambos reactores.

En la Figura 23 a) y Figura 23 b), se muestra las isotermas de sorcion obtenidas para este estudio,
de acuerdo con el modelo de sorcidén de Langmuir. Este modelo presenté muy buen ajuste a los
valores de la isoterma y reveld que la capacidad maxima de sorcion (gm) para el tenofovir cuando
se usa el lodo anaerobio con metales fue de 0.1047 mg g1, la cual es muy diferente a la que se
reporta cuando se usa el mismo antiviral, pero para su sorcién con carbén activado (qm = 145,194
mg g~ 1) (Ajebli et al., 2022).

Si se observan las Figura 23 a) y Figura 23 b), podemos notar que la biomasa enriquecida con
metales mostré una capacidad de sorcién de ribavirin menor (gm = 0,0025 mg g~ 1) con respecto
a la mostrada con el tenofovir. Haciendo las evaluaciones para la sorcién del lodo anaerobio
proveniente del reactor control podemos destacar que la capacidad de sorcidn para el rivarin fue
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de 0.0013 mg g~y para el tenofovir de 0.0054 mg g1, estos valores se muestran en la Tabla
21.

Estos resultados de lote pueden emplearse para hacer una aproximacion de la contribucién de
las interacciones de sorcidén a los resultados de remocidn total, sugiriendo que la sorcion fue
responsable del 17 y el 31% de la eliminacion del ribavirin en el reactor control y en el de estudio
respectivamente. Mientras que la contribucion para el tenofovir fue de 25 y el 42% en la
eliminacidén del tenofovir en los mismos reactores, respectivamente. Estos valores deben de ser
considerados de forma cuidadosa, ya que las capacidades de sorcidn para sistemas en lote y en
continuo no son equivalentes, pudiendo existir limitaciones en cuanto a la transferencia de masa
y a la dispersion axial, afectando la cantidad de contaminante sorbido. Esto provocaria una
disminucion significativa en la eficiencia de retencién de los antivirales en la biomasa. Varios
estudios han sefalado que la capacidad de sorcién de una variedad de materiales para distintos
contaminantes puede verse disminuida en gran medida en sistemas continuos en comparacion
con la capacidad sefialada en sistemas por lotes (Dichiara et al., 2015).

También se ha descrito que los sistemas de lodos anaerobios (como el que se emplea en este
trabajo), por lo general no se encuentran bien empaquetados ya que existe movilidad de los
granulos durante su operacién. Ademads, el comportamiento de un reactor de lecho fijo (curvas
de ruptura) senala una disminucion gradual de la eficiencia del reactor a lo largo de su periodo
de operacion (Ramirez-Montoya et al., 2014). Por lo tanto, el aumento de la capacidad después
del inicio de la operacidn podria no atribuirse a la sorcién.

Finalmente, se realizaron experimentos abidticos, con biomasa esterilizada en autoclave, la cual
se desintegré durante este proceso. Existen estudios donde se sefiala la capacidad de sorcion de
los lodos anaerobios para colorantes azoicos, donde se observa un aumento significativo cuando
se utilizd biomasa desintegrada, esterilizada en autoclave. La capacidad de sorcidon seria entonces
mucho menor que la obtenida en las incubaciones en lote (Apostol et al., 2012).

Tabla 21. Datos para la isoterma de Langmuir para los antivirales ribavirin y tenofovir

Modelo de Langmuir

Pord
Antiviral Condicion _alrametros 1 R?
qm(mgg~—) b({Lmg™)
Reactor control ) 111 9cg 1.183376 0.9973
.. (Lodo)
i Reactor estudio
0.002513 1.254937 0.9999
(Lodo + metal)
Reac(tLoor dcc‘)’)ntm' 0.005398 0.161451 0.9989
Wi Reactor estudio
0.104751 0.019236 0.9887

(Lodo + metal)
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Figura 23. Isotermas de sorcion del a) ribavirin y b) tenofovir en el lodo anaerobio

4.7 Determinaciéon de metabolitos en |la degradacién del ribavirin y tenofovir

Se identificaron los productos de transformacion (TPs) que fueron generados durante la
degradacidn del ribavirin y tenofovir en ambos reactores. Los espectros de masa obtenidos para
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los metabolitos de los antivirales fueron comparados con estandares de los mismos, disueltos en
el medio mineral empleado en este estudio, con el fin de diferenciar los TPs generados.

Los TPs generados en la degradacion del ribavirin se observan en la Figura 24. Al inicio de la
degradacion se podria discernir que se conduce a la formacién de TP1, TP2 y TP3, los cuales
pudieron derivarse por la eliminacion del grupo amida de la cadena lateral. Posteriormente, se
obtuvo el TP3 (m/z 197) a partir de la deshidrogenacion de los grupos hidroxilo unidos al
hidrofurano, como se ha reportado con anterioridad (Liu et al., 2021). Siguiendo la degradacién
se podria estimar la generacién de TP4 (m/z 158), el cual se esperaria después de la ruptura del
enlace C-N del TP3 (m/z 197), formando estructuras similares a TP4, las cuales han sido
propuestas con anterioridad para la degradacién del ribavirin en plantas de tratamiento de aguas
residuales (Q. Liu et al., 2022).

Esto implica la ruptura del ribavirin en un anillo de triazol (1,2,4—triazol-3-carboxamida) y en un
heterociclo de cinco miembros que contiene oxigeno (2-(hidroximetil)tetrahidrofurano-3-4diol)
(Lin et al., 2003). También fue identificado un compuesto adicional (TP5), el cual pudo haberse
formado como un producto de degradacién final. Se han propuesto estructuras similares
mediante diferentes vias de transformacion para el ribavirin mediante procesos de oxidacién
avanzada (Liu et al., 2021).

Ribavirin
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Figura 24. Productos de transformacion generados durante la degradacion del ribavirin
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Los TPs de la degradacién del tenofovir se muestran en la Figura 25. Se esperaria que ocurra la
pérdida del grupo amino presente en la purina (anillo principal), evidenciandose con la formacién
de TP3, asi como también se esperaria la degradacion del ({[propan-2 ylJoxi}metil) fosfénico en
la cadena lateral, lo que conduciria a la inestabilidad estructural por la degradacién microbiana
en las condiciones experimentales prevalecientes (Agrahari et al., 2014)

Ademas, la ruptura del enlace N-C entre la adenina y la cadena lateral del dcido fosfdonico puede
conducir a la formacién de TP4 (m/z 163), TP5 (m/z 156) y TP6 (m/z 168). Se ha reportado
previamente una estructura similar a TP5 propuesta como TP de tenofovir en condiciones
hidroliticas (Agrahari et al., 2014). Otras estructuras podrian ser intermediarias en la via de
degradacion, tales como TP1 (m/z 254) y TP2 (m/z 240), las cuales representan transformaciones
gue ocurren en la cadena lateral del acido fosfénico que eventualmente podria conducir a la
produccién de TP3 (m/z 163). Estas fracciones pueden sufrir una mayor degradacion. La molécula
mas pequefia en términos de m/z identificada fue TP7, lo que sugiere que es un producto de la
degradacidon microbiana de la adenina, como se ha reportado en algunos microorganismos
anaerobios (Durre et al., 1981).
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Figura 25 Productos de transformacion generados durante la degradacion del tenofovir
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Capitulo 5. Conclusiones y perspectivas

5.1 Conclusiones

Se logro la identificacion de varios metales en la muestra de los minerales recuperados
de un efluente metaldrgico procedente de la industria del acero inoxidable, siendo el
hierro el mas abundante en la muestra, seguido por el niquel y cromo. Ademas de otros
metales de interés, como el manganeso y el circonio.

Con la relacién probada del 5% - 95% (metal-lodo anaerobio) se observé que no hay
efecto inhibitorio por parte de los metales hacia el lodo anaerobio, lo que también
favorecio la degradacion de los dos antivirales, obteniendo porcentajes de degradacién
del ribavirin en el reactor de estudio y control, respectivamente, de 97% y 58%; mientras
qgue en los estudios con tenofovir, la degradacién en el reactor estudio y control,
respectivamente, fue de 94% y 34%, demostrando que el lodo anaerobio enriquecido con
metales favorece la degradacién de los antivirales estudiados.

Se sugiere que los minerales presentes pueden favorecer el proceso de oxidacién
anaerobia de metano acoplada a la reduccion de Fe(lll), lo cual contribuyé a disminuir el
contenido de metano en el reactor enriquecido con minerales.

5.2 Perspectivas

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion se recomienda continuar con los
siguientes puntos:

Realizar experimentos de toxicidad con relaciones mayores al 5% de minerales
recuperados sobre el lodo anaerobio, con el fin de identificar en cual concentracién de
mineral se inhibe el proceso de digestiédn anaerobia, asi como también cual es la
concentracion éptima en donde se favorece el proceso de metanotrofia.

Probar la relacién de 5 — 95% mineral — lodo anaerobio en la degradacion de otro tipo de
contaminantes emergentes, como productos de cuidado personal, farmacos, plaguicidas,
surfactantes, disolventes industriales y perfluoroalquilos. Ya que son compuestos
persistentes que se han detectado recientemente en aguas residuales.

Realizar un analisis de la comunidad microbiana, para identificar aquellas especies que
tienen la capacidad de reducir el hierro y promover los procesos de metanotrofia en el
reactor enriquecido con metales, asi como los involucrados en la biodegradacion de
antivirales.
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Evaluar este proceso con efluentes reales provenientes de una planta de tratamiento
municipal, de efluentes de un hospital y de una industria farmacéutica y evaluar la
viabilidad de realizar estudios a escala piloto empleando reactores que simulen
condiciones mas realistas.

Realizar la cuantificacidn de las ROS, mediante técnicas espectrofotométricas (UV-Visible)
ya que pueden proporcionar informacién acerca del mecanismo de degradacion de los
antivirales estudiados y de la degradacién de otros contaminantes emergentes que se
estudien bajo este sistema.

Realizar un estudio enfocado a las posibles interferencias que puedan ocasionar los
metales provenientes de efluentes industriales ya que esto podria causar una disminucion
en la eficiencia del sistema y en la generacién de las nanoparticulas biogénicas de un
metal de interés (Tsezos et al., 1996). Asi como también debe realizarse un estudio de la
posible inhibicién de la actividad catalitica de las nanoparticulas biogénicas formadas, ya
gue compuestos como sulfuros o compuestos de azufre pueden ocasionar algun efecto
inhibitorio (Nitschke et al., 1999, Padilla-Gasca et al., 2011).
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Anexos
Anexo 1. Presentacion en eventos

F. J. Mares, P. Mijaylova, G. Buitrén. F. J. Cervantes. Application of metals from a metallurgical
effluent in the biodegradation of antivirals in UASB reactors. 6™ Conference IWA-YWP 2022
Young Water Professionals. 23 — 27 May 2022. Culiacan, Sinaloa.
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IWA- MEXICO
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Figura 26 Cartel del Congreso 6TH CONFERENCE IWA — YWP MEXICO 2022
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Anexo 2. Metodologias especificas y curvas de calibraciéon

A2.1 Sélidos suspendidos totales (SST) y sélidos suspendidos volatiles (SSV)

Para la determinaciéon de los SST y SSV se empled la metodologia descrita por los métodos
estdndar APHA. En la Figura 27iError! No se encuentra el origen de la referencia.iError! No se
encuentra el origen de la referencia., se describe la metodologia para la cuantificacion de los
sélidos suspendidos totales y para los sélidos suspendidos volatiles.

Pasarlos a una estufa a
105 °C por 20 minutos y
dejarlos enfriar a
temperatura constante

Meter 3 crisoles Gooch a

una muflaa 550 °Cpor 1
h

Enfriar los crisoles en un

Pesar los crisoles Gooch
en una balanza analitica y
registrar el peso

)

Secar los crisoles en la

Pesar 3 g de indculo en
cada crisol, procurando
eliminar la mayor
cantidad de agua

)

Colocar los crisoles en la

Colocar los crisoles con el
inoculo en la estufa a 105
°C por 12 h, hasta peso
constante

r

Los crisoles se pasana un

mufla a 550 °C por 1
hora, para calcinar la
muestra

—

desecador para enfriar a
temperatura ambiente,
se registra el peso

F 3

estufa a 105 °C por 25
minutos

|

F

desecador y pesar cada
crisol, registrar el peso

Figura 27 Diagrama de bloques de la metodologia para la determinacion de SST y SSV

Para determinar la cantidad de SST y SSV se emplearon las Ecuacién 11Ecuacién 12.

ST) _ PE — PC Ecuacion 11

- g
— | =— X
Solidos totales ( I Pl 100

Ecuacion 12

gST\ PE —PM
)=7x100

Solidos volatiles (T I

Donde:

PE: peso después de la estufa
PM: peso después de la mufla
PC: peso constante

PI: peso del inéculo

A2.2 Determinacion de biogas

Para la cuantificacion del biogads producto de la degradacion anaerobia, se utilizd un
cromatdégrafo de gases con un detector de conductividad térmica (SRl Modelo 8610C, Torrance,
CA. EE. UU.).
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A2.2.1 Metano CHas

El procedimiento para preparar la curva de calibracion se presenta en la Figura 28, se empled gas
metano (99.9 %, Gas Innovations, TX. EE. UU.). La curva de calibracion para el metano se muestra
en la Figura 29,Figura 29 y los datos con los que se obtuvo la curva de calibracién se muestran en
la Tabla 22

Deiar una botellas con Remplazar un volumen
Utilizar botellas Lavar con aire las botellas ) X X de 6, 30 y 60 mL de aire
L . puro aire, esta sera la
serologicas de 60 mL por 3 minutos por CH,4, empleando una
muestra 1 jeringa

Figura 28 Diagrama de bloques para la preparacion de la curva de calibracion de CHa

Tabla 22 Datos de la curva de calibracion del CHa4

Muestra Concentracion Area
(%) (u.a)
1 0 57.6332
2 10 171.1612
3 50 600.7447
4 100 1250.886
1400 1~
12004 e e
0004 e
= o0l e
s go 4
e
g 6007 e ®
\< ......
404 e
,,,,,,,, y =11.874x + 45.136
200 A
----- @ R?=0.9977
O I’ T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentracién (% de CH,)

Figura 29Curva de calibracion para metano (CHa)

A2.2.2 Diéxido de carbono CO;
El procedimiento para preparar la curva de calibracidn se presenta en la Figura 30, se empled un
gas con caracteristicas de biogds (60 % de CHa, 39.49 % de CO3, 0.5 % de H,S, INFRA, México). La
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curva de calibracion del diéxido de carbono se muestra en la Figura 31Figura 31y los datos para
la construccién de la curva de calibracion se muestran en la Tabla 23

Dejar una botellas con Remplazar un volumen
Utilizar botellas Lavar con aire las botellas ] . ) de 6,30 y 60 mL de aire
u : puro aire, esta sera la
serolégicas de 60 mL por 3 minutos por CO,, empleando una
muestra 1 jeringa

Figura 30 Diagrama de bloques para la preparacion de la curva de calibracion de CO2

Tabla 23 Datos de la curva de calibracion de CO;

Muestra Concentracion Area
(%) (u.a)
1 0 34.2587
2 19.75 105.369
3 39.5 178.468
200 -
180 @
wo{ e
wod{ e
’("T o
3 o
- wod{
o
< 801 e
60 1 e
40 G y = 3.6509x + 33.927
20 R2 = 0.9999
O T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentracién (% de CO,)

Figura 31 Curva de calibracion para CO>

A2.3 Cuantificacion de antivirales
La cuantificacién de antivirales se realizé empleando un equipo de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) marca Hewlett Packard, (USA) Series 1100.

A2.3.1 Ribavirin y tenofovir
La curva fue preparada empleando el medio mineral descrito en la Tabla 13, este fue filtrado
empleando un filtro de nitrocelulosa de 45 um, con el fin de evitar el taponamiento de la
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columna, asi como del sistema de inyeccién en el HPLC. Antes de cada determinacién el equipo
HPLC fue sometido a un lavado empleando acetonitrilo, metanol y agua destilada para eliminar
las impurezas que hubiera en sistema de inyeccién y en la columna. Los viales que contenian los
antivirales fueron sometidos a un bafio dcido y enjugados minuciosamente con agua destilada.
Los datos de las curvas de calibracién para el ribavirin y tenofovir se muestran en la Tabla 24a) y
Tabla 24 b). La curva de calibracién obtenida para el ribavirin se muestra en la Figura 32Figura 32
, mientras que en la Figura 33,Figura 33 se muestra la curva obtenida para el tenofovir.

a)
Muestra

Blanco
2

WO NGOV _W

350

300

250

Area (mAu*s)
i
3

100

50

Tabla 24 Datos de las curvas de calibracion del a) ribavirin y b) tenofovir

b)

Concentracion Area Muestra Concentracion Area
(ng L™ (mAu*s) (ng L™) (mAu*s)
0 0 Blanco 0 0
100 5.2206 2 100 9.8158
300 10.1059 3 300 12.8969
500 17.1098 4 500 18.7854
700 22.9344 5 700 20.0414
1000 33.2627 6 1000 26.1532
3000 82.5420 7 3000 65.1467
5000 144.3200 8 5000 100.2601
7000 294.1010 9 7000 140.3831
10000 591.8663 10 10000 203.6253

.".
e
o
0
y =0.0289x + 1.2798
..-’ R? =0.9991
2000 4000 6000 8000 10000 12000

Concentracion (pg/L)

Figura 32 Curva de calibracion del ribavirin
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250 -
200 ..
s e
ER e
e e
© 100 - e
< T
..-.‘...
504 0 L.
------ y = 0.0195x + 5.8112
so® R? = 0.9983
._.'
0 T T T T T 1
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Concentracion (pg/L)

Figura 33 Curva de calibracion del tenofovir

A2.4 Metodologia para determinar hierro ferroso (Fe?*)
Para realizar esta prueba se den preparar los siguientes reactivos:

e Una solucién de HCI 0.5 M.

e Estandar de hierro a 100 mg L (sal de Mohr).

e Solucion 50 mM de HEPES ajustando el pH a 7.

e El reactivo de ferrocina se disolvera en la soluciéon de HEPES.
El agua destilada, asi como la soluciéon de ferrocina se deberan almacenar a condiciones
anaerobias ya que esta Ultima es sensible al aire y a la luz. Para la curva de calibracién (Figura 34)
se realizan triplicados y se hacen en tubos Hach los cuales deben estar en condiciones anaerobias.
Las condiciones anaerobias se logran intercambiando el aire contenido en el tubo o frasco, asi
como en la solucién con nitrégeno gas. Para el intercambio en soluciones se deja burbujeando la
manguera con nitrégeno un tiempo de 5 min., en los tubos se deja el intercambio 1 min.,
posteriormente se sella y se intercambia el espacio de cabeza.

)

Se agitan los tubos en el
vortex por 1 minuto

Posteriormente se
Con los tubos Hach en -
L X agregan 0.5 mL de HCl Triplicados, para ello se
condiciones anaerobias
0.5 M, dejando agregaran 2.5 mL de
se agregan 0.5 mLde . . .
. ) reaccionar los tubos por reactivo de ferrocina a
estandar de hierro o .
30 minutos en todos los tubos

muestra X 10 minutos en oscuridad
obscuridad \ /

Para despues se agregar
0.1 mL de estandar o
muestra acidificada,

dejando reaccionar por

A 4
Se determina a una
longitud de onda de 562
nm.

—

Figura 34 Diagrama de flujo para la elaboracién de la curva de calibraciéon de Fe?*
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En la Tabla 25, se muestran los datos obtenidos para la elaboracion de la curva de calibracion de
hierro (Il), ademds en la Figura 35, se muestra la curva de calibracién obtenida para la
determinacion de hierro (Il) empleando la técnica de la ferrocina.

Tabla 25 Datos obtenidos para la curva de calibracién de Fe?*

Absorbencia (nm)

Concentracion . .
(mg LY Replica promedio
9 1 2 3
Blanco 0 0 0 0
5 0.109 0.039 0.146 0.098
10 0.145 0.166 0.153 0.155
20 0.145 0.166 0.153 0.262
40 0.412 0.469 0.408 0.430
60 0.598 0.724 0.521 0.614
80 0.835 0.808 0.894 0.846
100 0.999 1.006 1.131 1.045
1.200 -
o
1000 1 e
€ 000 { &
e
8 ------
$ o604 o
2 e
s e
3 04004 o
< ......
X S
0.200 o y = 0.0098x + 0.0497
e R?=0.9983
0.000 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentracién de Fe?* (mg L)

Figura 35 Curva de calibracién de Fe?*

A 2.5 Determinacion del proceso metanotroéfico en el consorcio metanogénico

La determinacion del consumo de metano por parte del consorcio metanogénico (arqueas y
bacterias) se realizd mediante la metodologia descrita en el apartado 3.4.10 Determinacion de la
actividad metanotroéfica.

A continuacidn, se presenta la curva de calibracidon obtenida mediante cromatografia de gases
para la determinacién de Fe (1), metano (CH4) y didxido de carbono (CO;) empleando marcadores
isotdpicos. En la Figura 36Figura 36, se puede observar la curva obtenida para este estudio de
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hierro (II). Mientras que en la Tabla 26, se observan las lecturas de las soluciones para la
construccion de la curva de calibracién.

Tabla 26 Datos obtenidos para la construccion de la curva de calibracion del hierro (11)

Datos obtenidos para la construccion de la curva de calibracion

Concentracion COHCG::I‘Z'C)IOH ge Replieg Promedio
-1
(mg L?) (mM) 1 2 3 (mM)
Blanco 0 0 0 0 0
5 0.0895 0.078 0.098 0.093 0.0897
10 0.1791 0.143 0.123 0.123 0.1297
20 0.3581 0.249 0.278 0.231 0.2527
40 0.7162 0.464 0.408 0.467 0.4463
60 1.0744 0.674 0.712 0.778 0.7213
80 1.4325 0.908 0.915 0.903 0.9087
100 1.7906 1.175 1.178 1.105 1.1527
1.4
1.2
.".
— 10| e
E . o
o 08 | e
g KX
o | e
e o6 | e
R T
3 R
< o4 | T
Lo
02 | e y =0.6276x + 0.023
[ttt R? = 0.9984
0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
mM de Fe (I1)

Figura 36 Curva de calibracion obtenida para la prueba de Metanotrofia

En la Figura 37Figura 36 , se puede observar la curva obtenida para este estudio de hierro (ll).
Mientras que en la Tabla 27, se observan las lecturas de las soluciones para la construccién de la
curva de calibracion de las muestras en la determinacion del COo.
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Area (millones)

Tabla 27 Datos obtenidos para la construccion de la curva de calibracién de 3CO:

Muestra acidificada 1:1 HCI 3 N

mM HCO* mM 3€0; Area (millones)
Blanco Blanco 722146
0.157 0.157 1761427
0.315 0.315 2871702
0.708 0.708 6558642
1.1805 1.1805 7819545
1.653 1.653 11120153
2.125 2.125 722146
[
.".
° .
e
. y = 5E+06x - 144876
2 _
Pt R%=0.9843
0.5 1 1.5 2
mM de 3CO,

Figura 37 Curva de calibracién para el 3CO:

Tabla 28 Datos obtenidos para la construccion de la curva de calibracion de *3CHa

mL de *CH, mM *3CH, Area (millones)
Blanco 0 0
0.1 0.066 9212378
0.5 0.329 11011133
1 0.659 16038024
1.5 0.988 28947783
2.5 1.647 37398859

5 3.295 63929398
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70000000
60000000

50000000 | e
agoooo00 | T

.*
.

30000000 P

Area (millones)

.
.

20000000

10000000 | @+ [ y = 2E+07x + 7E+06
R?=0.9842

0.000 0.500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 3.500
mM 13CH4

Figura 38 Curva de calibracion para el **CHa
En la Figura 37Figura 36, se puede observar la curva obtenida para este estudio de hierro (l1).

Mientras que en la Tabla 28, se observan las lecturas de las soluciones para la construccién de la
curva de calibracion de las muestras en la determinaciéon del CHa.
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A 2.6 Modelos de sorcidn
En las Figura 39Figura 40, se muestran los modelos de sorcion para le ribavirin y tenofovir.

Modelo de Langmuir

Reactor control Reactor estudio
10000 4000
9000 3500
8000 3000
7000 =
w0 2500
=~ 6000 o
o 5000 ‘ — 2000
£ 4000 y = 671.35x + 794.46 S 1500
) R?=0.9973
g 3000 1000
2000 500 y = 316.98x + 397.79
1000 R2=0.9999
0 O
Ce (mgL?) Ce (mgL?)
Modelo de Freundlich
6 !
-1.5 -1 -0.5 0.5
2 -15 -1 05 5 (L 0.5 05
_1 _1
- o =0.7052x-2.8353 1>
= y = 0.7569x - 3.1477 -2 @ y o695y
- R?=0.9973 25 = T -2
. [J)
€ o} 25
~ 3 [0 (o) .
(] le) Lo
g 35 — -
&
= -4 35
-4.5
-4
-5
-1
Log Ce (mg L) Log Ce (mg L")
Modelo de Redlich — Peterson
7.6 6.8
y =0.2431x + 7.2479 7.4 A y =0.2948x + 6.5285 66
— R2=0.9748 — R2=0.9651 A
o o
an Qo
£ £
s =
g S
S~
3 3 5.8
un ~—
9 oo 5.6
-
54
62
-4 3 -2 -1 1
-4 3 -2 -1 1 .
Log Ce (mg LY) Log Ce (mg L)

Figura 39 Modelos de isotermas de sorcion para el ribavirin
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Modelo de Langmuir

Reactor control Reactor estudio
1600
2
000 1400
= R
o 1500 oo 1200
%o ‘é" 1000
T 1000 v 800
(ef
S 600
y = 496.27x + 9.5464
500 y = 1147.4x + 185.25 400 R*=0.9887
R2 = 0.9989 200
0
0.5 1 1.5 2 0 1 2}1 3 4
Ce (mglL?) Ce (mg L)
Modelo de Freundlich
8 8
-1 0.5 0.5 1 -1 0.5 0.5 1
0.5 -0.5
-1 . -1
= y = 0.8475x - 3.1509 o
g -1.5 R2=0.9914 00 -1.5
£ 5 £
Py & 2
d 2 5 .
2. w
& S : /./
= 3 | et -
y =0.9105x - 2.739
-3.5 R2 = 0.9752
-4 a
Log Ce (mg L?) Log Ce (mg L?)
Modelo Redlich — Peterson
7.6 6.6
7.5 —_
- -
o0 Qo
00 7.4 00
£ £
8 73 | 3
~ he® S~
3 g
w 72 o
S S
y=0.1525x+7.2552 y = 0.0895x + 6.3069
- 71 R2=0.7893
=0 R2=0.2754
2 &
-2 -1 0 1 2 -2 -1 o 2
Log Ce (mg L) Log Ce (mg L)

Figura 40 Modelos de isotermas de sorcion para el tenofovir
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Anexo 3. Analisis estadistico

A3.1 Andlisis estadistico para los datos de PBM

En la Figura 41y en la Tabla 29 se muestra el analisis estadistico realizado para los datos
experimentales obtenidos de las pruebas de PBM en el equipo AMPTS Il. Se puede observar que
el estudio realizado con una concentracion de metales al 0.5%, es el experimento que presenta
mayor diferencia significativa en comparacion con los otros experimentos, presentando un nivel
de significancia individual del 95.18%.

Tabla 29 Andlisis de varianza de los datos de produccion bioquimica de metano

Grouping Information Using the Tukey Method and 95%

Confidence
Factor N Mean Grupo
Glucose control 3 1.4352 A B
Metal 0.1% 3 1.3656 B
Metal 0.5% 3 1.3530 A
Metal 1% 3 1.2831 A
Metal 5% 3 1.3531 A B
1.50
= 145
2
::f' 1.40
z
z 135
£ 130
doqEE
1.20
Glucose Metal 0.1% Metal 0.5% Metal 1% Metal 5%
control Factor

The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Figura 41 Andlisis de varianza para los datos de produccion bioquimica de metano

A3.2 Analisis estadistico para los datos de pH

En este apartado se muestran los analisis de varianza respecto al pH para ambos reactores en
cada uno de los estudios de degradacién. En la Figura 42Figura 42 y en la Tabla 30 se muestra el
analisis estadistico realizado para los datos experimentales obtenidos de las determinaciones de
pH a los reactores UASB. Se puede observar que los datos obtenidos en el estudio de la
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degradacion del ribavirin y del tenofovir para el pH, no hay variaciones significativas, presentando
un nivel de significancia individual del 95 %.

Tabla 30 Andlisis de varianza de los datos obtenido del valor de pH en la operacion de los reactores

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Antiviral Factor (pH) N Mean Grupo
Ribavirin Control reactor 5 7.35 A
Study reactor 5 7.43 A
Tenofovir Control reactor 5 7.33 A
Study reactor 5 7.31 A
76
75 o
74
T
o
73

72 —

Factor

The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Figura 42 Andlisis de varianza para los datos obtenido del valor de pH en la operacidn de los reactores

A3.3 Andlisis estadistico para los datos de DQO

Enla Figura43yenlaTabla31,Tabla 29 se muestra el andlisis estadistico realizado para los datos
experimentales obtenidos del consumo de sustrato en la degradacién de los antivirales. Se puede
observar que los valores obtenidos para el consumo de sustrato presentan variaciones
significativas respecto al reactor de estudio durante la degradacién del tenofovir, los datos
presentan un nivel de significancia individual del 95%.

Tabla 31 Andlisis de varianza de los datos obtenidos del consumo de sustrato en la operacion de los reactores

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Antiviral Factor (COD) N Mean Grupo
Ribavirin Control reactor 6 96.77 A

Study reactor 6 95.56 A
Tenofovir Control reactor 6 95.63 A

Study reactor 6 87.71 B
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100.0

i)

95.0

92.5

coD

90.0

87.5

85.0

ControlR. Study R. Control R. Study R.
Ribavirin Ribavirin Factor Tenofovir Tenofavir

The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Figura 43 Andlisis de varianza para los datos del consumo de sustrato en la degradacion de los antivirales

A3.4 Analisis estadistico para los datos de degradacion

En la Figura 44y en la Tabla 32Tabla 32 ,Tabla 29 se muestra el analisis estadistico realizado para
los datos experimentales obtenidos durante la degradacidn de los antivirales, para el caso de los
reactores de estudio no se observa una variacidn significativa, sin embargo, en los datos
obtenidos de los reactores de control se observa una diferencia significativa entre ellos. Los datos
presentan un nivel de significancia individual del 89%.

Tabla 32 Andlisis de varianza de los datos obtenidos durante el proceso de degradacion de los antivirales

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Antiviral Factor (% degradation) N Mean Grupo
Ribavirin Control reactor 5 58.47 B
Study reactor 5 97.42 A
Tenofovir Control reactor 5 34.29 C
Study reactor 5 94.72 A
110
100 -
90 {
& w0
'-§ 70
]
E\ 60
a
50
40
30
Control R. Study R. Control R. Study R.
Ribavirin Ribavirin Factor Tenofovir Tenofovir

The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Figura 44 Andlisis de varianza de los datos obtenido de la degradacion de los antivirales
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A3.5 Analisis estadistico para los datos de produccion de metano

En la Figura 45y en la Tabla 33,Tabla 29 se muestra el analisis estadistico realizado para los datos
experimentales obtenidos de la produccién de metano en los estudios de degradacién, se puede
observar que el reactor de estudio en la degradacién de ambos antivirales no presentan una
variacion significativa, sin embargo al comparar el reactor de control se observa una diferencia
significativa con respecto al reactor de estudio y con respecto al reactor control en la degradacion
del tenofovir. Los datos presentan un nivel de significancia individual del 70%.

Tabla 33 Andlisis de varianza de los datos obtenidos de la produccion de metano

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence
Antiviral Factor (% CHa in biogas) N Mean Grupo

Ribavirin Control reactor 8 68.36 A
Study reactor 8 34.91 C
Tenofovir Control reactor 8 52.88 B
Study reactor 8 41.57 B C
80
70
60
g
L
S 50
=
[T}
=
40
30
20
Control R. Study R. Control R. Study R.
Ribavirin Ribavirin Factor Tenofovir Tenofovir

The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Figura 45 Andlisis de varianza de los datos obtenidos de la produccion de metano

A3.6 Andlisis estadistico para los datos de determinacion de hierro férrico

En la Figura 46, y en la Tabla 34,Tabla 29 se muestra el analisis estadistico realizado para los
datos experimentales obtenidos de la reduccion de hierro férrico a hierro ferroso, se puede
observar que el reactor de estudio en la degradacién de ambos antivirales presenta una variacion
significativa entre estos estudios. Los datos presentan un nivel de significancia individual del 70%.

Tabla 34 Andlisis de varianza de los datos obtenidos de la reduccion de hierro ferroso
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Antiviral Factor (Reduction Fe**) N Mean Grupo

Ribavirin Control reactor 17 68.36 C
Study reactor 17 34.91 A

Tenofovir Control reactor 27 52.88 C
Study reactor 27 41.57 B
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Fe?* concentration (mg/L)
~
N

Control R. StudyR. ControlR. StudyR.
Ribavirin Ribavirin Factor Tenofovir Tenofovir

The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

Figura 46 Andlisis de varianza de los datos obtenidos de la reduccion de hierro ferroso
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Anexo 4. Acervo fotografico y experimental

En las Figura 47Figura 48, se muestran los difractogramas para el ribavirin y tenofovir obtenidos
en HPLC.

Figura 47 Difractograma obtenido en HPLC del ribavirin a una concentracién de 1 (mg L™1)

Figura 48 Difractograma obtenido en HPLC del tenofovir en una concentracién de 20 (mg L™%)
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En las Figura 49Figura 50, se muestran los espectrogramas obtenidos del HPLC-MS para los
antivirales en el a) medio mineral, b) reactor control y c) reactor estudio.
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Figura 49 Espectros de masas obtenidos mediante HPLC-MS para el Ribavirin de a) medio mineral, b) reactor
control y c) reactor estudio.
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Figura 50 Espectros de masas obtenidos mediante HPLC-MS para el tenofovir de a) medio mineral, b) reactor
control y c) reactor estudio.
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