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RESUMEN

Los efectos téxicos causados al ambiente por los compuestos xenobidticos, estan bien
documentados. Con e fin de confribuir a su confrol, se dispone de diversos procesos para refirar
este tipo de compuestos de las descargas liquidas, pero estos en ocasiones resultan costcsos o
no satisfacen las necesidades de remocion. Por ello se requiere de métodos alternativos, los
cudles, ademds de retirar los contaminantes con éxito, aprovechen materidles que sean
subproducto de algin ofro proceso, reduciendo el impacio al ambiente, obteniéndose un
proceso de tecnologfa limpia que confribuya para lograr un desarrollo sustentable.

En el presente trabajo se determiné la capacidad de biosorcién de 2 lotes de biomasa granular
anaerobia obtenidos de |a purga de 2 reactores tipo UASB que operan con distinfas aguas
residuales. Se andlizd la capacidad de esta biomasa para la biosorcién de fenol, triclorofenal,
plomo y cromo, compuestos conocidos por su toxicidad a la biota y su presencia en las
descargas de agua residual de diversos procesos industriales.

Para establecer una relacién entre la biomasa granular y su capacidad de biosorcidn, se
caracterizaron ambos lotes fisica y microbioldgicamente, cuaniificando la presencia de
exopolimeros, como uno de los factores que favorecen el fendmeno de la biosorcién. Los
experimentos de biosorcién fuercn realizados en pruebas por lote (bafch), poniendo la biomasa
granular en contacto con soluciones de distinfa conceniracion de fenol, friclorofenol, plomo y
cromo. La agitacién y temperatura se mantuvieron constanies. Se determind el punto donde la
concenfracién permanece constante, tomdndose muestras a distintos horarios, considerandose
este punto como el establecimiento del equilibrio entre 1a sorcién y la desorcién. Los resulfados
fueron interpretados por el modelo maiematico de Freundiich. Para los experimenios con plomo
y cromo, se redlizé la técnica de especiacion de metales para conocer la forma de la fraccion
de melal retenida en la biomasa y entender mejor el fenémeno, observandose que las formas
metdlicas con mayor presencia en la biomasa, fueron las ligados o carbonatos, d sulfuros v d
materia orgdnica.

Los lotes de biomasa granular probados presentaron diferencias tantc en los pardmefros fisicos
como en las pruebas microbioldgicas. Se encontrd una mayor presencia de polimeros
extracelulares en el lote 1, mismo que presentd una mayor capacidad de biosorcion de todos los
compuestos téxicos analizados.

En ambos lofes se refuvieron mejor los cationes metdlicos que los compuestos orgdnicos,
observandose en estos Gltimos la mayor biosorcion de fenol, compuesto de menor peso
molecular.

Con los resultados obfenidos se puede concluir que la biomasa granular anaerobia, procedente
de un reactor tipo UASB, puede ser utilizada para retirar compuestos toxicos de efluentes liquidos.
Asimismo, las diferencias en el comportamiento de biosorcién entre un lote de biomasa granular
y ofro, pueden ser atribuidos a las diferentes caracteristicas de los granos, observandose gue und
rmayor presencia de polimeros exiracelulares, puede ser directamente relacionada con el mejor
desempefio en la biosorcién de los compuestos 10Xicos analizados.
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FICACIO

El estudio y desarrollo de métodos alternativos para la disminucion de compuestos toxicos
en efluentes liquidos, resulta de gran importancia, dado que los requetimientos al cuidado
del ambiente son cada vez mds exigentes; por lo que ademds de estudiarse el potencial de
remocidn de dichos métodos, éstos deben cumplir al menos, con la norma de calidad de
agua correspondiente. Asimismo, estos métodos deben ser econdmicamente factibles y
sobre fodo, operar con un maximo de cuidado a su entorno.

La bicsorcidon de compuestos téxicos utilizando come materia prima un subproducto del
fratamiento bicldgico de aguas residuales puede aprovechar las cualidades de la biomasa
para refener los compuestos téxicos presentes en efluentes liquidos. Sin embargo, ;Cudl es
el potencial de biosorcidn de la biomasa granular anasrobia? 3Cudal es la dfinidad de
biosorcion a los distinfos compuestos 10xicos analizadose, 3Cuales son los principales
mecanismos de biosorcidén? sCoémeo influencian la menor a mayor presencia de polimeros
exiracelulares en la biosorcidn?

El presente trabdjo redliza experimentos de biosorcién en lofe para analizar la capacidad
de biosorcién de la biomasa granular ancercbia, la cual es previgmente caracterizada;
utilizando ios resultados obtenidos hacer inferencias sobre el comportamiento de biosorcidn
de dicha biomasa.




UBJETIVOS

GENERAL

Evaluar la capacidad de la biomasa granular anaerobia, para remover los compuestos

téxicos, fenol, friclorofencl, plomo y cromo de efluentes liquidos.

PARTICULARES

« Identificar las principales caracteristicas de cada lofe de biomasa que pudieran verse
directamente relacicnadas con el comportamiento de biosorcién.

+ Definir la afinidad de biosorcidn de la biomasa por los disfintos compuesios idxicos
estudiados.

+ Analizar los fendmenos que suceden en fa bicsorcidn por bicmasa granular anaerobia.

METAS

¢« Determinar las diferencias en el comportamiento de biosorcion de dos lotes de biemasa
granular de distintas procedencias.

s Manifestar las posibilidades de utilizacidn de |la biomasa residual de los procescs de
fratamiento anaerobic de aguas residuales, para ser ufilizada como una materia prima
secundaria, Util en la remocion de compuesios TGxicos.




PANORAMA DEL PROBLEMA

En el seno del Sistema Solar, la Tierra es el Unico planeta gue dispone de agua liquida. Este raro recurso
es esencial para la vida, por eso lo humanidad, puesfo que se considera g Ia vez
la Unica especie infeligente v consciente, tiene o deberfa tener inscrita
la prioridad de Ia proteccion del sistema hidroldgico.

J. Cousteau
El Recurso Agua
Et diccionario de la Lengua Espafiola define la palabra agua como:
agua: 1.~ Sustancia formada por la combinacién de un volumen de oxigeno vy

dos de hidrégeno, liquida, inodora, insipida, en pequefia canfidad incolora y
verdosa o azulada en grandes masas. 2.- Es el componente mds abundante
sobre la superficie de la Tierra y mdés o menos puro, forma la lluvia, las fuentes, los
rios y los mares. 3.- Es parte constituyente de todos los seres vivos y aparece en
compuesios naturales, y como agua de cristalizacion en muchos cristales.

3in embargo, de acuerdo con la definicion adoptada por ingenieros sanitarios y de algunos
miembros de ia comunidad cientffica, la palabra agua también comprende las soluciones /
suspensiones acuosas diluidas de compuestos orgdnicos e inorgdnicos que constituyen los
diversos fipos acudticos {Jenkins y Snoeyink, 1981).

Tal definicion se debe a las propiedades caracteristicas del agua como molécula H:0. Entre
las muy particulares propiedades del agua, se encuentra la polaridad; los dtomos de
hidrogeno tfienen carga positiva, mientras que el oxigeno fiene carga negativa. Debido a




esta distibucion de cargas. la molécuia H:0 es fuertemente bipolar, propiedad que
constifuye un factor importante para determinar sus caracteristicas disolventes. Los minerales
que forman la corteza terrestre son, en su mayoria, sélidos inorgdnicos en donde los iones de
cargas positivas y negativas existen en una estructura reticular que estd unido por enlaces
elecirostaticos. El agua, con su cardcter bipolar, tiene el poder de rodear a un ién de carga
positiva con la carga negativa de su molécula (o a la inversa). Bl ién rodeado (o hidratado)
con moléculas de agua se desplaza hacia la solucién para transformarse en un ién disuetto.

Segin lo anterior, las propiedades disolventes del agua hacen necesarias distintas
definiciones de las que cbtenemos del diccionario, ya que ésta disuelve cierfa cantidad
[pequena o grande} de casi todos los sdlidos o gases con los que se pone en confacto.

1.1 Agua: abundancia y usos

Tedricamenie el volumen de agua que existe en la Tierra, en sus tres estados., no ha
cambiade desde sus primeros tiempos. Su distribucién en el planeta ha sido estudiada por
diversos autores, que aunque entre ellos no existe una concordancia completa, el orden de
las cantfidades es el mismo. Las Tablas 1.1, 1.2 y 1.3 contienen algunas estimaciones.

océanos 97.13
casquetes polares y glacicres 2.24
aguas subterraneas 0.61
rics, lagos y cotrientes 0.02

Fuente: Jenkins y Snoeyink, 1981.

Tabla 1.2 Distribucion y volumen mundial de agua

agua de mares ¥y océanos 1 320 000 00C G7.3

hielo polar y nieve 29 200 000 2.14
lages de agua dulce 125 000 0.00%
lagos de agua salada 104 00C G.008
agua de corrientes 1250 0.0001
humedad en los suelos 67 Q00 0.005
agua subterrdnea 8350 000 0.61
vapor atmosférico 13 000 0.001
Total 1 357 860 250 100

Fuente: van der Leeden et al., 1990.




Tabla 1.3 Agua subterrdnea mundial

total explotabie 60 000 000
zona de activa produccion 4 000 000

Fuente: Lvovitch, 1977.

Se observa que una gran cantidad de agua corresponde a los océanes y a los casquetes
polares, la cual resulia inaccesible y, el agua corriente junto con los acuiferos, presentan un
minimo del total, siendo estas dos Ultimas las que se utilizan para el consumo humano. {Ver
Fig. 1.T)

Volumen total de agua
(1357 860 250 km®)
100%

1 320 006 000 km?

en los oceanos

8 506 000 km?

agua dulce, en ierra y ai 29000 009 l;:m:!
0, agua congelada
4 /\ / 4

Volurmen tofal de
4 150 000 km? agua dulce
agaz subtermanea (8 506 000 km®)
a menos % milla 100%
4150 000 ki 48 %
agua subtermanea
debajo de Y mulla
1 126 000 km?
3 agos, 1108 ¥ COITIentes
13 000 ko 1.4 %
en la atmosfera
0.13%
67 O
humedad del suelo
0.78%
Figura 1.1 Agua para consumo humano disponible en la Tierra

En la Repiblica Mexicana, la informacién varia segin las distintas fuentes, aungue las
diferencias son minimas. La Tabla 1.4 presenta las vertientes de rios vy su escurimiento en el
pais.

Tabla 1.4 Bscummiento en la Repiblica Mexicana

del Golfo 235701 4.4
del Pacifico 126 565 34.6
inferna 3 664 1.0
fotal en el pals 365932 100

Fuente: Bassols, 1976.




La estimacion de la cantidad de agua sublerrdnea en el pais es aproximada, sobre todo la
aprovechable, ya que se deben de considerar las restricciones que se imponen al mantener
el equilibric entre el agua infiltrada v la extraida. La Tabla 1.5 presenta la canfidad de aguas

subterrdneas.

Tabla 1.5 Aguas subterrdneas en la Republica Mexicana

total explotable
aprovechable

255 km3 { anuales
28 km3/ anuciles

Fuente: Bassols, 1976.

En el caso particutar de la RepUblica Mexicana, podemos considerar la disponibilidad del
agua en términcs de sus usos en los diferentes sectores: agricultura, industtia v municipai;
siendo las fuenies de exiraccidn la superficial (73 %) y la subterrdnea (27 %) (Jiménez vy
Ramos, 1995). La Figura 1.2 muestra la explotacién nacional del agua en sus diversos fines.

80%
T0%
60%1
50%
40%
30%-
20%
10%1

SO0 =008 ~Xm

0%

M acuifero
H superficial

6.06%

1.61%

18.64%

municipal industria

riego

Figura 1.2 Empleo nacional del agua superficial y del acuifero; [Jiménez y Ramos, 1995).

En la Tabla 1.4, se presenta el uso del agua en términocs de exiraccion - consumo - descarga,
por los distintos sectores. Se excluyen los datos de la industria hidroeléctrica, por ser un caso
porficular de impocio ambiental.

Tabla 1.6.- Exiraccidn, consumo y descarga del aguda

riego
indusirial

Uso municipal

total

1760 77
295 13
235 10

2290 100

1478
117
86
1681

282
178
149
809

46
26
25
100

Fuente: Jiménez y Ramos, 1995.




Segun l¢ anterior, es notorio el papel vital del agua en el desarrollo de la vida vy las
sociedades. Es evidente la responsabilidad que cae sobre la humanidad de hacer un uso
adecuado de esfe recurso, ya que a diferencia de muchas ofras materias primas, el agua no
fiene sustifufo.

1.2 Contaminacion del agua

Toda actividad humana genera un proceso, v todo proceso, genera desechos, que al
superar la capacidad de masa que la naturgleza puede reciclar, se fransforma en
contaminante [Pickett y White, 1985).

El vehiculo de conlaminacion mas frecuente y letal, es el agua. Sin embargo, resulta
préclicamente imposible enconirar agua quimicamenie pura en la naturaleza, El hecho de
gue el agua comun contfenga algo mds que hidrdgeno v oxigeno, no es ciertamente en si un
signo de contaminacion, sélo se da la contaminacidn cuando las sustancias disueltas o
elementos exirafos, son indeseables o peligrosas para los organismos © para el uso que se
destina. Es decir que toda materic o forma de energia puede ser confaminante
dependiendo de su reactividad ¢ de su abundancia.

En la histeria de la humanidad, se regisfra la preccupaciéon del hombre por disponer
adecuadamente de sus residuos, ya que la acumulacidn de éstos, afecta la salud y altera el
equilibrio ecolégice al formar focos de contaminacién. Los hallazgos arqueoldgicos muestran
la existencia de letrinas y drenes en las viviendas neoliticas {2000 afios a. de C.); la civilizacion
minoica tenia ya fuberios de arcillo para el agua y el drengje; en la Roma antfigua se
construyd una de las obras mds avanzadas de abastecimiento de agua y su drendgje, dando
servicio a los habitantes de la entonces llamada Ciudad Eferna; durante la Edad Media se
incrementaron los pueblos que se desarrollaron en las margenes de 1os rios mds imporfantes,
los cuales constifuian una fuente de agua adecuada y un medio aparenfemente
convenienie para la eliminacion de sus desechos.

H siglo XX ha fraide consigo un desammollo excepcional de la ciencia y la fecnologia v, en
consecuencia, un auge de la actividad econdmica e indusirial, lo que ha ampliado la
posibilidad de consumo del ser humano. Sin embargo, este procesc ha desatado un abuso
deplorable de los recursos naturales y una abundante acumulacion de desechos de toda
indole, factores que han provocado una constanfe y nociva degradacion del medio.
Aunado a esta conducta de individuos y sociedades, ef mundo tfambién experimenta un
fuerte incremento en la poblacidn, ocasionando un aumento en el consumo de agua y
consecueniemente mayores volimenes de agua residual. Por esto han surgido distintas
ggencias vy organizaciones para la proteccidn del aguo, quienes establecen normas que
indican les parGmetros gue se deben cumplir para su uso y descarga. En la Tabla 1.7 se
presenta un ejemplo de los pardmetros mdximos permitidos que debe cumplir el agua segin
su Uso, de acuerdo con los distintos grupos normativoes.




Tabla 1.7  Comparacidn de algunos limites mdximos establecidos para agua
de beber segun diferentes organizaciones.

inorgdnicos

arsénico 0.05 0.05 0.05 0.05 C.05
cadmio 0.005 0.01 0.005 0.005 0.005
cromeo 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
mercurio C.001 0.002 0.001 0.001 0.001
nitrato 10.0 10.0 100 50.0 100
plomo 0.025 0.05 0.05 0.05 C.05
organicos
2,40 0.05 0.1 0.1 n.d. 0.001
2,4,5-TCP 0.001 0.01 0.01 n.d. n.cl.
lindaneo 0.0002 0.0004 0.004 n.d. n.d.
microbios
coliformes totales <2 < 10 0 0

organimasf 10¢ ml

Adaptado de: van der Leeden. et al., 1990 vy Diario Oficial de la Federacion, 1994,
C.M.S. = Organizacion Mundial de la Salud
C.EE. = Comunidad Econdmica Europea
n.d. = No determinado

Debido a los efectos adversos o la biota, tales sustancias, entre ofras, se encuentran listadas
en las distintas normas de uso vy descarga de agua. Dichas sustancias suelen constituir los
llamados “compuestos quimicos prioritarios”.

En la RepUblica Mexicana se han idenfificado a aguelios compuestos quimicos con mayor
probabillidad de encontrarse en descargas industriales Ramos et al., (1996): E mayor riesgo de
encenftrar toxicos prioritarios proviene de los giros listados en fa Tabla 1.8.

Tabla 1.8 Giros industriales en México, con mayor riesgo
de coniaminar con 1oxicos prioritarios

quimica y petroquimica y
farmacéuiica

refinacion dei petrdleo
texdil

fabricacion de equipo elecirdnico
plantas de celuiosa y papel
explotacién minera

curtiduria

metdiica bdsica

alfareria, cerdmica, e industria del
vidrio

Fuente: Ramos et al., 1996.




La cantidad de emprasas que existen en el pais varia segin las distintas fuentes; e Sistera de
Informacion Empresarial Mexicano ({SIEM) registra 464 815 empresas (SECOFI, 1998), pero este
padrén, ademds de esiar aun en proceso de formacion, agrupa tanto a productores,
maguiladores y comercios. Segun la Direccion General de Promocidn de las Micro Pequeiia vy
Mediana Empresas vy Desarrolle Regional de SECOF, el pais contaba con 118 944
esfablecimientos industricles en el afic de 1997, [Comunicacidn Personai, unidad
administrativa de SECOFI). Por ofra parte Ramos, ef al. {19%96), reportan gue en todo el pais
existen alrededor de 1403 indusfrias de los giros con mayor riesgo de contaminar con téxicos
priorifarios (incluidos en la Tabla 1.8). La Figura 1.3 muestra el porcentaje del promedio de
descarga de aguas residudies, por giro de las industrias identificadas como las de mayor
fiesgo de contaminar con téxicos prioritarios, reconociéndose o los estados de Veracruz,
México, Jalisco, Tamaulipas, Querétaro, Michoacdn, Puebla v el D.F. como aguellos donde
hay cantidad de industrias instaladas de este tipo (Ramos ef al., 1994).

INDUSTRIA DE LA ALFARERIA, CERAMICA
CURTIDURIA EIND DEL VIDRIO

3% METALICA 2%

BASIGA /
2%

INDUSTRIA TEXTIL
8%

INDUSTRIA DE LA
CELULOSAY EL PAPEL
10%

FABRICACION DE
EQUIPQ ELECTRONICO
1%

USTRIA QUIMICA Y

REFINACION DEL
PETROLEO
21%

EXTRACCION BE
MINERALES
16%

Figura 1.3 Porcenidje de descarga de las industrias,
con mayor nimero de compuestos toxicos en sus aguas residuales

Los compuestos que generan dichas industrias, tienen gran imporfancia por las
caracteristicas que se analizan en los pdrrafos siguientes.

1.2.1 Compuesios Xenobidticos

H término "xenobidtico” (extrafic a la vida), es derivado de los términos griegos xenos:
exfrafio, ajeno, exterior; y bios: vida o tfranscurso de vida. Para la quimica ambiental,
xenobidtico implica "gjeno a la biosfera”. Otro término gue a menudo s& usa como sinénhimo
de xenobidtico, es "anfropogénico”, el cual aparece en lecturas de caracter cientifico para
referirse a "hechos por el humano”. Sin embargo, cabe sefalar gue estrictamente hablando,
antfropogénico significaria "origen del hombre”. La terminologia que enfatiza cierfos aspectos
indeseables de los compuestos xenobidticos, segin e PNUMA [1998) puede ser:
recalcitrante” denominando asli a sustancias guimicas cuyas moléculas no se rempen de

manera natural, algunos de estos compuestos no son tdxicos, como el poliefileno, pero otfros
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como fos hidrocarburos clorados son exiremadamente téxicos a los sistemas bioldgicos, Ofros
compuestos suelen denominarse “persistentes” gue se refiere a que no son de fAci
degradacion fotolitica, biolégica y/o quimica, soliendo ser compuestos halogenados vy la
mayor parte de las veces clorados, son fipicamente semivoldtiles, permitiéndoles su facil
acceso a ronas remotas. Su vida prolongada v su facil dispersidn en el ambiente dan lugar a
su potencial de bicacumulacion y biocampilificacion en los organismos. También se emplean
los terminos "guimico toxico"”, "toxico ambiental’, o "Sustancias Toxicas Orgdnicas™ (TOS: Toxic
Organic Substance], para recalcar los efectos dafinos, sobre los organismos [Ver Tabla 1.9}).

Tabla 1.9 Quimicos de preocupacion ambiental. Términos

gjeno a la Biosfera xenobidtico

procducide  (liberado) por el anfropogénico, hecho por el hombre,
hembre sintético
por sus efectos sobre el ambiente:;
- foxico iéxico al ambiente, TOS.
- no degradable recalcitrante, persistente

Fuente: Hutzinger y Veerkamp, 1981.

La sintesis de urea por Wohler en 1828, hace pensar que los téminos anfropogéniceo, hechos
por el hombre y sintético no pueden ser utilizados como sindnimos con xenobidtico. Por ahora
algunos compuestos quimicos son sintetizados y estos son idénficos en funcidn vy
comportfamiento a las moléculas biosintetizadas. La sintesis de moléculas bicldgicas como
vitaminas, hormonas y aminodcidos son algunos ejemplos.

De esta forma, todos los compuestos guimicos en el ambiente pueden ser esquematizados
de la siguiente manera:

Todes los quimicos en el ambiente

Xenobioticos Naturales
Estru't‘:turas Incremen‘to. Compuestos
extrafias o antropogénico en Producto
gjenas la conceniracion de Biogeénico formado por otros
! d procesos haturales

productos naturales

Se observa que cuando se incrementa ia concentracion de un producto natural en g
biosfera debido a las distintas acfividades humanas, también se considera un compuesto
xenobidiico, pues al ser liberado puede romper el equilibrioc existente en el ambiente. Un caso




de incremento antropogénico de compuestos naturales a niveles téxicos, puede ser g
presencia de meftgies pesados en cuerpos de agua.

La necesidad de quimicos con aplicaciones y usos practicos, levd a las universidades y a los
laboratorios industricdles o crear ung gran canfidad de quimicos orgdnicos: colorantes,
drogas, explosivos, aditivos, pesticidas, detergentes, enire muchos otros, todos ellos
compuestos xenobidticos que, debido a su uso indiscriminado, constituyen uno de los
problemas mds importantes en el deterioro del ambiente. Dentro de este fipo de quimicos se
estudian en &l presente frabdjo, estan 1os compuestos fendlicos, y dos metales pesados, el
crome y el plomo, debido a que se encuentran en descargas de agua residual de algunos
sectores industriales de importancia.

1.2.1.1 Fenoles

Los fencles son compuestos que se derivan de los hidrocarburos aromdticos, principalmente
del benceno, por la sustitucidon de uno ¢ varios dtomos de hidrogeno del nicleo bencénico
por uno © varios grupos hidroxilos {OH); andlogamente se forman nuevas sustancias a partir
del fenol por sustitucion electrolitica de ofro hidrégeno del nicleo bencénico por algin oiro
anién, como puede ser el CF, Br. Uno de éstos compuestos es el clorofencl, que se
caracteriza por tener efectos mdas persistentes y téxicos (Ver Figura 1.4).

Los compueastos fendlicos son, en general, sustancias cristalinas incoloras, cuyo olor es
caracteristico; debido a su oxidacion por contacto con el dire se vuelven rosadas vy
posteriormente rojas. B Fenol lo utilizd por primera vez el cirujano inglés Lister, en 1857, o
aplicarlo como desinfectante sobre la pisl, pero a causa de sus efectos nocivos, fue sustituido
por ofras sustancias sin estos inconvenientes.

OH OH
Cl Cl
cl
BENCENO FENOL 2,46 - TRICLOROFENOL

Figura 1.4  Estruciura molecular del bencenoe, fenol y triclorofencl
Efectos, toxicidad y destino en el ambiente de los fenoles.

Los posibles efectos en el ambiente de los compuestos fendlicos se muesiran resumidos en el
esquema siguiente:




POSIBLE EFECTO DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Sobre lo novivo
(ambientes y ohjetos)

Sobre organismos vives

Sobre otros

Sobre el humanc Crgansmos

Despues de gue los compuestos fendlicos son liberados al ambiente, se inician una serie de
eventos ireversibles. En el esquema anderior cabe resaltar, gue los efecios de los compuesios
fendlicos pueden actuar sobre la materia no viva, acumuldndose y ofectando
posteriormente a los organismos vivos.,

Los principales efectos toxicos de los fenoles se encuentran listados en la Tabla 1.10, donde
destacan los derivados clorados por sus propiedades carcinogénicas, al producir brotes
canceroses en los fejidos; ferafogénicas, al elevar la incidencia de ias malformaciones
congeénitas y, mufagénicas ol dlterar la conformacién original del DNA; ademds, el agua
contaminada por estos compuestos presenta alta coloracién y olores indeseables.

abio 1.10 Efec’ros 1Oxicos de los E:omues’ros Fendlicos 7

fenol nc no efectos en sistema aofecta la reproduccion en
nervicso central, organismos acudticos. Téxico
muerte a aitas dosis ales peces
clorofenoles si posiblemente  mutagénico, dafios al sy exposicién continua a
higado mostrado trastornos en el
crecimiento en diferentes
organismaes

Adaptado de: OMS, 1995.

E destino de los fenoles en el ambiente se puede observar en la Figura 1.5. Nétese que el
destino final son los organismos vivos; en éstos, el compuesic puede ser fransportado a ofras
estructuras bicldgicas a fravés de la cadena alimenticia.

quimicos _k
al ambiente

organismos
transporte,
biotrasformacion, blanco
reacciones fotoquimicas, {humano,
adsorcion, peces,
sedimentacién. vegetales)

v

y sedimento

* salen de la biosfera hacia
capas interiores de [a Tierra

Figura 1.5 Destino de los fencles en el ambienie
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Fuentes de contaminacién por fenoles.

Las aplicaciones de los fenoles son muy variadas, ya que constituye una materia prima clave
en ia industria, por ejemplo:

* En terapéutica sirve para preparar medicamentos, en particular, derivados del dcido
salicilico, de los cuales, algunos se emplean en perfumeria.

+ Son materia prima en la industria de explosivos; la industria de materiales pldasticos
(fenoplastos) y de textiles artificiales (nylon y perldn).

+ Se emplea igualmente para refinar petréleos, en la fabricacién de materias colorantes,
detfergentes, taninos sintéticos, insecticidas, herbicidas, hormonas vegetales, en la
preservacion de la madera, y en el proceso de blangueado de ia pulpa de madera
para la fabricacién de papel, entre otros usos.

En {émminos de control de la contaminacién, las concentraciones reportadas de fenol se
presentan como el resultado de una metodolegia analitica, que mide un grupo general de
compuestos similares, dicha metodologia se basa en la identificacion de un sclo compuesto:
el fenol (hidroxibenceno). Esto se debe a que la literatura técnica simplemente describe
como fenoles a esta categoria que incluye una varedad de compuestos quimicos similares,
entre los que se encuentran polifenoles y fenoles sustituidos como los clorofenoles y los
fenoxiacidos (Pafterson, 1984).

Diversas industrias son fuente de conitaminacidn de fenoles, entre las que destacan las
refinerias de pefrdleo, las plantas quimicas, la fabricacién de explosivos, 1a fabricacién de
resinas y particularmente los hormos de coque (Patterson, 1984). En la Republica Mexicana, las
principales industrias confaminantes de fenoles son:: la quimica y petroguimica; la refinacidn
del pefrdleo; ia fextil; y las plantas productoras de ceiuvlosa y papel {Tabla 1.8}, todas eilas
teniendo descargas que exceden los maximos esfipulados por las normas infernacionales.

Para la Republica Mexicana, anteriormente se contaba con diferentes normas que
especificaban las concentfraciones de fenol mdximas en descargas de agua residual de
diversas industrias, en ellas se indicaba de manera general, un valor méximo de 0.5 mg/t de
fenol. La NOM - 001 ECOL -1994, en vigor (Diaric Oficial de la Federacion, 1997), abroga as
anteriores normas. En esta Oltima  no se especifican los limites mdaximos de fenoles, pues
considera de mavyor relevancia la aportacidn de DQO que una descarga de agua puede
conirbuir a parlir de la mezcla de sus residuocs.

La tecnologia para el fratamiento de residuos con fenoles puede enconirarse para todas las
concentraciones de fenol. Los tratamientos fisicogquimicos y bioldgicos son exitosos o escala
industrial y ambos reportan alias eficiencias de remocidén (Patierson, 1986).

Los métodoes para el trratamiento de fencl pueden ser seleccionades de acuerdo con la
concentracion de fenol en el influente.; concentrada, intermedia y diluida; recomendando
los fratamientes biologicos para las concentraciones intermedias y diluidas. Patterson {1984)
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Los mecanismos de degradacién pueden ser por accidén fololitica, o bien, por
biodegradacién microbiana, donde los organismos requieren una previa aclimataciéon para
poder ocupar como fuente de carbono a los fenoles. Tales practicas de biodegradacion han
sido recglizadas safisfactoriamente, como o reporta Gonzdlez, (1994). Sin embargo, en
muchas ccasiones el tiempo de contacto de las aguas residuales con los microorganismos, o
las altas concentraciones de los toxicos, no permiten que se lleve a cabo el proceso de
aclimatacion (Buitrén, 1997).

1.2.2 Metales Pesados

El términe Metal Pesado es imprecise, ya que es una definicidon arbifraria basada en la
densidad o en ld posicidn de ciertos elementos en g tabla periddica, abarcando un amplio
rango de ésios, los cuales tienen diversas propiedades quimicas y bicldgicas {Gadd, 1986).
Nieboer y Richardson (1980} proponen que el término metal pesado sea abandonado en
favor de un sistema que separe a los iones meldlicos con base en su habilidad de formar
complejos con una variedad de ligandos crgdnicos e inorgdnicos (Ver Figura 1.8). Asi, los
elementos del grupo A tienen afinidad con ligandos con oxigeno; el grupo B, con ligandos
con nitrdgeno y/o sulfuros y un tercer grupo intermedio, con afinidad para ambos tipos de
ligandos.

Grupo Intermedio % Grupo B
B

Figura 1.6 Takla Periddica de fos elementos, mostrando la prepuesta de clasificacion
para los metales y metdioides por Nieboer y Richardson

En general, la toxicidad de los metales pesados esta dada por su habilidad de unidn a
figandos orgdnicos, lo que causa desnaiurdlizacion de proteinas, disyuncion de membranas
celulares y descomposicidn de ciertos metabolifos y algunas veces aciia como
antfimetabelitc de nuirientes esencidles (Bowen, 1944). Tal toxicidad requiere un control
adecuado de estos elemenios para mantener el equilibrio existente en la bicta.

Las tecnologias utilizadas para el conirol de metales en vertidos liquidos industriales, se basan
normalmente en métodos de transferencia de masa liquido - sdlido, tales como precipitacion
seguida de pre o post oxidacidn y concentracion de las especies de interés. La formacion de
precipitados metdlicos es relativamente sencilla {Jenkins vy Snoeyink, 1981}, dado el
comportamiento de los metales para formar distintas especies metdlicas a diferentes valores
de pH., encontrdndose ast iones libres o hidroxicomplejos poliméricos, que forman
precipitados (Ver Figura 1.7).
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En generdadl, los distintos tfratamientos para remover metales pesados se presentan en la Tabia
1.11. Sin embargo, cabe sehclar que estos procesos requieren una infraestructura, gue por los
costos de produccidn no siempre se jusiifica su implantacidn en las unidades de produccion
de muchas industrias contaminantes, por 1o que procesos altemativos deben ser estudiados.

(P (OH)a

| (Pb, (CH)™
ors |

040 |

D25 b (F3 (OHI™

pH

Figura 1.7 Distribucion de las especies de plomo en
sclucidén acucsa de Pb (1l Creo= 0.04 M

Tabla 1.11  Tratamientos para remover

metales pesados

» Precipitacién

¢ Evaporacion

« Ultrafiliracién

s Gsmosis Inversa

+ intercambio IOnico

e electrolisis

e qadsorcion

Adaptado de: Pafterson y Passing, 1990.

En este frabagjo, se andlizan dos de los metales pesados que son producto de distintas
aciividades indusiriales, y que suelen enconirarse en elevadas concentraciones en el
ambiente, estos son el plomo y el cromo.

1.2.2.1. Et Plomo

E Plomo [Pb} es un componente menor, pero ampliamente difundido en la corfeza temrestre,
en la que estd presente en forma de carbonatos, fosfatos v principaimente en sulfuros
{galena), que al oxidarse a sulfatos libera et plomo para formar hidrdxidos.

En el agua de mar se encuentran concenfraciones promedio de 0.03 ug/t de plomo, mieniras
gue el agua de lluvia vy el agua superticial tienen en promedio 5 ug/l. Generalmente, el
contenido de plomo en aguas ne contaminadas no sobrepasa fos 100 ug/l, vy su presencia en
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concentracionss mds elevados. ya sea solubilizado o fijade en fas materias en solucién, se
debe a causas externas{Chisolm, 1971).

El Pb es un metal que el ser humano ha obienido y trabajado durante milenios. Su ductilidad,
su gran resistencia a la erosién y ofras propiedades, lo convierten en uno de los metales mas
Utiles. Sin embargo. el uso inapropiadoe del Pb, ha prevocade envenenamientos a lo largo de
la hisforia. B envenenamiento por Pb, a veces llamado "plumbismo” (de la raiz latina plomo) ©
saturnismao” {férmino alquimisia pare ef metal) fue descrite por primera vez hace ya mas de
2000 afos por Nicandro, el médico, poeta y gramdatico griego.

Hoy, el estudio de los efectos del plomo abarca dos aspectos: conocer los riesgos v 1o lucha
contra sus consecuencics.

Toxicidad del plomo

Desde hace tiempo atrds, existen pruebas tangibles de que los residuos del Pb se han estado
acumulando en nuesiro ambiente, particularmente en las dreas urbanas muy pobladas
{Chisolm, 1971). El envenenamiento por Pb provoca dafos en el cerebro, deficiencia mental
y graves trastornos en la conducta, sobre todo en los nifios. La intoxicacion plimbica se
presenta en trastornos clinicos manifestados por anomalias y alteraciones histopatolégicas
varadas. B Pb es susceplible de acumularse en el organismo; el peligro no es, pues,
solamente debido a la absorcion de una dosis toxica, st no @ una acumulacion de dosis
consideradas separadamente come no téxicas, fijgndose en el esquelete, en estrecha
dependencia con el metabolismo del calcio.

Segun los conocimientos actuales, el Pb no es un elemento necesario para las funciones
metabdlicas. Se han investigado algunos de sus efectos nocives sobre el metabolismo celular.
H trastorno mds conocido es la inhibicidn por el Pb en la actividad de las enzZimas que
requieren grupos sulfhidrilos {SH) Cndarza (1988). Un ejemplo claro de estos efectos o
tenemaos en los trastornos que se producen en la biosintesis del grupo hemo. La via que
conduce a la sintesis det grupe hemo, comienza con el succinato activado (producido en el
ciclo de Krebs) y confinba en una serie de pascs; dos de estos pasos son inhibidos en
presencia de Pb v ofros dos pueden verse afectados con alfas concentraciones del metal
(Ver Figura 1.8). Cabe sefialar que tales resultados son demostrades in vifro, en
concentraciones de Pb superiores a las que se han enconirado en humanos {Larson, 1990},
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Figura 1.8 La biosintesis del grupo Hemo, elemento de la hemoglobina, es inhibido por el

Pb, acumuldndose sustancias infermedias de la via metabdlica. El P inhibe dos pasos
{flechos confindas) y puede inhibir otros dos (flechas discontinuas).

Fuentes de contaminacion por plomo

Estd tan difundido y es tan uliizado el Pb en la industia, que las posibiidades de
contarminacién son extremadamente numerosas y variadas. Figuran por sus grandes
descargas de Pb, la industria de manufactura de colores minerales, €l procese de minas y
exiraccidn de minerales y la indusfria de acumuladores. Sin embargo, existen numerosas
industrias, gque aunque pequefias, en conjunto tienen imporiantes descargas de Pk en sus
aguas residuales, tal es el caso de g industria de Acabados de Metales [actividad de
recubrimiento metdliico uniforme a una superficie de una pieza sdiidal. En la Repdblica
Mexicana la industria de Acabados Metdlicos toma importancia en cuanto al uso de agua,
adiciéon de contaminantes y manejo de sus aguas residuales.

Los grupos que incluyen esta actividad, segin el XIV Censo Industrial (INEGL 1995), se
encuentran en el Sector de la Industria y Manufactura dentro de la Rama de Fabricacién de
otros productos metdlicos {excluyendo la magquinaria v el equipo); dicha rama registra 4225
unidades econdmicas y abarca 13 Clases donde figuran por su nimero de establecimientos,
la clase 381405 concerniente a la fabricacidn de tormillos v tuercas vy, la 381412
correspondiente o la galvanizacion, cromado, niguelado y trabajos similares en plezas
metdlicas. La Tabla 1.12 presenta el niOmero de establecimientos por clase a escala nacional.
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Tabla 1.12  Sector de la Industria y Manufactura.

Rama fabricacion de producios metdlicos excluyendo maquinaria

clase 381402 fabricacién de hojas de afeitar y cuchilleria

clase 381403 fabricacién de chapaos, candados, llaves 49

clase 381404 fabrcacién de alambre 365

V clase 381406 fabricacion de clavos, tachuelas y grapas 48

otras clases de [ rama 2627

fotal de la rama 4225
{1009 en el D.F.)

Adaplado de: INEGI, 1995.

Para el caso particular de la clase 381412 que toca al galvanizado, cromado y niquelado, Id

Tabla 1.13 muestra el uso del agua y el promedio de las descargas de agua residual.

Tabla 1.13  Uso y descargas de agua en
gaivanizado, niguelado y cromado

usc y manejo del agua:

astablecimientos en la Rep. Mex. 518

indice de Consumo 1 349 |/m?2 drea recubierte

metros cuadrados recubiertos/anc 3171155 m2

demanda de agua 4 277 887 m3/afo
promedio de la descarga:

pH

s,

4

suspendidos. (Mg/l)

i

(mo/ "

Fe (mg/) 9

Adaptado de: INEGI, 1995; y Lopez Hemdandez J., comunicacién personal.

Las descargas de agua de esta industria, son muesira tipica de las descargas industriales, Ias
cudiles varian los elementos v las concenfraciones segin su actividad, pero en general
provocan, todas ellas efectos adversos en los ecosistemas. La Tabla 1.14 presenta los limites
de descarga gue indica la “Norma Oficial Mexicana NOM — 001 - ECOL - 1996, en cuanto o

metales pesados y cianuros se refiere.
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1.2.2.2 ElCromo

El mineral de cromo mds imporiante es la cromifa {FeCrQa). el cual as abundante en
depdsitos de rocas igneas. B Cromo (Cr) es un metal blanco, duro, brillante y fragil; es
extremadamente resistenie d los agentes corresivos ordinarios, caracteristica que explica sus
amplias aplicacicnes. La oxidacidn de los compuestos del cromo es instantanea. por lo que
el cromo puede enconfrarse en estado trivalente {cromitas) o hexavalente {cromatos).

Toxicidad del cromo.

Existen catorce microelementos que han demostrado ser esenciales para la vida. Estos se
conccen también como elementos fraza, debido a que sdlo se encuentran cantfidades
exiremodaomente peguefas en el cuerpo. Esia condicion ha hecho muy dificl determinar
gue elementos son necesarios para la vida, Bl Cr es uno de los catorce elementos traza que
ha demostrado tener un papel esencial para la vida, por lo que se han establecido las
cantidades diarias seguras y adecuadas para el consumo humano {Bloomfield, 1992). La
Tabla 1.15 muestra algunos de estos elementos con las dosis diarias recomendadas para
adultos, y su funcién en el organismo.

Tabla 1.15  Hementos trazd requeridos para la vida

flor 1.5-4mg Necesario en huesos y dientes

previene caries dental
yodo 0.15mg En la funcidn normal de tiroides
selenio 0.05 mg Evita distrofia muscular
silicio n. d. En crecimiento de huesos y

desarrollo de tefido coneciivo
arsénico n. d. En crecimienio y reproduccion de animales
hierro 2-3mg Se halla en hemoglobina
cobre 15mg En clgunas enzimas
zinc n.d. En la funcion normmal del higado
cobkalio 25-5mg En vitaming Biz
manganeso 0.05-0.2mg En diversas enzimas
cromo 0.05-90.02 mg Aumenta la eficacia de la insuling,

. disminuye el coiestercl

molibdeno .15~-0.5mg £n diversas enzimas
vanadic n. d. En el crecimienfo optimoe de polics vy ratas
niquel n.d. En la absorcién del hierro

Fuente: Bowmfield M., 1992.

n.d.= no determinada la dosis recomendada.
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Sin embargo, dosis mayores a ias recomendadas causan una accidn tdxicy hepatorrenal,
ademds de que el cromo hexavalente, aparte de ser un oxidante muy potente, presenta
caracteristicas carcinogénicas, enfre otras (Ver Tabla 1.16). La absorcién de Cr fras la
exposicion por via oral es relativamente baja y depende del estado de oxidacion. El Cr Vi se
absorbe mas facimente a través del fracto gastrointestinal que el Cr Hll, y puede atravesar las
membranas celulares. En estudios epidemioldgicos, se ha hallado una relacién enire la
exposicion del Cr VI por inhalacién y el céncer en el pulmon. En una amplia gama de
pruebas de genotoxicidad in vifro e in vivo los compuestos de Cr VI, resultaron aclivos, pero
no tos del Cr lll. Sin embargo, agentes reductores como fos jugos gastricos pueden interferir en
la accién mutagénica del Cr.

Por lo anterior, en un principio se considerd que debian determinarse valores guia distintos
para Cr ity Cr VI, Sin embargo, los actuales métodos de andlisis favorecen el establecimiento
de un solo valor guia para el total de Cr (OMS, 1995). Por esto, las normas infernacionales,
europeas y americanas, han adoptado como concentracion méaxima de Cr permisible en el
agua de beber 0.05 mg/l, partiendo de que organismos acudaticos como protozoarios v algas
tienen un limite de tolerancia de 0.05 mg/l de Criot, siendo éstos mds sensibles que los peces
(limite: 1 mg/l de Criat).

Tabla 1.16  Algunos efectos toxicos del cromo

Iritacidn en la piel
trastomos a vias respiratorias
dafos dal higado
efectos embriotéxicos
teratogénico
mufagénico
carcinogénico

Adaptado de: van der Leeden F. et al., 1990.

Fuentes de contaminacién por cromo

Aparte de ta fabricacidn de aceros especidles, el Cr puro se emplea poco en Ia industria, en
cambio, sus derivados son muy ulilizades. En la industria quimica son principalmente los
bicromatos los que mds se utilizan. Las sales de cromo se emplean como mordiente para las
pinturas v colorantes {verde de cromo, rojo de cromo etc.} y fambién se afaden algunas
veces ol agua industrial de enfriamiento, como elementos anticorrosivos. Ademd@s, el
cromado electrolitico de superficies metdlicas estd muy generdlizado junto con el curtido ol
cromo que se utiliza ampliamente para los cueros y piclas.

La industria de la curtiduria, definida como Ia accion de convertir la piel de cudlquier animal
en un producto final que puede tener diversos usos, es una de las acfividades industiales




importantes del pais y ademds, una fuente de contaminacién debido a la cantidad v a la
calidad de sus aguas residuales.

La Tabla 1.17 presenta el andlisis de un agua residual del proceso de curtido de una
curtiduria tipica instalada dentro del Distrito Federal v se compara con los valores mdéximos
permisibles estipulados por la Noerma Oficial Mexicana NOM - 001 - ECOL/1996.

Tablo 1.17  Calidod del agua de descarga y requerimientos
de la misma, para la industria de la curtiduria

pH {unidades de pH) 4 6-9
demanda bioguimica de oxigenc 3720 30-180
solidos sedimentables 40 1-2
sélidos suspendidos 12916 40-150
grasas y aceires 414 15-25
cromo fotal - 5650 0.5-1.5

* Lépez Hemdandez J., comunicacidn personal y **Diario Oficial de la Federacién, 1997.

La eliminacion del Cr en las aguas residuales no presenta dificultades particulares utilizando
los fratamientos de precipitacidn convencionales. Sin embargo, el ingreso bruto de las
principales industrias contaminantes no siempre permite implantar un sistema adecuado
para el fralamienio de sus aguas, o bien, dejan remanentes gue requieren un fratamiento de
pulimento.
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CAPITULO 2

MARCC TEORICO

"Parecido ¢ la naturaleza... Parecido al pensamiento vy parecido también en aiguna forma af Giobo
de la Tierra. Parecide al error, @ la dulzura vy o {a crueldad A lo que no es real... A la Araucaria que
extiende sus ramas en un patio.. Al polvo... A unas nubes que se sobreponen, encogen al horizonfe

pero hacen pensar of clelo... A una vela en ef Pacffico... A la caricia de una gran fatiga, a ung
promesa a largo plazo. Al movimiento en un nido de hormigas, A un ala de cdndor cuando ia ofra
ala esid ya en ia vertiente opuesta de o montafa, A unas mezclas, A la médula a la vez que la

mentirg. A un joven bombU g la vez que ol tigre...Parecido a mi, al fin, y mds adn a lo que no soy.. "
Henri Michaux,

Biosorcidn y biosorbenies

El uso de la biotecnologia para solucionar problemas que producen desequilibrios a los
sistemas ierrestres v acudticos, es un procese factible y econdmico que se ha venido
redlizando desde ftiempo afrds (Hansen y Morales, 1995). La "biorremediacion” es una linea
de la biotecnologia, que tiene como objetivo utlilizar microorganismos para realizar el
saneamiento ambiental en los sistemas afectados por compuesfos contaminantes;
ofreciéndose como una alternativa tecnoldgica para resolver algunos de los problemas de
contaminacidn gue nos aguejan en la actudiidad.

La utiizacién de microorganismos para remover contaminantes de cuerpos de agua, ha
sido una practica realizada de manera satisfactoria desde hace varias décadas (Brown vy
tester, 1979). Estos métodos alternafivos de remecion de confaminanies empiezan a ser
considerados en nuevas aplicaciones, dado que por ejemplo, las fécnicas convencionales
para remover metales, pueden ser inefectivas o exiremadamente caras, especialmente
cuando los metales en solucidn contienen del orden de 1 a 100 mg/L (Volesky, 1990).




Los microorganismos son utilizados para remediar las distintas afectaciones a los cuerpos de
agua, por lo gque se aprovechan las propiedades pasivas y aclivas de los microorganismos.
Asi, por ejemplo, se han ufilizado diferentes microorganismos en medios acuosos,
principalmente en forma inmovilizada, a fravés de la tecnologia de "Tapetes Microbianos”
(Bender, 1994}, donde se aprovechan diversas propiedades de la biomasa. Algunas de estas
propiedades serdn andlizadas mas adelante,

En la remocidon de algunos metales pesados por tratamientos biolégicos, en frabajos
rediizados con lodos activados, Lester {1982} idendifica los siguientes mecanismos de
bioremediacion:

» Atrapamiento fisico de precipitados metdlicos por los microorganismos
» Unidn de metales solubles a polimeros extracelulares de bacterias

s  Acumulacidn por la célula

» Voldlilizacion de metales a la atmésfera

Andlizando los mecanismos propuestos por Lester, podemos clasificar la capacidad de
remocicn de metales como una propiedad "pasivd’ o "activd" inherente a las células.
Algunos tipos de biomasa microbiana pueden retener relativamente dltas cantidades de
lones metdlicos por una propiedad pasiva de sorcidn y/o complejacion [Ver Anexo A). Esto
cominmente se conoce como biosorcidn. En este punto, es esencial establecer una
adecuada terminclogia relacionada a la captura vy concentracién de especies metdlicas
por diferentes tipos de microorganismos vy sus productos: Tsezos y Bell {1989), definen el
término biosorcion como la captura — secuesirado y/o acumulacion de quimicos y particulas
por la biomasa microbiana. Sin embargo, Volesky {1990} hace una distincion en esta
definicién limitande sélo la biosorcién al proceso de captura - secuestrado de algunas
moléculas por materia de origen biologico. Los frabajos de este mismo autor sobre captura
de metales pesados, indican que el modo activo de acumulacion metdlica por células vivas
es usualmente designado como bioacumulacion. Este proceso es dependiente de o
actividad metabdlica de la célula, 1a cual puede verse significativamente afectada por la
presencia de los iones metdlicos; aungue la folerancia al metal reflejard la habilidad de un
organismo a sobrevivir en un ambiente adverso.

£l fendmeno de ia biosorcion se cbservd en algunos microorganismos con capacidad de
secuesirar algunas sustancias del ambiente donde crecen. Tales sustancias, denominadas
biosorbatos generalmente no son necesarias para su metabolismo. Esta propiedad
biosorbente es llevada o cabo por los componegntes externos de la célula, pues como se ha
dicho, es independiente de la actividad metabdlica, siendo esto deferminado estrictamente
por el cardcter quimico vy fisico de las capas celulares externas, como puede ser la pared
celular. Una importante caracteristica de la biosorcidn es que puede manifestarse
iguaimente cuando hay actividad metabdlica, que cuando la célula esta muerta, por lo gue
remanentes celuiares, tales como paredes celulares, pueden adn representar un potente
bicsorbenie.
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2.1 Mecanismos de bosorcidn

La biosorcion, capacidad pasiva de ia célula de secuestrar sustancias guimicas, es causada
paor diferentes mecanismos fisicoquimicos, que dependen de diversos factores exiemos,
como lo son el tipo del quimico o particula, la forma idnica en la solucion y sobre todo el fipo
del sitio particular de unién responsable del secuestro. Dentro de los principales mecanismos
gue se encuentran en la biosorcidn destacan: lo adsorcion, el intercambio idnice, la
complejacion y el atrapamiento fisico de particulas precipitadas en la biomasa (Ver Anexo
Al

Existen varios trabaijos gue han complementado la comprension de los mecanismos que
suceden en la biosorcion, Polikarpov {1964) apunta que algunos radionucieoiidos presentes
en ambientes acudticos pueden ser adsorbidos por microorganismoes, y dicha propiedad es
independiente de las funciones vitates de la célula, dado que vivas © muertas exhiben la
misma propiedad de captura. Tezuka {1969) sugiere que ta reversibilidad de la floculacion en
lodos activos ol adicionar los cationes Ca2t o Mg?*, es el resulfado de enlaces idnicos
formados por la capa negativa de la superficie de las células vy los cationes de la solucidn.
Tancka vy Skoryna {1970) establecen los propiedades naturales de intercambio idnico de los
polisacdridos, parficularmente en el caso de los metales bivalenfes (M), donde se
intercambian con elementos de los polisacdridos:

2NQAlg + M2+ -  M[AIg}2 + 2Na*
Alg = Alginato
M = Metdal

Beveridge (1978) frabajé con paredes celulares de Bacillus subtilis para remover iones de alto
numero atomico; la hipétesis de retencién por un mecanisme fisico - quimico explicaba el
fendmeno de biosorcidon. Kuyucak y Volesky (1989) reporian que las paredes de la Gram
positiva B. subfilis no capturan iones de cobalto mientras las Gram Negativas, como E. Coli, si
o hacen; este frabajo resalta la importancia de ta pared celular bacteriana (Ver Anexo B}.

Por otro lado, los cationes metdlicos pueden formar complejos con las cargas negativas de
los azOcares, o con los polifosfatos, por guelacidén con dtomos de oxigeno cargados
negativamente, siendo este un proceso de intercambio idnico {(Kuyucak y Volesky, 1989).

2.2 Cuantificacion de la biosorcidon

Existen diversos métodos para la cuantificacién experimental de la biosorcion {Ver Anexo A).
Las Isofermas {temperatura constante), son las que han tomado mayor interés, debido df
mayor control de sus variables. La captura de las sustancias se evalta cuantitativamente a
fravés de isotermas de equilibrio de adsorcion, similares a las descritas por Hutchins {1945)
para evaluar el desempeno del carbdn acfivado.
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La expresion grafica de la isoterma es una representacion de la captura por ef sorbente (en
mg/g; & mol/l} confra la concentracion residual del sorbato {en mg/l). El resullado de dicha
relaciéon es frecuentemente una linea hiperbdlica, mostrando el valor de una completa
saturacion del biosorbente en la fase estacionaria de la curva. Una cierta porcion de la curva
de isoterma puede ser lineadlizada, usando logarifmos, para asi, poder exfrapolar datos; sin
embargo esto no siempre es posible (Volesky, 1920).

B resultado de la captura se grafica en un diagramda que representa |a isoterma de
biosorcién. Bl méximo valor de captura es un dato importante para la caracterizacion del
biosorbente. La forma de la isoterma de biosorcidn es también imporiante desde oiro punto
de vista: una isoterma que tiene una pendiente alta desde el origen, ain a una baja
concentracian de sorbatos, es dltamente deseable, porque ésto indica alta afinidad del
biosorbente por los sorbatos dados.

Existen distintos meodelos de isotermas de adsorcion los cuales son ampliamente aceptados y
faciimente linealizados (Anexo A); dos de ellos, el modelo de Langmuir y el modelo de
Freundlich, destacan por ser de sencilla aplicacién. Sin embargo, se debe tomar en cuenta
que estos no son modelos cuyos términcs ¢ pardmetros puedan ser conveniente vy
apropicdamente aceptados para la interpretacion fisica del fema de biosorcion.

2.3 Caracteristicas de los biosorbentes

Los biosorbentes son bdsicamente producidos utilizando biomasa como matieria prima, cuya
principal caracteristica es la alfa capacidad de biosorcidn. Al utilizar la biomasa como tal, en
un proceso de biosorcidn, ésta usualmente no posee las caracteristicas necesarias para que
se de el contacto eficiente con el biosorbente en solucién, pues por ejemplo, la biomasa
seca {pulverizada o en frozos granulares) pueda hincharse ol humectarse, lo cucat la
emblandece y rompe. lo que es generalmente inconveniente y dificulia sus usos. Para la
aplicacidn de los biosorbentes en algunos procesos, es necesario que la biomasa se
encuentre en forma adecuada, como puede ser inmovilizada, o bien, que la biomasa
presente tales caracteristicas que al ser aplicada en un proceso, no se deteriore facilmente.

Las caracteristicas convenientes que el biosorbente necesita tener para los proceasos en que
serd aplicado son: dureza, porosidad, famario de parficula, y resistencia a un amplio
espectro de variables de los pardmetros de la solucion, tales como temperatura, pH,
contenido de solvente, elc.

La formulacion de un biosorbente puede resultar en un eficiente producto secuestrador de
metales U otros compuestos tdxicos, pudiendo ser efectivo y econdmico en los procesos de
biosorcion. La formulacion de biosorbentes industriales adecuados representa una linea de
desarrollo de productos, los cuales deben ser complementados con trabajos bdsicos de
experimentacion. Actualmente, foda la nueva familic de malericles biosorbenies se
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desarrolla a parlir de los descubrimientos originales de los distinfos fipos de biomasa, las
cuales poseen propiedades sobresalientes de biosorcién.

2.4 Los mejores biosorbentes

Para lograr el éxito en un proceso de biorremediacidn, la seleccidn de la biomasa ha sido un
factor clave [Nakayina y Sakaguchi, 1986), pues las propiedades particulares de los distintos
microorganismes, estableceran los mecanismos adecuados para la biorremediacion de
determinados ambientes contaminados.

Los criterios de un agente activo para remover confaminantes de cuerpos de agua, se
encuentran listados en la Tabla 2.1. En la medida gue un material biosorbente cumpla esios
criterios, tendrdn mayor interés en su aplicacién.

Tabla 2.1 Criterios de un agente ideal para remover
Contaminantes en solucién

s coptura eficiente y rgpida
producido a bajo costo

s coracteristicas fisicas
para poeder ser utilizado en flujo continuo.

s selectivo.
dlta versatilidad (Amplio rango de Ty pH}
gue no dependa de la concentracidn de los oxicos
(sirva o bajas concentraciones, < a 10 ppm, asi come a altas
concentraciones = a 100 ppm)

« regenerable

Adaptado de: Volesky, 1990.

Algunos procesos industriales producen biomasa micrebiana, come los procesos operados
por la farmacéutica o por algunas industrias bioquimicas, pudiendo ser sus residuos posibles
subproductos al aplicarlos como biosorbentes, Otra posibilidad que es explorada, es la
obtencidn de biomasa algal a través de la propagaciéon de clgas de agud dulce o por
colecta de algas en ambientes marinos.

Algunos ejemplos de microorganismos cuya capacidad como  biosorbentes ha sido
estudiada son, entre otros, los producidos por la industria de la fermentacion: Penicillium
chrysogenum (Tsezos v Volesky, 1981), Rhizopus arrhizus {Tsezos v Bell, 1989) y Bacilius spp; o de
ambientes marinos: Sargassum natans, Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus ¥y Palmyro
spp; o bien, de estanques de agua dulce como: Chiorela spp (Volesky et al., 1992). Estas
biomasas han tenido distintos desempefios en su capacidad de biosorcién, y todas han
servido de base para el desarrollo de nuevos bicsorbentes,

La industria del fraiamiento de aguas residuales es un sector que produce importanies
canfidades de residuos de biomasa microbiana, por lo que puede constituir una fuente
potencial de material biosorbente.,
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2.5 Industria del fratamiento bioldgico de aguas residuales

En general, los objetivos del fratamiento biologico de aguas residuales, son fa coagulacion y
eliminacién de sdlidos coloidales no sedimentables, asi como ka estabilizacién de la materia
orgdnica, digifiendo moléculas complejas y frasforméndolas en moléculas mds sencillas
(Winkler, 1994). Algunos sistemas bioldgicos son aplicados en el fratamiento de aguas cuyo
contenido de contaminanies s, en su rmavoria o fotalidad, orgdnico vy por consiguiente
bicdegradable. En los fratamienios bicldgicos se involucran una serie de organismos que
degradan la materia orgdnica o través de su metabolismo. La ingenieria sanitaria crea
microclimas en tanques o reactores con |las condiciones necesarias para el mejor desarrollo
de los organismos involucrados en g estabilizacién de la materia orgdnica, acelerando los
procesos gue naturalmente tardarian mayores fiempos.

Se distinguen dos grupos en sistemas de tratamiento biolégico, segin el aceptor final de
electrones en su metabkolismo: los procesos aercbios, si el aceptor final de electrones es e
oxigeno; y los procesos ancercbios, si el aceptor find! son compuestos oxidodos, como
sulfatos y nitratos o, como en el caso de la fermentacion, moléeculas orgdnicas. Esta
diferencia metabdlica conlleva implicaciones técnicas y econdmicas importantes para la
industria de aguas residuales. La Figura 2.1 representa el flujo de energia que tiene lugar en
uno v ofre proceso; asimismo se aprecian las diferencias gque existen durante la
fransformacion del sustrato a productos finales.

CH+CO, (90 %)

anaerobigy

(10 %)

H0 + CO5

ORGANICA
energia disipada (35 %)

0f — — — — — — - (85 %)

en caso de contar con digestion
aerobia de lodos de purga

Figura 2.1 Flujo de energia en los procesos bioldgicos
de tratamiento de aguas residucles

la tecnologia anaerobia para el tratamiento de aguas residudles, surge en los aftos 80's
como una opcidn atractiva para el control de la contaminacién, B reactor anaerobio de
flujo ascendente [UASB: Upflow Anaerobic Sludge Blanket) es fundamentalmente aplicado
para tratar aguas residuales industriales con media y elevada carga organica. Sin embargo,
en climas célidos y semicdlidos, aguas residuales diluidas, como las de fipo doméstico,
también pueden ser fratadas (Noyola, 1993}.
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Bl reactor fipo UASB en la actuadlidad es popular por su dlfa taza en los frafamientos
biolégicos anaerobios, dado que es capaz de soportar altas cargas de materia orgdnica (20
kg DQO/mad) con eficiencias de remocidn del 70 al 80%, siendo eliminada ésta, a un bagjo
costo de operacién; ademds produce biogds (CHs v CO2, principalmente), que puede ser
utilizado como combustible,

Algunas ventajas del reactor UASE frente a los fratamientos anaercbios tradicicnales, se dan
en ef grado de contacto y en la habilidad de refener una alta conceniracion de biomasa sin
necssidad de materiol de soporte, ain a pesar de la velocidad ascendente, Dada g alta
concentracién de biomasa, el reactor puede operar con tiempos de retenciéon hidraulica
corfos. Sin embargo el éxito de operacidén de estos reactores requiere de una buena
capacidad de sedimentacion de la biomasa. En un UASB, la biomasa es retenida como
agregados celulares llamados granos, formados por las propiedades naturales de
inmovilizacion de las bacterias.

H reactor UASB puede ser esquematizado en 3 compartimentos: {1} el lecho de lodo granular,
(2) la zona de expansion, v [3) el separador de fases solido - gas - liquido {Figura 2.2).

™ c

A

Figura 2.2 Representacion esquemdtica de un reactor UASB
(A) influente; (B) efiuenie; (C} salida de gas

La comunidad microbiana granular anaerobia se localiza en la parte baja del reactor. El
agua residual ingresa por abajo y afraviesa el lecho de lodes. Aqui los compuestos orgdnicos
son degradados bicldgicamente produciéndose biogds y nuevos microorganismos. Amiba del
lecho de lodos se desarrolla una zona expandida, debido a la produccion del biogds v «al
flujo ascendente del influente. En el separador de fases son separados el biogds el liquido v
los sélidos. Los granos con buena capacidad de sedimentacion regresan al lecho a través de
la zona fluidizoda, donde fléculos y bacterias dispersas son “lavadas” del reactor con el
efluente.
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2.5.1 Comunidad microbiana granular anaerobia

Diferentes tipos de conglomerados microbianos han sido descritos, tales como granos, pellets,
floculos y lodos floculentos. Sin embargo esto no es una clara distincidn endre los diferentes
conglomerados. Algunos aufores usan las siguientes definiciones: Los pellets y los granos son
cohglomerados con una estructura densa; después de sedimentar, estos presentan una
apariencia bien definida. Los fléculos v el lodo floculento son una estructura laxa, gque
después de sedimentar foman una forma macroscépicamente homogénea (Dolfing, 1986)

El diGmetro del lode granular varia deniro del rango de 0.14 a 5 mm, dependiendo del agua
residual que tratan, las condiciones de operacién y el método andlitico utilizado. Asi por
ejemplo, los granos que se desarrollan en sustratos acidificadoes, tal como el acetato, son
generalmente mds pequenos gue los granos que crecen en sustratos acidogénicos, {e. g.
glucosa). La forma del grano puede variar ampliomente, pero estos tienen generalmente
una forma esférica. Las velocidades de sedimentacion libres se encuentran en el rango de 18
d 100 m/h, pero los valores fipicos son entre 18 v 50 m/h. Menos de 20 m/h, se considera una
pobre sedimentacion; de 20 a 50 m/h, granos con una capacidad safisfactoria de
sedimentacidon y mdas de 50 m/h, se fienen por una buenda condicién de sedimentacion,
{Schmidt y Ahring, 1996).

La materia inorgdnica, o las cenizas de los granos, varia del 10 ol 90% del peso seco del grano
dependiendo de la composicion del agua residual, las caracteristicas del proceso, ete. Sin
embargo, de manera general se puede decir que los granos que crecen en aguas residuales
compiejas tienen un menor contenido en cenizas que los que crecen en sustratos simples,
{Hulshoff y Lettinga, 1986). Los principales componentes de las cenizas confenidas en granos,
son el calcio, el potasio y el hierro, {Schmidt y Ahring, 1996). Algunos autores reportan que el
30% de las cenizas contenidas son sulfuro de hierro {FeS), el cual puede ser el responsable del
color obscuro del grano (Dolfing, 1986).

Composicion microbiana det grano

La compieta degradacion de la materia organica a CH: v COz2 bajo condiciones anaerobias
involucra una compleja inferaccion de diversos grupos bacterianos.

De manera general, la materia orgdnica se degrada partiendo de las bacterias
fermentativas que hidrolizan polimeros bioldgicos por medio de enzimas extracelulares; los
oligbmeros y mondmeros que se forman son fermentados a acetaio v otras cadenas cortas
de dcidos grasos voldtiles, tales como propinato v bulirato. En ioles condiciones
metanogénicas, los dcidos grasos a su vez son oxidados a acetato, hidrogeno y bidxido de
carbono por bacterias acetégenas productoras de hidrégeno. Finalmente el acetato v
H2/COz2 son convertidos @ metano por bacterias metandgenas (Hungate, 1969%).
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La cuenta de bacterias en un grano se ha llevado a cabo por diferentes vias; las cuentas
directas tipicas, dan una conceniracion celular SE10 a 1.4E12 células/ml de grano (Schrmidt y
Anring, 1996). Estas técnicas son apoyadas por méiodos colorimétricos y microscopia
electrénica de transmision, resultados que no aportan informacién acerca de la canfidad y
la actividad de los diferentes grupos tréficos en los granos. Ademds, la identificacidon de
bacterias por criterios morfoldgicos puede no ser una heramienta valida, dado que los
granos son ecosistemas complejos, Ver Figura 2.3.

Figura 2.3 Microfotografia de un grano anaerobio por micrescopia electrénica de
barrido, donde se muestra la variedad en la composicidn microbiana,
Cortesia de A, Noyola, Insfitute de Ingenieria, UNAM

La técnica conocida como NUmero Mas Probable [NMP) apoyada por técnicas de
distamiente {Anexo C), determina el nimero de bacterias que conforman los distintos grupos
tréficos. En algunos estudios de NMP han sido identificados los siguientes géneros bacterianos:

Metandgenas
Methanobrevibacter spp.,

Methanospirifium spp..
Methanosaeta spp (antes conocida como Methanothrix spp).
Methanosarcinag spp.

Sintréficas
Synfrophobacter spp.

Syntrophomonas spp.
Peiobacter spp.

Sulfato reductoras
Desulfovibrio sp.

Desulfobulbus sp.

Las procedimientos moleculares de tipo inmunoldgicoe, tales como anticuerpos monoclonales
y policlonales, o bien pruebas con dcidos nucleicos, han servido para determinar la especie
de algunas bacterias que conforman e grano. EBstas técnicas pueden ser aplicadas
directamente a suspensiones de granos desintegrados o en granos poco densos. Estas
investigaciones han servido para deferminar Ias siguientes especies bacterianas, donde el
grupo mas estudiado a side el de las bacterias metandgenas (Dolfing, 1986: Guiot, 1992;
Hulshoff y Leftinga, 1986; Kasaric et al., 1990; entre otres.):
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Methanobacterium formicicum, Methanobrevibacter arboriphilus,
Methanobacterium thermoaufrophicum, Methanospiriium hungatei,
Methanobrevibacter smithil, Methanosarcinag thermophila, Methancsaeta concilii,
Methanogenium marisnigri, Methanosarcing mazei.

También se han observado otras especies microbianas relacionadas con la degradacion de
ciertos susfratos (Schmidt y Ahring, 1996). Algunas de éstas son:

Bacterias relacionadas con la degradacion del etanol:
Pelobacter carbinoiicus.

Bacterias relacionadas con la degradacién del propionato:
Synirophobacter wolinii.

Bacterias relacionadas con la degradacién del butirato;
Syntrophomonas wolfei,

Bacterias relacionadas con la decloracion anaerobid:
Desuifomonile tiedjei.

Asimismo, con ayuda de fecnologia moderna, se ha observado que Methanosaefa y
Methanosarcina, tienen un papel importante en g formacién del grano. Amboes grupos son
bacterias metanogénicas acetoclasticas; Methanosaefa usualmente crece en largos
agregados de 1 a 3 um de didmetro; estos agregados consisten en grandes nimeros de
células Individuales rodeadas por una pared gruesa. Los sustraios de estas bacterias suelen
ser acetato, metanol, mefilaminas v algunas veces Hx/CO2 [Schmidt y Ahring, 1996).
Methanosarcina es facilmente observada en el microscopio debido a su merfologia
caracteristica y a que posee el cofactor fluorescente Fian. Methanosaeta es un organismo
flamentoso que solo crece con acetato, y tiene una cinética de crecimiento menor a
Methanosarcina. Methanosaeta también posee una morfologia caracteristica pero tiene
bajos niveles del cofactor Faso, por lo que se dificulia su determinacion.

Doliing (1986). indica que en conteos directos microscédpicos que realizé sobre lodo
metanogénico granular, del 40 al 50% de la poblacién microbiana pertenecen a los géneros
Methanosaeta y Methanosarcina. Sin embargo, en la composicion microbiana, no se ha
detectado uniformidad en muestras de lodo granular de distinta procedencia, pero si se ha
observado que en todas las muestras analizadas se presentan organismos del genero
Methanosaeta. Por ello, se propone gue estas bacterias son un componenie esencial para la
formacion del grano.
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Estructura del grano

Dolfing et al, {1985) dafirman, tomande como base estudios hechos con microscopia
electrénica de transmision, que los organismos se encueniran distribuidos al azar dentro del
grano y por lo tanto no se puede observar una organizacion intermna que sea repetitiva.

En el mismo sentido, Dubourguier et al. {1988) enconiraron que los agregados microbianos
soh hetercgéneocs al observar microfldéculos con un intervalo de didmetro de grano de 10 a
50 umn, formados por bacienras del género Methanosaeta tordeados por colonias de cocos y
bacilos. Estos microfldculos se presentan en todos los digestores anaerobios vy su formacion en
los reactores UASB se debe a los filamentos producidos por las bacterias Methanosaeta.
Dichos filamentos forman puentes entre los microfloculos, lo que da como resulfado la
formacion de fldculos con didmetros mayores ¢ 200 um, en los que se aprecia un gran
numero de microcolonias embebidas en una matriz exopolimerica, En la parte superficial de
varios granos es posible observar tineles que presumiblemente son Gtiles para la fransferencia
de sustrato {Guiot, 1992). Ver Figura 2.4,

Figura 2.4  Superficie de un grano mostrandc [as cavidades.
Cortesia de A. Novola, Instituto de Ingenieria, UNAM

Por ofra parte, Guiot ef al. {1992a) proponen el "Modelo Multicapas”, en el cudl se considera
a los granos como consorcios concéntricos que poseen una estruciura bien definida.
Mediante diversos experimentos, ol nivel de laboratoric, con reactores UASB en condiciones
mesofilas alimentados con sacarosa, se observd que los granos obtenidos mostraban una
estructura formada por fres capas, cada una de las cuadles poseia morfotipos bacterianos
distintivos. Ver Figura 2.5.
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Figura 2.5 Modelo estructurado en Mulficapas (Guiot, et al., 1992)

En este modeilo, la capa inferng, que es el centro del grano, esia fermada por baciios que
posaen flagelos terminales, de la misma forma vy tamafio gue los descritos para especies de
Mefhanosaeta. La capa media, estd constituida por bacilos y cocos; de acuerdo a distintas
observacicnes, los bacilos se asemejan a las especies de Methanobrevibacter descritas peor
Dubourguier et ol (1988). La capa exferna, contiene una mayor diversidad de
microorganismos e incluye organismos aciddgencs y sulfatorreductores, asi como organismos
tipe Methanococcales y filamentos fipo Methanospirilium.

Sin embargo, al andalizar y comparar las muestras de distintos lodos granulares de diferente
procedencias, muestran que existe una gran variedad en Ia estructurg fisica del grano, porlo
que no se puede generalizar un modelo estructural Unico {Alibhai y Forster 1988).

Exopolimeros del grano

Los exopolimeros celulares (EPC) bacterianos son estructuras de ofigen bacteriano, que en {as
células Gram negativas estan constituidos principalmente de polisacdridos, y en el caso de
las Gram positivas, primordialmente de peplidoglicanos {Ondarza, 1988). Los EPC pueden
estar hechos de desechos orgdnicos. células lisadas vy ofros materiales orgdnicos excretados
por la célula; estos contienen polimeros de sacdridos, profeinas, lipidos y acidos nucleicos.
(Ver Anexo 2}.
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Diversas investigaciones muesiran que las bacterias en los granos estdn rodeados de EPC, por
lo que Guiot {1993}, indica gue la formacidén de granecs estd correlacionado con la
produccion de EPC. Este mismo autor ademds ahade que el principdl factor bioldgico para
lo agregacion vy adhesion en los consorcios bacterianos, es la produccidon de EPC. La
composicién quimica de éstos puede consistir en homopolimeros, o bien, una compleja
variedad de heteropolimeros (monosacdridos, hexosas neutrales, é-desoxinexosas, polioles,
dcidos urénicos, acidos hialurénicos y aminoazucares). La mayor parte de los EPC alcanzan
altos pesos moleculares (PM > 10 000) (Foster, 1982).

De acuerdo con los resultados de Ross {1994}, los EPC de los granos anaerobios conforman el
4% del tolal del peso seco, estos conlienen polisacdridos dcidos y son de naturaleza
aniénica, la cual determina la carga de la superficie del lodo, siendo esta negativa (-10 mV a
-20 mV] {Horan et al., 1984). El mayor constituyente en los polimeros celulares es de naturaleza
proféica (Morgan et al., 1990], restringiéndose la produccion de exopolisacdridos o las
bacterias metandgenas.

B contenido de EPC en granos se encuenfra entre 0.6 v 20% de SSV dependiendo del lodo
granular examinado, o exiraccién y el método andlitico aplicade (Schmidt y Ahring, 1994).
Los EPC de los granos consisten principalmente de proteinas y polisacaridos, tipicamente en
proporcicnes entre 2.1 y 6:1; tumbién se han enconirado lipidos en 0.02 v 0.05% de SSV
(Foster, 1982). La composicién de EPC aofecta las propiedades en la superficie de la bacteria
y las propiedades fisicas del grano, asi como la poresidad de la mairiz de los EPC afecta la
actividad celular a fravés de la regulacion a la transferencia del sustrato y el fransporte del
biogds (Moreno, 1994}

La produccion de biomasa excedente de los fratamientos anaerobios de aguas residuales,
suele constituir un problema en cuanto a su iratamiento y disposicion. Las caracteristicas de
la estructura del lodo granular anaerobio procedente de un reactor tipo UASB, ast como las
caracteristicas fisicas y quimicas peculiares de la matriz de EPC, estimulan el estudio de todo
este conjunto de cualidades para uilizar los grancs como material bicsorbente de elementos
no deseados en los cuerpos de agud, y converir este residuo del fratamienio de aguas
residucales en un subproducto susceptible de ser aplicado en la biorremediacidn de
ambientes afectados por compuestos toxicos. En este sentido, la investigacion y el desarrollo
de fecnologias que sedan capaces de remover compuestos toxicos, reutilizando dichos
grancs, se abre como un tema de oportunidad.
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CAPITULO 3

METODOLOGIA

"Concern for man himself and his fate must always form
the chief inferest of all fechnical endeavour.

Never forget fhis in the midst of your diagrams and equations.”
A. Einstein.

B presente trabaojo, se condujo como un estudio comparativo enfre el comportamiento de
biosorcion de dos lotes de biomasa granular anaerobia, procedentes de la purga de dos
distintos reactores tipo UASB. Los compuestos téxicos en solucidon por biosorber fueron: el
fenal; el 2.4,6 - friclorofencl; el plomo 1y el cromo Il

La seleccion de los lotes de biomasa se dio en razdn de su disponibilidad v de la abundancia
de exopolimeros celulares (EPC) gue contiene el grano. Por lo que se readlizd un andlisis de
diversas muestras de biomasa granular de distintas procedencias, para determinar su
concenfracién de exopolimeros celulares iotales (carbohidratos, proteinas y/o lipidos),
técnica gue se encuentra descrita en el Anexo C.

Las fases experimentales fueren divididas en fres etapas.

3.1 Lotes de biomasa: preservacion y caracterizacion

Una vez seleccionados los dos lotes de biomasa granular anaercbia, fueron fratados por
separado y de manerd similar.




Los lodos se tamizaron a través de una malla de abertura de 0.6 mm de didmetro,
desechando en lo posible la biormasa floculenta {agregada de forma laxa) y la materia no
digerida, obteniendo asi granos de tamafio uniforme.,

Posteriormente 1os granos tamizados fueron resuspendidos en una solucién isoténica, lo
solucidn fisiologica de Ringer (Holtizman y Novikoff, 1988), preparada con NaCl al 0.9% con el
objeto de mantener a los granos en un medio osmdficamente estable, que les permitiera, en
lo posible, mantener su morfologia.

La caracterizacion de cada lote de biomasa granular anaerobia, antes de iniciadas las
pruebas de biosorcidn, consistid en los siguientes andlisis, los cuales son descritos en el Anexo
C:

- Determinacion de solidos (ST, SV, y SF).

- Indice de volumen de lodos {IVL).

- Velocidad de sedimentacion.

- Actividad metandégena cl dcido acético.

- Numeracion de grupos réficos bacterianos por la técnica de nimero mas probable
{NMP].

- Deteccidon de los metfales P y Cr, por digestion total de una muestra de biomasa
seguida de espectrofotometria de absorcion atémica.

- Deteccidn de fenol (fenol y/o 2.4,6 - triclorofenol), por digestidon toial de una muestra
de biomasd, seguida de una técnica coloriméfica basada en la reaccion def fenol
con la 4 - aminocantipiing.

3.2 Seleccion y caracterizacion de los lotes de biomasa granular anaerobia

Para llevar o cabo los experimentos de biosorcion, inicialmente se contd con 4 diferentes
lotes de biomasa cbtenidos de la purga de distintos reactores fipo UASB. Bl primer lote
operaba con agua de una industria papelera nacional, ofrc con agua de la industria
cervecera, un tercer lote operaba con agua procedente de un complejo industrial y por
alfimo biomasa granular obtenida de un UASE que trata agua residual de una industria
papelera ubicada en Canadad.

Parg cada uno de estos cuahro lotes de biomasa, se redlizé [a extraccion térmica de EPC de
las bacterias que conforman el grano, parg asi poder elegir aquellos 2 lotes con mayer
abundancia en EPC, y con éstos redlizar los experimentos de biosorcion. Sin embargo, 1a
normalizacion de la técnica de extraccidn de EPC no fue satisfactoria para los lotes de
biomasa procedentes de la indusiria papelera ni para la del reactor que operabba en
Canadd, pues los resultados obtenidos presentan una gran variacidn; probablemente tal
dispersidn de los datos se delba a las caracteristicas fisicas de la biomasa, donde se observd
gue el factor comin de estos dos lotes era la presencia de granos laxos.
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Por lo anterior, los lotes analizados de biomasa seleccionados, fueron los procedentes del
reactor que operaba con residuos de la industria cervecera, en el proceso de malia, reactor
ubicado en Grajales, Puebla {lofe 1); y del reactor diimentado con agua residual compuesta,
con fuerte proporcidn de efluente cervecero, procedenie del compligjo industrial en
Monterrey, Nuevo Ledn {lote 2).

3.3 Experimentos de biosorcion

Los experimentios de biosorcidn parten del principio de que el contacto entre la biomasa
microbiona anaerobia v la sustancia gue contiene los elementos a sorber, alcanzan el
equilibric {sorcidén - desorcidn) a una cierta temperatura establecida. En este punic una
cantidad determinada del sorbato es secuestrada por el sorbente estableciéndose el
equilibrio con lo canfidad remanente en ia solucién, conocida como la solucidn residual,
final © concentracion en equilibrio (Cr) de los compuestos de interés.

Los experimentos de biosorcion se redlizaron en lofe (batch), como lo muestra la Figura 3.1,
con pruebas por triplicado en botellas seroldgicas de 150 mil a las que se le adicionaron 21 ml
de biomasa (M) a una concentfracion de sdlidos previomente determinada. A la biomasa
granular se le extrajo la mayor cantidad de agua posible utilizando un filtro de fibra de vidrio
(GF-A} para evitar efectos de dilucidn en la prueba. A las botelias seroldgicas con la biomasa
se les adicionaron 100 mi (V) de la solucién problema de las diferentes concentraciones
iniciales (Ci} de los sorbatos (Pb, Cr, y fenoles). Los confiroles que se establecieron conienian
solo solucién problema pero ausencia de biomasa, y fueron manejados de manera idéntica
a las demds muestras, para asi poder medir posibles sorciones no debidas a la comunidad
microbiana anaerobia.

Todas ias botellas seroldgicas, la bicmasa vy las soluciones problema, fueron colocadas por
separado cuatro horas antes de iniciadas las pruebas en una cdmara con temperatura
constante a 30° C; y se agitd a 120 r.p.m. la cual no dafid los granes y aseguré un adecuado
contfacto con la solucién. La velocidad elegida, se determind después de probar distintas
velocidades de agitacion, como se presenta en el siguiente capitulo.

La Cr se obtuvo tomando una muesira de la solucion separdndela por filtfracion de ta fose
sélida a distintos tiempos (0.0, 0.25, 2 v 24 horas}, para su posterior andlisis. El muestreo en el
tiempo para los experimentos de biosorcion, se usd para establecer el flempo en que se
alcanza el equilibrio. Se asumid que la C, era el resultado del andlisis de la muestra fomada al
fiempo 0.0 de iniciada la prueba. La captura del sorbato (g o x/m; en mg de sorbato por g
de biomasa), se calculd de acuerde a la siguiente formula (Castellan, 1985):
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g = adsorbato adsorbido por
unidad de biomasa.

VvV = volumen de solucién problema.
C = concentracidn inicial.
Cr = concentracion final.
M = canfidad de biomasa
¢ filtrado
andlisis por.
espectrofotometria

de absorcién atdmica

{ (metales) y pruebas

solucion de biomasa agitacién colorimétricas {fenoles)
compuesto téxico solucion J20rpm._,

Figura 3.1 Experimentos de biosorcidon

3.3.1 Experimenios de biosorcidn de fenoles

tos compuestos fendlicos que se analizaron fueron &l fenol v el 2,4.é-triclorofencl, debido o
sus efectos, toxicidad y destino en el ambiente.

Los fenocles residuales fienen diferentes aliernativas de fratamiento, de acuerdo con lo
concentracion de fenol en el agua residual. Las concentraciones intermedias que contienen
et intervalo de 5 a 500 mg/l de fenol, son las que Patterson [1985) recomienda para ser
fratadas ya sea con procesos bioldgicos, con carbén activado, y/o por oxidacién quimica,
enire otros métodos.

Por to anterior, las Ci analizadas en 1as pruebas de biosorcién con fenol, son concenfraciones
intermedias, permitiéndose analizar el comportamiento de la biosorcion, con otros métodos
fradiciondles. Con este pianteamiento se llegd a las siguientes concentraciones iniciales de
fenoles, eligiéndose una concentracidn mayor a 500 mg/l para evaluar sus posibles efectos:

Fenol  50mg/l  100mg/l 200 mg/l 300 mg/t 500 mg/t 1000 mg/!
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Debido o los fuertes efectos téxicos del triclorofencl, para las pruebas de biosorcidon se
sligieron C, menores a las elegidas para el fencl. Las concentraciones parfieron de 0.5 mg/l,
porgue lds normas que reguian las descargas industriagles de agua residual, como la que
establece limites de las aguas provenientes de la refinacidn de petrdlec y petroquimica,
indican dicho valor como maximo permitido en las descargas. Los otros valores se calcularon
con la funcidn fix)=5x%, siendo x Ia conceniracion anterior probada, para obtener un espectro
de C

Triclorofenol  0.5mg/t 2.5mg/tt 12.5mg/t 62mg/t  312mg/l 650 mg/)

Determingcion de fencles en solucion

Con una pipela se obtuvieron 10 ml de solucidn de las boiellas prueba, en los horarios
determinados. Posteriormente la muestra se filird con fillros GF-A, desechando los primeros
mililiiros, para levar asi el filfro ol equilibrio. Las soluciones filfradas y debidamente
etiquetadas se aimacenaron a 10°C para su posterior andiisis en un fiempo no mayor de 24
horas.

La técnica que se uUlilizd para determinar la concentracidon de fenoles en solucicn es de
acuerdo con el Standard Methods {APHA, 1989; Anexc C). Dicha técnica colorimétrica,
basada en la 4-aminoantipirina, se realizé en un especircfoidmetro tipo HACH nimero 3020,
con el cual se habian elaborado previomente las curvas de calibracidn con scluciones de
concenfraciones conocidas de fencl y friclorofenol respectivamente. Para todas las
diluciones necesarias se utilizd agua destilada.

3.3.2 Experimentos de biosorcién de plomo y cromo

Las pruebos de biosorcién para los mefales plomo y cromo, fueron obienidas de ias sales
Pb(NQs}2, para obtener Pb 1l en solucion y Cr{NOs)s, para obtener Cr ill en solucidn.

Las descargas mdaximas permisitles de plomo v cromo en aguas residuales es de 0.5 mg/l
para el plomo y de 1 mg/l para el cromo (NOM 001 ECOL - 19%94), por lo que las Ci partieron
de estas concentraciones. La seleccion de las distintas concentraciones se realizdé de manera
similar @ las concentraciones de triclorofenol, obteniéndose los siguientes valores en solucion
de éstos metfales.

Pk Ii |O.5mg/l, 2.5mg/l, 125mg/l,  é2mg/l, 312mg/l, 650 mg/l
cril | 1mg/l, 5mg/l.  25mg/l, 125mg/l, 625 mg/l
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Particularidades de las pruebas de biosorcidén de metales

Debido a la tendencia de los metales de formar hidroxicomplejos a un pH cercano al neutro,
se prepararon las soluciones con agua desfilada acidificada con acido nitrice 0.1 M, a un pH
de 4, donde las especies metdlicas predominantes sen las idnicas, tanto para ef plomo como
para el cromo (Perry vy Chilion, 1982). Sin embargo, la biomasa produce un medio neutro
(capacidad buffer), por lo gue al entrar en contacto la biomasa y la solucidén se forman
complejos metdlicos que precipitan. Para resolver este inconveniente en el momento de
tomar la muestra en los horarios determinados, se vaciaron las botellas serolégicas en un
recipiente, reteniendo la biomasa con el metal sorbido, en una malla con una aberfura de
0.6 mm de didmetro que permitio el libre paso de los precigitados meidlicos. La muestra fue
fomada una vez que se le adicionaron 0.5 ml de dcide nitrico concentrado, para obtener
predominantemente el metal en forma idnica v se agité la solucidon para obtener una
muestra homogénea.

3.4 Andlisis de los datos y cuantificacion de la biosorcion

De las lecturas del espectrofotémetro de absorcidn se obtuvieron resultados por friplicado,
porlo que se calculd un valor Unico para cada concentracion probada a fravés de obtener
el valor promedio de las repeficiones. Posteriormente se calculd la masa de compuesto
1axico sorbido por unidad de masa de [a biomasa para obtener el valeor de g o X/M, segin el
apartado 3.3

Para el presenie frabdjo se uiilizé el modelo matemdtico de Freundlich [Ver Anexo A), el cual
describe a fravés de las isofermas el fendmeno de la adsorcion, selecciondndose porque
para representar la biosorcién de la biomasa granular ancerchia a los diferentes sorbatos,
este modelo describe de manera general a la adsorcidn [(monccapa Y/ mullicapa;
intercambiable v/. {ijo). siendo de esta manera un modelo versatil que puede represeniar de
mejor manerd a todos los factores gue intervienen en la biosorcidn. Las isotermas se
construyeron con el siguiente modelo:

q= KCQ%

donde:

g = Adsorbato adsorbide  por
unidad de absorbente-

C. = Concentracién en equilibioc.
K = Constante de capacidad de
adsorcidn
. Constante de fuerza de
adsorcion
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fineglizada:

Ing=Ink+ Y InC,

donde:
In K = Ordenada al crigen.
¥n = Pendiente

Para hacer las comparaciones enfre los resulfados obtenidos en el establecimiento del
equilibrio de los distintos horarios analizados, se realizé una prueba de "t de Students”,
determinando si existen diferencias significativas enfre un grupo vy ofro. En dicha prueba se
empleo un nivel de significancia de 0.05.

3.5 Especiacién del plomo y cromo sorbidos en la biomasa

La especiacion de metales, segun Stover et al. {1976), aporta datos importantes para poder
calevlar la cantidad v la forma de los metales retenidos en lodos resultantes del fratamiento
de aguas residuales. Dicha técnica, descrita en detalle en el Anexo C, ufiliza distintos
reactivos como acidos, bases, sales y agentes quelantes para poder exiraer los metales de la
biomasa, separandolos en un proceso secuencial, que incluye a aguellos metales gue se
encuentfran unides como fracciones intercambiobles, adsorbibles, enlazados a grupos
orgdnicos y precipitados como carbonatos y sulfuros, siendo los principales mecanismos el
intercambio idnico, la sorcidn, la quelacion v la precipitacion.

De esta manerq, es posible obtener datos de la forma en que guedan retenidos los metales
Pb y Cr en la comunidad microbiana granular anaerobia of llevarse d cabo el fendmeno de
la biosorcidn. Para ello se selecciond una concentracion de cada metal siendo el valor
intermedio de 62 mg/l, y se redlizd una prueba de biosorcion, tal y como se describe en el
apartado 3.2. Una vez alcanzado el equilibrio se separaron fas fases sélido y liquido y se
realizd la técnica de especiacién de metales sobre la biomasa scrbente. Asimismo, se realizé
una digestion total de una muestra de biomasa granular después de estar en contacto con
la solucidn en tas condiciones establecidas hasta alcanzar e equilibtio.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

Oen la mveshigacidn, silencia cosas, porque reducen las esperanzas; lo mas profundo de la naturaleza, por
superstician; Ia luz de la experiencio g la opinicn del vuigo. Son pues innumerables 1os caminos, v a veces
impercepftibles, en que los afectos colorean e infectan la comprension.”
Francis Bacon

4,1 Caracterizacién de los lotes de biomasa granular anaerobia

La biomasa granutar anaerobia procedente de la industria cervecera {Lote 1) y ia biomasa
granular que operaba fratando agua residual compuesta industrial {Lote 2}, fueron los lotes
seteccionados para redlizar las pruebas de biosorcidn, debido a que en las pruebas de
estandarizacién de las técnicas {Ver aparfado 3.2), ambos lofes reportaron resultados
estables. Por lo anterior, se procedid a realizar las pruebas experimentales con estos lotes.

Los resultados de la extraccion térmica de EPC {Tabla 4. 1), indicaron una mayer presencia de
EPC por peso seco en &l lote 1, encontrdndose ambos lotes por abajo del intervalo esperado
para la biomasa granular {200-300 mg EPC / g SV}, segun lo reporta Kosaric et al. (1993).

Tabla 4.1 Resultados de extraccion de EPC

1359 mgde EPC/gdeSsT 1
1774 mgde EPC/gdesSV | 85 mgde EPC/gdeSV

7592 mgde EPC/gde ST

13.6 % de  EPC enpesoseco 7.6  %de EPCenpasoseco

Ei lote 1 se distingue sobre el lote 2 por sus granos bien definidos cuyo digmetro va desde 1 a
3 mm, mientras que para el lote 2 la forma del grano es mas bien variable. La mayor
presencia de exopolimeros en el lote 1, puede ofrecer una mejor matriz donde se embeben
los diferentes grupos bacteriances.

La caracterizacion de la biomasa consistié en determinar pardmetros tanto fisicos como
microbioldgicos {Tabla 4.2), En estos resultados se observa una mayor fraccion de materia
orgdnica en el lote 2, al presentar mayor cantidad de Solidos Voldtiles. Dicha materia




orgdnica No necesariamente representa la biomasa de los grupes bacterianos, pues también
presenta pgijillas y otros residuos que pudieran encontrarse en el caudal de agua con los que
se dlimentaba el reactor. Por ofro lado los resulfados obtenidos de las pruebas de Indice
Volumeétiico de Lodos {IVL} y Velocidad de Sedimentacion son similares (Ver Anexo C), siendo
para ambos lotes una baja velocidad de sedimentacidon, pudiende ser a causa de [a
interferencia que sufren los granos durante su sedimentacién, al no ser una sedimentacion
libre o de particulas discretas.

Tabla 4.2 Caracterizacion de los 2 lotes de biomasa granular seleccionados

» 3dlidos Totales 63.5 g/ {100 %) 65.7 g/t {Y00 %)
»  Soiidos Fijos 17.3 g/1{25 %) 7.09/1 {11 %)
+ Sdiidos Voldtiles 51.2g/1 {75 %} 58.9 g/1 (89 %)
e VL 13.8 ml/g ST 15.2 ml/g ST
« Vel de Sedimentacién 18.5m/h 18.1 m/h
+ Actividad Metandgena 0.6 g CHa - DQO/gSSY «d 0.3 g CH4—DQO/g SV «d
NMP:
Fermentativas 2.62E10 3.97E7
Meiandgenas Hidrogendfilas 2.16E4 1.85E4
Metandgenas Acetocidsticas 1.23E4 6.61E4
QPHAs 5.40E5 4.63E6
OPHAP 3.86E5 1.05E5
Sulfato Reducicras 2.62E8 6.61E6

NMP: NUmero Mas Probable por gramoe de Solido Suspendido Voldtit (SSV)
de 4 grupos fréfices bacterianos,
OPHAg: Acetdgenas obligadas a producir H* a partir de butirato;
CPHAP: Acetdgenas obligadas a producir H* a partir de propidnico

La actividad metandgenda se aprecia diferente en ambos lotes, presentando el lote 1 mayor
produccidn de gas metano. Se considera que un lodo granular es allaomente activo cuando
alcanza una actividad especifica de 1 g CHs - DQO /g SV e d. (gramo de gas metano -
Demanda Quimica de Oxigeno / gramo de solido suspendido voldatil por dia, unidad para
calcular la produccion de metanao por lote de biomasa microbiana) Sin embargo. aunque
las actividades de ambos lotes estdn por debadjo de 1, éstos en la préclica operan
satisfactoriamente en sus corespondientes reactores UASB, en la degradacion de la materia
orgdanica (Noyola, comunicacion personal).

Los datos obtenidos con ia técnica del NMP, muestran mayor abundancia de ceélulas
fermentativas en el lote 1. Las bacterias fermentativas principalmente hidrolizan oligémeros y
mondmeros fermentandolos a acetatos v otros dcidos grasos. Ast también el lote 1 presenta
un mayor nimero de bacterias sulfatorreductoras (SR}. Bl hecho de la mayor abundancia de
bacterias SR en el lote 1, resulta de interés para la biosorcion, ya que este tipo de bacterias,
en condiciones anaerobias reducen sulfato (S0O4)2 hasta iones de sulfuro (§%), los cuales
pueden formar facilmente ligandos con metdles pesados para formar sulfuros metdlicos y
precipifarios. En el resto de los grupos bacterianos gue conforman el grano, existen algunas
diferencias de ndmero, sin embargo el orden de magnitud de las cantidades, es el mismo.
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4.2 Velocidad de agitacién

Las pruebas de biosorcidn se redlizaron agregande 21 ml de biomasa con 100 ml de agua
destilada en condiciones controladas de temperatura (30° C) v a und velocidad de
agitacion de 80, 100, 110, 120, v 130 r.p.m., por un tiempo de 24 horas denfro de botellas
serologicas de 150 mi selladas con tapdn de goma, 1as cuales fueron colocadas de forma
horizontal en la plancha agitadora para que asegurar € contacto entre el biosorbente y el
biosorbato.

La velocidad de 120 r.p.m. se seleccions para realizar los experimentos de biosorcion por ser
la maxima velocidad que dl término de la prueba mantuvo a los granos de los dos lotes, con
la misma apariencia fisica de antes de iniciada la prueba, no observdandose aumento de la
turbidez en el liquido sobrenadanie.

4.3 Experimentos de biosorcion

Tedas las pruebas de biosorcion por la biomasa granular anaerobia, fueron de acuerdo a la
metodologia descrita en el capitulo 3. Las adecuaciones en los experimenios para cada
compuesto {éxico analizado, se presentan antes de exponer sus correspondientes resultados.,

4.3.1 Biosorcién de fenol

Las concentraciones de fenol probadas fueron de 50, 100, 200, 300, 500 y 1000 mg/l que, de
acuerdo con la metodologia descrifa en el apartade 3.2, se pusieron en contacto con la
biomasa granular anaerobia de ambos lotes.

En la metodologio se sefala la necesidad de conocer gl fiempo donde s¢ establece el
equilibrio, o sea, cuando g concentracién final es constante, alcanzando el equilibrio entre
la sorcién y la desorcion, siendo este el punfo indicade para fomar las muestras y
posteriormente analizarlas.

En el caso del fenol, en pruebas preliminares llevadas a cabo durante la normalizacidn de la
técnica, se observd que no presenfaban variacion en los resultados de las muestras fomadas
en los distintos horarios {0.25, 2 y 24 hrs.). Por lo que los resulfados fueron cbhtenidos del andlisis
de las muestras tomadas a las 2 horas de iniciadas las pruebas. Esto va en el senfido de
frabajos de biosorcion de fencl realizados por ofros autcres coma Kennedy et al. 1992, en el
que toma dicho horario por estimar que es fiempo suficiente para que se complete el
fendmeno de la sercidn, Ademds, considerando la buena actividad metandgena de los
granos, la posibilidad de biodegradacién de fenoles es posible {aungue no esté aclimatada
la biomasa) por lo gue, en el horario seleccionado para fa toma de muestras, s& minimiza la
posibilidad de biodegradacién del sorbato.
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En las Tablas 4.3 para el lote 1 v 4.4 para el lote 2, se muestran las conceniraciones finales
alcanzadas, asi como los valores de fenol biosorbido por gramo de biomasa.

Tabla 4.3  Resultados de las pruebas de biosorcidon de fenol en lote 1

100 1080 I 38.4 .06 1.0741

100 1080 100 70.15 2.98 . 2.7593
100 1080 200 152 4.80 4.4444
100 771 300 D48.24 517 6.7056
100 843 500 £15.7 8.48 10.0593
100 843 1000 - 88307 11.69 C- L 138671

Tabla 4.4 Resultados de las pruebas de biosorcidn de fenol en lote 2

100 1344 50 v 2.83 21657

100 1344 100 5630, 4.37 : 3.2515.
100 1344 200 15270 473 3.5193
100 1384 300 TTo4800 - 5.20 - ‘38140
100 1384 500 425.20 7.48 ‘ 5.4046
100 1384 1000 ¢ 917.50 8.25 - 59410

Los resultados de las pruebas con fenol en ambos lotes, se muesiran graficados en las figuras
4.1 y 4.3, con sus respectivas isotermas de adsorcion linearizadas por el modelo de Freundlich
(Fig. 4.2y 4.4).
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Las lineas de tendencia obtenidas durante la biosorcién de fenol por los lotes Ty 2 (Fig. 4.1 y
4.3) tienen la forma caracteristica de las isotermas de adsorcién al formar curvas logarftmicas
cuando se construyen con base en las distintas concentraciones del toxico en solucién.

Al aplicar el modelo de Freundlich a los datos de biosorcién (Fig. 4.2 y 4.4), se observa que la
rectd gjustada para ambos lotes {iihea de tendencia), tiene un coeficiente de
determinacién acepiable dl observarse que el valor de R2 en ambos lotes es cercano a 1,
presentandose una pendiente mayor en el lote 1.

Si se sobreponen ambas isotermas (Fig. 4.5) se puede apreciar lo siguiente:
Amboes lotes fienen la misma capacidad de biosorcidn (3.52 mg/g), a una
concenfracién en equilibrio (inferseccién de los lineas), cuyo valor es de

123.4 mg/l.

tl lote 1 fiene mayor capacidad de biosorcién a altas conceniraciones
{hacia adelante del punto de interseccién}

EH lote 2 fiene una mayor capacidad de biosorcion a bdajas
concentraciones thacia alrds del puntc de inferseccidn).

Fenol

Dlotel
Alote 2

—

;‘0.5 i
\ -! InCf |
i 1

2

3 4 5 6 7

Figura 4.5 Isotermas de Freundlich para por ambos lotes. Biosorcidn de fenol, 30° C

Por ofro lado, o finearizacion de las curvas experimentales, siguiendo el modelo de
Freundlich permite llegar a las siguientes ecuaciones que nos ayudan a distinguir de manera
matemdtica, las diferencias entre la capacidad de biosorcidon de fenol por ambos lotes.
Asimismo, la ecuacion resulfante, nos permite calcular el comportamiento de biosorcidén de
la biomasa granular anaerobia a distintas concentraciones de fenol requeridas.
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Para el lote 1
grano de agua residual de malteria.

g, =0.077C Jms

Para el lote 2
grano de agua industrial mixia.

g, = 0.974C /375 14y

Se puede observar en la figura 4.6 que |as ecuaciones arrba presentadas se qjustan bien a
los resultados obtenidos experimentalmente.

20 .5

\
\ 18 }g’
16 1'% O Ecuacion 4.1
‘ 1; 1 A Ecuacion 4.2 o
| 10 4
i 8
i 5, —A
| 2]
, 2 | Cf {mg/l)
| o | ‘ : ‘ : ‘ :
! 0 150 300 450 600 750 900
|
|

Figura 4.6 Biosorcion de Fenot por ambos lotes,
de acuerdo al modele matemdatico de Freundlich

Por lo anterior se muesira que dl mencs en las concentraciones probadas, el modelo
matemdiico puede ser utilizado parag hacer los cdiculos pertinentes en el fendmenc de
biosorcidn de fenol por biomasa granular anaerobia.

4.3.2 Biosorcion de 2,4,6-Triclorofenol

Las pruebas de biosorcion de friclorofenol para ambos lotes de biomasa fueron realizadas
segun se describe en el aparfado 3.2, Las concentraciones iniciales analizadas de
triclorofenol fueron de 0.5, 2.5, 12.5, 62, 312 y 650 mg/l.

El establecimiento del equilibrio se reqlizd fomando muesiros a las 0.25, 2 v 24 horas con dos
concentracionss distintas [12.5 y 312 mg/l] para ambos lofes. Los resulfados de las pruebas
de establecimiento del equilitrio para triclorofenol se pueden ver graficados en las Figuras
4.7 v 4.8, para el lote 1 y 2 respectivamente, donde se observa que existen diferencias entre
0.25 horas y 2 y 24 horas. Sin embargo para apreciar si las diferencias son significativas entre 2
y 24 horas se reqlizd una prueba estadistica de “t de Sfudent”, estableciéndose una
compdracion estadisfica en ambos lotes. En las Tablas 4.5 y 4.6 se presentan los datos de
biosorcion para cada lote en los disiintos horarios.
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Para el lote 1:

TCF después del
contacto (my/l)

4

Ci
B Testigo

O1i5mn
@2hs 125 (o)

B 24hrs

Figura 4.7

Para el lote 2:

Ci de TCF

-—h
&

TCF después del
contacto (mg/h)
™

BTestigo
015mn
B2hrs.
W24hrs

125(gl)

CideTC

TCF después de
contacto (mgfl)

TCF después del
contacto (mg/l)

32(mg)

Cide TCF

Varlacién de la concentracién de triclorofencl respecto al tiempo para el lote |

312 (myl)

GdeTC

Figura 4.8  Variacion de la concentracién de friclorofenol respecto al tiempo para el lote 2.

Tabla 4.5 Datos de Prueba de 1, friciorofencl, lote 1

2 10.42 10.20 10.35 262.32 293.29 73.32
24 9.26 8.97 9.37 263.72 291.32 72.83
T t= 584.61 Xt =73.07

De acuerdo con los célculos matematicos, se obtuvo que 1a fearuade €5 igual a 0.00547 que
resulfa menor ol compararla con 1a tiastes (6, 0.05), la cual tiene un valor de 2.447 segin lo indica
la prueba de t (feoicuieda < Trabias ); por 1o que ka hipdtesis nula donde se planfea que no existen

diferencias entre los grupos (Ho; x1 = x2), es aceptada.

Por lo anterior se comprueba que no existen diferencias significativas en las concentraciones
finales de tfrictorofencl dlcanzadas enire 2 vy 24 horas de iniciadas las pruebas de biosorcion

por el lote 1.
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Tablg 4.6 Datos de Prueba de 1, triclorofenol, lote 2

IE * e sy : &
10.91 10.80 10.96 | 257.22 268.72 558.61 111.72
10.18 | 1045 | 10.69 225.32 280.72 537.36 107.47
T = 109557 | Xi=109.6

Después de redtizados los cdlculos perfinentes se obtuvo que 10 feaicuiada €5 igual a 0.00728
que resulta menor al ser comparada con 2.981 que es el valor de fravias 15, 0035, por lo que la
hipdtesis planteada de no existir diferencias entre los grupos de datos analizados se acepta
{Ho: x; = x2).

Con los datos obtenidos de la prueba de "' se demuestra que al menos en las
concentraciones probadas (12.5 y 312 mg/l), no existen diferencios en la foma de muesira
enfre 2 y 24 horas de iniciadas las pruebas de biosorcidn para triclorofenol por el ofe 2.

Asumiendo que todas las concentraciones a probar pueden tener un comportamiento similar
en el establecimiento del equilibrio (sorcion — desorcion), se redlizaron la toma de muestras
de biosorcion de friclorofenol, para el resto de las concentraciones, a las dos horas de
iniciadas los pruebas. Los resuttados obtenidos se muestran en las Tablas 4.7 v 4.8 para el lote
1 y lote 2 respectivamenie.

Tabla 4.7 Resultados de las pruebas de biosorcion de triclorofenol en lote 1

100 1080 0.5 0.48 | 0.0020
100 1080 2.5 S T 0.0090
100 1080 12.5 1032 0.2180
100 843 62 - 52647 0.9360
100 843 312 26232 49680
100 843 650 589.20 6.080

Tabla 4.8  Resultados de |as pruebas de biosorcion de triclorofenol en lote 2

100 1344 0.5 0.41 0.009C 0.0067

100 1344 2.5 2.46 ‘ 0.0040 £:0030
100 1344 12.5 10.89. 0.1610 . 0.1198
100 1384 62 56.88 0.5120 0.3699
100 1384 312 262 .97 49030 3.5426
100 1384 450 596.80 5,3200 3.8439%

Los resultados de las pruebas con triclorofenol en ambos lotes, se muestran graficados en las
figuras 4.9 y 4.11, con sus respectivas isotermas de adsorcién linearizadas por el modelo de
Freundlich {Fig. 4.10y 4.12).
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La linearizacion de ia curva experimental para las pruebas de biosorcidn de triclorofencl,
para amboes lotes, presentan un coeficiente de determinacion aceptable (0.9720, lote 1, fig.
4.8;y 07058, lote 2, fig. 4.10). Se observa un mayor grado de dispersidn de los datos en el lote
2, comportamiento similar a cuando se analizé el fencl con este mismo iote.

En la figura 4.13 se presentan las isotermas de sorcion para ambos lotes. En ella se distingue
claramente la mayor capacidad de biosorcién de triclorofenol por el lote 1. De esta figura se
observa que:

Ambos lotes tienen una capacidad limitada de biosorber 2.4.6
Trictorofencl.

E lote 1 fiene mayor capacidad de biosorcién en todas las
conceniraciones precbadas.

i

T
=

Olotel
alote 2
Triclorofeno}

Figura 4.13 lsotermas de Freundiich para ambos lotes

Para cuantificar las diferencias se aplicd el modelo de Freundilich, la linearizacion de los datos
experimentales, nos permite llegar a las siguientes ecuaciones de biosercion de triclorofencl:

Para el lote 1 o
granc de aguda residual de malteria

g, = 0.0052C /o812 (45

Para el lote 2
grane de agua industrial mixia

g, = 0.0063 C, 0562 (44
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Para apreciar el grado de djuste de las ecuaciones obtenidas por medio del modelo
matemdatico de Freundlich, se presenta la figura 4.14 donde se observan también graficados
los datos experimentales de ambos lotes, para triclorofenol. En esta figura se aprecia que las
curvas obtenidas o fravés del modelo matemdtico, se alejan de los datos experimentales en
concentfraciones mayores a 200 mg/l de triclorofencl. Dicho modelo, para las condicioneas de
laboratorio probadas, muestra mayor precision a concentraciones menores a 200 mg/l.

Ecuacion 4.3 Triclorofenol

g (mg/g)

Fouacion 4.4

Cf (mgfl)

0 200 400 600 800

Figura. 4.14 Biosorcion de Triclorofenal amios lotes,
de acuerdo al modeic matemdtico de Freundlich

4.3.3 Biosorcidn de plomo

Para establecer el tiempo en el que se establece el equilibrio de biosorcion de Pb, se
realizaron en el lote 1, muestrecs alas 0.25, 2 vy 24 horas de iniciadas as pruebas de biosorcidon
con las concentraciones de 0.5, 2.5, 12.5, 62, 312, y 650 mg/i de Pb Il

Se encontrd que la variacion en la concentracion de plomo disminuye de las 0.25 a las 2
horas, pero la variacidn es minima entre las 2 y 24 horas, como se puede observar en los
resultados graficados en la Figura 4.15. Se aplicé la prueba estadistica de “f” {Tabla. 4.9),
para establecer si las diferencias en las concentracicnes de Pb son significativas entre los dos
Ultimos horarios de muestreo.

Tabla 4.9 Datos de prueba de t, piomo, lote 1.

2 0.5 1.54 7.49 346.82 95.33 216 357.68 59.73
24 0.5 1.49 572 27.78 89 208.3 332.79 55.58
689.67 57.7
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De la anterior tabla se obfiene que Ia feaicuioda iene un valor de 0.0861, que resulta menor al
ser comparadda con la favios (10, 005 con valor de 2.228, {fealculada < trabies), por lo que [a hipétesis
nula (Ho; x1 = %2}, se acepta.

De acverdo a la prueba anterior, se confirmoé que en el lote 1 las diferencias en los muestreos
tfomados a las 2 vy 24 hrs, no son significativas en las distintas conceniraciones de plomo.

sy
T o
2 £5
28 w £
23 S E
o & =28
- c [+ 3]
W U
e 3 o %
o T e
28
. 125 62
Gide Pb (mgf) Ci de Pb {mgfl)

Ci —-_— .

. L)

testigo @ £

23

0.25 hrs 73

< £

2hrs £ 8
24hrs

312 650
Cide Pb {mg/l}

Figura 4.15 Variacion de la concentracién de Pb —réspecfb i f_i_e_rﬁpo

Con base en esfos resultados, tanto para el lodo 1 como para el lodo 2, se definio &l fiempo
de foma de muestra a las 2 horas para los experimenios de biosorcién, por considerarse gue
en este horario de muestreo el sistema biomasa/plomo, se encuentra en equilibrio.

Tomada la muestra, se fratd y analizé de acuerde con la descripcién hecha en la
metodologia. Los resultados de los experimenios de biosorcion con Pb se muestran en la
Tfabla 4.10 para el iote 1 vy en la Tabla 4.11 para ei lote 2. En dichas tablas se presenia la
concentracién final alcanzada (Cr) v la caniidad de sorbato biosorbide por gramo de
biomasa [*/m © bien g)
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Tabla 4.10  Resultados de las pruebas de bicsorcion de plomo en [ote 1

100 1439 0.5 0.5 0 0
100 1439 2.5 © 154 0.094 0.0667
100 1439 12.5 749 0.501 0.3481
100 1424 62 3682 - 2.518 : 1.7682
100 1424 312 9538 21.667 15.2156
100 1424 650 216637 43.337 C 304333

Tabla 4.11  Resultados de las pruebas de biosorcion de plomo en lote 2

100 1521 0.5 " 05 0 0

100 1521 2.5 o2 0.037 T 00243 -
100 1521 12.5 787 T 0463 o 0:3044

100 1384 62 o .-48.66 0 133 . 09638 ..
100 1384 312 ©200330 7 1ae7 8.0684

100 1384 650 C 41764 2324 168350

Los datos experimentales graficades pueden ser observados en ias figuras 4.16 y 4.18, para la
biosorcion de Po por el lote 1 y por el lote 2 respectivamente. En estas figuras se inserta la
lnea de fendencia que describe su comporfamiento.

Las figuras 4.17 v 4.19. muesiran la linearizacion de la curva experimental por el modelo de
Freundlich. Estas figuras muestran las isofermas para plomo por los dos lotes de biomasa
granular ancerobia.
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Al obtener la linea de tendencia de biosorcion de Pb por ambos lotes, se observa que esta se
presenta como una recta, a diferencia de los anteriores compuestos analizados los cuales
descripen una curva logaritrmica. Esta linea recta indica ia probabilidad de que la biosorcién
de Pb por ambos lotes, pueda Hevarse a cabo satisfactoriamente a concentraciones
mayores a las analizadas, al no presentarse la asintota de la curva. Sin embargo, el intervalo
de biosorcion se observa imitado en conceniracionss de Pb menores a 2.5 mg/l, pues al
analizar Ia concentracién de 0.5 mg/l no se removid sorbato. {Taklas 4.10 y 4.11). Este limite
inferior puede comprenderse a través del estudio de la termodindmica del sistema.

La obfencidon de isotermas por el modelo de Freundlich (Figuras 4.17 y 4.1%), se realizé
descartando el primer dato, dado gue se encuentra dentro del limite inferior de bicsorcion.
En &stas grdficas se inserta o ecuacidn de la recta, dende se aprecia una pendiente
ligeramente mayor en el lote 1 {mMi=1.2717 versus meo= 1.1793). Asimismo como se observa en
la superposicion de las isotermas (Figura 4.20), el lote 1 es claramente mejor que el lote 2
coOmo biosorbente de Pb en las concentraciones analizadas.

| 4 o
\ ] £
|
'3
| D |
‘5
. [
1 -
: o
‘ O i T v v T
" 4 6
-2 In CF
[-3 ;
5 Plomo i
a-4 a |

Figura 4.20 Isotermas de Freundiich para ambos lotes

Temando la ecuacién de la linea recta y reqlizondo la corespondiente sustitucion de valores
en el modelo de Freundlich, se obtiene las siguienies ecuaciones que representan la
biosorcidon de Pl por cada una de los lotes de biomasa granular anaesrobia analizados.

Para eliote 1
grane de agua residual de malteria

g, =0.03 1Cf}6 86 (4.5)

Para el tote 2
grano de agua industrial mixta

g, = 0.014C Josss (44

Para comparar gréficamente los resultados obtenidos experimentcimente y los derivados a
partir de las ecuaciones resulfantes al aplicar el modelo de Freundlich, se presenta la Hgura
4.21. Se muestra gque al menos en las condiciones establecidas de laboratorio, el modelo
matemdtico representa adecuadamente el fendmeno de biosorcion de plome por biomasa
granular anaerobia.
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Para comparar graficamente [os resulfados obtenidos experimentalmente y los derivados a
partir de los ecuaciones resultanies ol aplicar el modelo de Freundiich, se presenta la Figura
4.21. Se muestra gue al menos en fas condiciones establecidas de laboratorio, et modelo
matemdatico representa adecuadamente el fendmeno de biosorcidn de plomo por biomasa
granular anaerobia.

35 1 ]
30 . 2 o Plomo
o5 . T Ecuacion 4.5 /
;
120 _
15 A
~"Ecuacién 4.6
5. o Cf (mg/l)
: 0 T
0 100 200 300 400

Figura. 4.26 Biosorcién de Plomo ambos iotes, de acuerdo a ias ecuaciones resultantes.
4.3.4 Biosorcion de cromo

Las pruebas de biosorcién de’ cromo se realizaron para las concenfraciones de 1, 5, 25, 125,
625 v 1562 mg/l de Cr lll, estas soluciones se pusieron en contacio con los dos lotes de
biomasa granular anaerchia. La determinacién del tiempo de establecimiento del equilibrio,
se redfizé fomando muesiros de la solucidn en los distinfos horarios propuesios en la
metodologia. Los resultados del andiisis de estas muestras se pueden apreciar graficados en
fa Figura 4.22 para el lole 1 y Figura 4.23 para el lote 2.

Cr después del
contacto {mg/l}

25
Cide Cr (mg/l) Cide Cr (ma/l)

a 3£
o o
Bl st $ =
R
0.25hrs s g
2hrs &3
24 hrs

Cide Cr {mg/l). J

Figura 4.22  Variacion de la concentracién de cromo respecio al tiempo para el lote 1
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Figura 4.23 Variacidn de la conceniracion de cromo respecic al tiempo pora ellote 2

En las figuras anferiores, se observa que la concentracién de Cr continda disminuyendo en el
tiempo, por lo gque et esiablecimiento del equilbtio en la solucidn no se lleva a cabo dentro
de los horarios probados. Esto probablemente se deba a posibles efectos del Cr sobre la
biomasa, pues fueron conservadas [as mismas condiciones de laboratorio, misma
temperatura v velocidad de agitacion que en las pruebas con fenol, ticlorofenol y plomeo.
Ademds al terminor la prueba con Cr, se observd que la solucidn en las bolellas seroldgicaos
presentaba clierta turbidez, manifesiandose esta situacidn en todas las concentraciones
probadas.

La presencia de turbiedad en la solucidon probablemente muestre la perdida de la
consistencia granular de la biomasa, pues al observar los granos éstos habian adguirido una
consistencia laxa. Considerande que la matriz de exopolimeros es el principal factor de
agregacion y adhesion de los grupos bacterianoes, podria entonces el Cr fener efecios sobre
estos polimeros. En trabajos realizados con diversos consorcios bacterianos, Urrutia et af,
(1994), reportan que el Cr 1l frente a ofros metales pesados, liene ofinidad por superficies
bacterianas, formdndose un precipitado amorfo asociade a dichas superficies.

Esta afinidad del Cr a las paredes celulares, fiene efectos sobre la matriz de polimeros
pudiendo ser esta la razéon por lo que se ve dafectada la granulacidén. Al perderse Ia
consistencia granular de la biomasa, las células que componen el grano se dispersan
paulatinamente aumentando el area de contacto, disponiéndose asi de mayores punios de
unidn entre la biomasa y los ioches de Cr.
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Por lo antefior, en las pruebas de hiosorcion de cromo v [a elaboracion de sus isotermas, se
selecciond el horgrio de muestreo de 2 horas, con la findlidad de homogeneizar el
tratamienio de los experimentos con el resfo de los compuestos tdxicos analizados.

Las Tablas 4.12 v 4.13, mueastran los valores obtenidos de los experimentos de biosorcion, para
ambos lotes de biomasa respeclivamenie.

Tabla 412 Resultados de las pruebas de biosorcidén de cromo. Lote 1

93 1368 125 ez | 58385 . 42679
93 1368 625 ©UR00, 39.525 |85
93 1348 1562 Bz 4587 333114

Takla 4.13  Resulfados de las pruebas de biosorcion de cromo. Lote 2

07 00275
93 1344 5 S 26 02176 00619
93 1344 25 - 1055 13438 0.9998
93 1321 125 75.54 £5997 3.4819
93 1321 625 245 35.34 26.7524
$3 1321 1562 1110 42.036 31.8213

Los resultados de las pruebas de biosorcién con cromo se muesiran graficados en las figuras
424 y 426 para cada lote; asimismo en las figuras 4.25 y 4.27, se muesiran las
correspondientes isofermas linearizadas por el modelo de Freundlich.
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En las grdficas, Fig. 4.26 vy 4.28, se aprecia que la linea de tendencia describe la curva
logarttmica tipica que se presenta en los fendmenos de adsorcién que son llevados a cabo
con carbén activado como adsorbente.

Las isotermas linearizadas de biosorcidon parg cromo, pueden verse graficados en las Hguras
425 v 427 respectivamente para coda lote de biomasa, distinguiéndose una cierta
dispersion de los datos. En estas figuras se inserfa la ecuacion de la recta y el valor de R?,
siendo este Uitimo aceptable en ambos lotes. Asi también la ecuacion, presenta el valor de
la pendiente, la cual es ligeramente mayor para el lote 2.

En la Figura 4.28, se muestran superpuestas las isotermas de biosorcion. En dicha figura, se
ocbserva que las isotermas corren de forma cercana, siendo ligeramente mejor el lote 1 para
la biosorcidn de cromo {mayor capacidad de biosorcidn por gramo de biomasa), debido o
que su correspondiente isoterma se encuentra por encima de la isoterma para el [ote 2.

=3
£

| C
ll Fomo

-1
-2
Olote 1 !
Alote 2

1y

Figura 4.28 lsoiermas de Freundlich para ambos lotes

Los valores obtenidos en las isofermas se sustituyeron en el modelo de Freundlich para
obtener lgs siguienies scuaciones:

Para ellote 1
Grano de agua residual de malteria

q, = 0.0814Cf}1/ 0306 (4 7)

Para el lote 2
grano de agua industrial mixta

q, = 0.0595 Cf%0157 {4.8}

é1




Al comparar los resultados obtenidos experimentalmente vy los obtenidos a través de las
ecuaciones resulfantes del modelo de Freundiich, {Fig. 4.29), se observa que el modelo
motemdtico en  concentfraciones de cromo menores o 100 mg/l,  represenia
adecuadamente los daios de biosorcion. Sin embargo, en el resto de las concentfraciones el
modelo presenta variacién respecto a los daies experimentales, indicando que la biosorcién
de cromo por ta bicmasa granular anaerobia sucede de manera mds compleia con relacion
ai modelo propuesto por Freundlich.

805 ) 1
> Ecuacion 4.7

70 | £ Cromo /

60 | T

50 / / s
40 | /
130 | Da
. =
20 | ..
/ Ecuacion 4.8
10 - g cf (mgfl)|

' /

0 f‘ ‘ : . ‘ 1
‘ 0 200 400 600 800 1000 1200
L

Figura, 4.36 Bicsorcidon de Cromo ambos lotes,
de acuerdo al modeio matemdtico de Freundlich
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4.4 Especiacion de metales

La especiacion de metales biosorbidos por la biomasa granular anaercobia, se llevé o cabo
para ambbos totes siguiendo la fecnica descrita en el Anexo C.

La biomasa que se empled en los experimentos de especiacion, se puso en contacto con las
soluciones metdlicas en conceniraciones de 62 mg/l de Pb Il y 62 mg/l de Cr lll, segin se
describe en los experimentos de biosorcién con metales, donde se indica la vfilizacion de un
famiz parg permitir el libre paso de los metales que no se sorbiercn, incluyendo posibles
precipitados que se encontrasen en la solucidén. Para los experimentos de especiacion, la
muestra de biomasa fue fomada del fomiz que refuvo los gronos bacterionos,
cuantificandose de esta manera solo los metales que fueron retenidos por la biomasa.,

Los resultados de la prueba de especiacién del plomo en ambos lotes, se presentan en a
Tabla 4,14,

Tabla 4.14 Porcentajes de fracciones de Pb Il en ambos iotes de biomasa

Intercambiables 8.54 % 8.80 %
Adsorbidos 7.32% 480 %
Ligaxdos con materia organica 10.98 % 40.80 %
Carbonatos N% 2%

Sulfuros 2317 % 13.60 %

Las graficas de las figuras 4.30 v 4.31 muesiran para el lote 1 y lote 2 respectivamente, la
proporcion en la que el plomo se retiene en las diferentes fracciones determinadas por la
prueba de especiacion.

carbonatos > sulfuros > materia organica > intercambiables > adsorbidos.

Ligados a
Sulfuros W ateria
23% orgémica
: 119

/S

Intercarrbiables
9%
Carbonatos
0% Adsoroides
7%

Figura 4.30 Pb bicsorbido enlote 1
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materia orgdnica > carbonatos > sulfuros > intercambiables > adsorbidos.

Carbonatcs
32%

Sulfuros

149,
Intercaminiables
Ligados a %
Matena
oigénica P, Adsorhdos
40% 5%

Figura 4.31 Pb biosorbido en lote 2

En las figuras anieriores se observa que en el lote 1, la mitad de todo el plomo sorbido se
encuentra en forma de carbonatos, mientras que en el lote 2 la fraccién mds abundante
estd unida a la materia orgdanica (40 %). Esta diferencia pudiera estar relacionada con una
mayor abundancia de materia orgdnica en el lote 2, tal y como se presenta en la
caracterizacion de la biomasa {Ver Tabla 4.2). Por lo gue no hay una relacion directa entre 2l
nlome adsorbido v la mayor presencia de EPC en gl lote 1, segin lo reporia la Tabla 4.1

B Pb ligado a carbonatos y sulfures, se encuenira en cantidades importantes en ambos lotes
{carbonatos 50% y 32% v sulfuros 23% v 14%, para lote 1 vy lote 2 respectivamente],
pudiéndose atribuir a la dfinidad del Pb para formar este fipo de complejos {Parimont y
Frenay, 1990). H ligando -Sxz puede encontrarse en la biomasa comao subproducto de las
mismas células, como es el caso de las bacterias sulfatorreducioras que reducen sulfate a
sulfyro.

La fraccion de plomo intercambiable y adscorbida sobre ambos lotes se presenta en menor
proporcién, por lo que es posible afirmar que los cationes de Pb tienen una mayor afinidad
por ofros ligandos de la biomasa.

Para el crome, los resultados de la especiacién de metales en ambos lotes se presentan
como sigue:

Tabla 4.15 Porcentajes de fracciones de Cr il en ambos lofes de biomasa

infercambiables 12.50 % 19.35%
adsorbidos 10.42 % 1613 %
ligados con materia orgdnica 18.75% 19.35%
carbondtos 14.58 % 19.35%
sulfuros 43.75% 2581 %
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A contfinuacidn se presentan las grdficas donde se aprecia cdémo se sorbid el cromo en ias
distintas fracciones (Figuras 4.32 y 4.33).

sulfuros > materia orgdnica > carbonatos >intercambiables > adsorbidos.

Ligados a
Materia
arganica

Carbonatos
15%

Intercarmbiables
13%,

Sulfuros
53%

" Adsorbdos
%

Figura 4.32 Crbiosorbido en lofe 1
sulfuros > carbonatos = materia orgdanica = intercambiables > adsorbidos.

Ligados a Matena
organca

19%

Intercambiables

15%
Carbonatos
19%
Sulfuros
27

Adsorbidos
16%

Figura 4.33 Cr biosorbido en lote 2

En el lote 1 destaca la biosorcion de cromo en forma de sulfuros, esto probablemente se
deba a una mayor concentracidon de sulfuros en la biomasa, por io que resulia de inferés
conocer la concentracién de azufre que se encuentrg en el grano, y asi confrentar v
establecer una relacién entre 1a mayor o0 menor cantidad de metal retenido con sulfuros.

Por ofro lado, para conocer las posibles interacciones en el andlisis de una fraccidn y otra, se
realizé un balance de masa del metal entre el adicionado dl inicio de la prueba (Ci), la
conceniracién del metal al final en la fase liguida {Cr) vy el metal sorbido por la biomasa
granular anaerobia (Cs). comparando los resultados obtenidos experimentalmente y los
calculados segun la siguiente férmula:

CI.=Cf+Cb

Donde:
Ci = concentracidn inicial
C: = concentracion final en fase liquida
Ce = concentracion en la biomasa
{sorbiday)
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Para el plomo, las C, en ambos lotes fue de 62 mg/l. Para el lofe 1 la Cr segin la Tabla 4.10,
donde se muestran los resuliados de la prueba de biosorcidn, fue de 36.82 mg/l, por lo que
de acuerdo con la férmula, la cantidad de metal retenido por la biomasa serfa de 2518
mg/l. Sin embargo, la suma de los resuliados de especiacion para cada una de los
fracciones es de 32.23 mg/l, indicando un 28% mas del metal. Para el lote 2, la Cr fue de 48.64
mg/l {Ver Tabla 4.11) por lo que 1a concentracion esperada de metdl en la biomasd seria de
13.34 mg/l; no obstante, la concentracion obtenida por la suma de las fracciones reporta
18.94 mg/1 siendo mayor en un 42% (Ver Tabla 4.16)

Tabla 4.16 Concentracion de Pb Il en ambos lotes de biomasa.
Cp obtenida por especiacion y calculada

Intercambiablies 8.54 . 8.8 1.47
Adsorbidos 7.32 2.36 48 0.91
a materia org&nica 10.98 3.54 40.8 7.73
Carbonatos 50 16.12 32 6.06
Sulfuros 23.17 747 13.6 2.58
total 160 32.23 L 100 18.24
Cs caiculada 2518 Cp calculada 13.34
% de % de
incremenfc 28 incremento 42

En la especiacién de cromo, la C, para ambos lotes también fue de 62 mg/l; mds no se
dispone de la Cr, dado que no se analizd esta concentracion. Sin embargo, para efectos de
estimar las posibles inferferencias en la prueba de especiacién, se colculd la Cr a parfir de
una regresidn lineal con los dataos de Ci v Cr presentados en las Tablas 4.12 v 4.13 para cada
lote. De lo anterior, se obtiene un valor calculado de Cr de 30 mg/l de cromo en el lote 1y de
36.5 mg/l en lote 2. Con estos datos se presenia la Tabla 4.17 donde se muestra que a
concentracion de metal en la biomasa v de acuerdo a os experimentos de especiaciéon es
mayor en 33% vy 19% para coada lote, respeciivamente, en compaoracion con Ias
concenfraciones esperadas por la formula.

Tabla 4.17 Conceniracion de Cr It en ambos lotes de biomasa.

Infercambiables 12,5 8.8 5.87
Adsorbidos 10.42 4.8 4.89
a materia orgdnicos 18.75 40.8 587
Carlbonatos 14.58 32 7.83
Sulfuros 43.75 13.6 587
fotal 100 100 30.35
Cy calculada 32 Cy calculada 25.5
% de % de
incremento 33 incremento 19
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Lo anterior, parece indicar gque las pruebas de especiacion pueden reportar mayores
concentraciones de metal, probablemente por interferencia entre el andlisis de una fraccion
y ofra. En este caso, resulta de interés conocer la cantidad total de metal biosorbido,
cuanfificdndolo a fravés de una digestion fofal de la muesira de biomasa para su posterior
andlisis y asi establecer un adecuado balance enfre las concentraciones del metal.

Stover vy Silveria (1974), en sus experimentos de especiacidn de mefales en lodos activos.
reconccen las interferencias que existen entre un muestreo y otro, reportando en el andlisis
con piomo, inferferencias de hasta un 25%. No obstanie, como estos autores 1o indican, 1os
cdlculos obtenidos a partir de esta prieba proporcionan informacion para estimar el estado
de los metales retenidos por la biomasa.

Por otra parte, entre los factores que afectan la remocién de metaies, los EPC se reportan
come el principal factor bictbgico (Lester, 1982), razén por ia que se analizé ia conceniracion
de EPC, encontrdndose que es diferente en ambos lotes (Ver Tabla 4.7). Estos bicpolimeros,
poseen carga negativa (-10 a -20 mV) resultando de interés para las distintas fuerzas de
atraccion intermoleculares propias del fenédmeno de adsorcion, pudiendo ser cuaniificadas
en la especiacion a través de la fraccidon adsorbida. Ademds, la influencia de los EPC puede
gjercerse a pariir de 1o fraccién igada o la materio orgdnica, af ofrecer ésta una superficie
con diferenfes ligandos para formar los distintos complejos organicos, siendo los enlaces
covalentes y de coordinacién muy comunes en este tipo de sistemas (Ondarza, 1988}, Sin
embargo. con los cationes metdlicos analizados, no se observa una clara relacidn entre la
canlfidad de metales retenidos por adsorcién y/o intercambio idnico y Ia mayor o menor
concentracion de BPC.

En las pruebas de biosorcion, tanto para el plomo como para el cromo y en ambos lotes, ia
solucién de metales tenia un pH de 4 v al final de los experimentos el pH fue cercanc a 7;
esto debido a o capacidad de la biomasa para regular su medio. De acuerdo con 1o
expuesio en &l apartado 1.2.2, los metales en solucidon a un pH cercano a 7, fienden a formar
hidréxidos, por lo que en el sistema acuoso donde se redlizaron los experimentos de
biosorcion y especiacion, se encontraban determinadas concentraciones de los metales en
forma de iones libres, hidroxidos v ligandos para formar carlbonaios y sulfuros del metal.

La afinidad para formar estos complejos metdlicos dependerd del pH, las constantes de
formacion, los productos de solubilidad y la estequiometria de los complejos y solidos
(Gardner et al,, 1991). Con los datos anteriores, se pueden uiillizar modelos para predecir to
afinidad para formar los compuestos metdlicos. Sin embargo, debe considerarse que los
cdlculos hechos para la prediccion presentan diferentes limitaciones, siendo las mds
comunes la posibilidad de omision de especies en la solucién y la obtencion de datos
inciertos, causando cudlquiera de estas dos, errores en las predicciones de afinidad.
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En general, el comportamiento del plorno y cromo en presencia de tos aniones carbonaios y
sulfures, presentan caracteristicas de afinidad que los hace mé&s o menos abundantes en [a
naturaleza. Los carbonaios y sulfurcs de plomo son compuestos que se encuentran
comunmente en estado natural, mientras que en el cromo se observa una mayor afinidad
para formar sulfures, dado que los carburos de cromo son poco comunes. (Bailar et al., 1973).

Para estimar la afinidad de formacidén de compuestos metdiicos, la Tabla 4.18 reporia las
constantes de solubliidad para el pilomo, deduciende que aquel compuesto que fenga
menor solubilidad, fendrd mavor afinidad por precipitar. Para el caso del cromo no se
localizaron las constantes de solubilidad para estos preductos en la literatura, ya gque como lo
reporta Bilinski ef al., [1998) estos compuestos han sido poco estudiados.

Tabla 4.18 Constante de solubilidad

PaS 27.9
Pb2COs3 13.3

Fuente: Dean, 1992.

La menor solubilidad del carbonato de plomo nos reporta la afinidad del plomo o formar
estos precipitados, situacién que pudiera verse reflejada en ambos lotes de biomasa ol
enconfrarse mayores concentraciones de plomo en carbonatos que ligada a sulfuros.

Brown y Lester (197%) reportan en trabajos redlizados con ledos activos, una mayor presencia
de carbonaios de plomo, manifestGndose la mayor afinidad del plomo a formar estos
compuestos, aungue es importante sefalar que son muitiples los factores que influyen en su
formacion.
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4.5 Biosorcion de fenol, friclorofenol, plomo y cromo por ambos lotes {resumeny

Con la finalidad de apreciar y comparar [os dos lofes de biomasa granular anaerobia con
respecto a su comportamiento de biosorcion de los diferentes compuestos tdxicos
analizados, se presentan las siguientes tablas y grdficos que muesiran los distintos resulfados
obtenidos experimentaimente.

En la fabla 4.19 se resumen los datos de la biosorcidn para cada uno de los compuesios
toxicos considerados en este estudio.

Tabla 4.19 Parametros de biosorcidn de la biomasa granular anaerobia
los dif i tos 16xXicos andlizados

fenol. 0077 0793 0962 0974 0266 0938
2,4,6-Triclorofenol 0.005 1231 0972 0.006 1036 0906
Plomo 0031 1272 0579 0014 1.179 0976
Cromo 0081 0970 0954 0059 0984 0.966

Segin la tabla anterior, todas las isotermas se gjustan a la ecuacion de Freundlich, con
coeficientes de determinaciéon mayores o 0.9, tal y como lo muesiran los valores de R2. H
valor de 1/n indica la pendiente de la isoterma, el hecho de que una isoterma tengda una
pendiente cercana a 1, significa que puede tener una mayor capacidad de biosorcién a
concenfraciones mayores de sorbato,

La presentacion de los datos obtenidos en los experimentos de bicsorcidn, se aprecian
graficados con lg isoterma de Freundiich linearizada en las figuras 4.34 para el lote 1y 4.35
para el lote 2.
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Considerando que Ias isotermas pueden ser ulllizadas para determinar €l desempefio de un
biosorbente al sorber uno o mads sorbatos, se observa en las graficas anteriores que para
ambos lotes la biosorcidon es mayor para los metales, Es decir, el plemo y el cromo se
bioscrben mejor que el ticlorofencl vy el fenol v, de manera general, que el fenol se biosorbe
mejor que el triclorofenol.

En los fendmenos de adsorcidn de compuestos orgdnicos por carbén activadoe, se ha
observado gue enire mayor sea el famafio de las moléculas del sorbato, mayor es la sorcidn,
debido df incremento de las fuerzas de airaccién. Lo anterior no se cumple en los
experimentos de biosorcién con biomasa granular anaerobia, pues aungue el iriclorofencl
fiene un mayor peso molecular, es bicsorbido en menor proporcién que el fenol. Esto se debe
a la diferencia del carbdn activado, los fendmenos que se presentan en la sorcion con
biomasa granular anaerobia son multiples.

Por otro lado, la solubilidad puede ser un factor importante en la biosorcion por biomasa
granular, debido g que mientras mdas hidrofilico sea un sorbato, menor es la posibilidad de
frasladarse a la interfase para ser sorbida. La Tabla 4.20 muesira para los compuestos
anaclizados, los valores de solubilidad en 100 ml de agua. En ella se observa que el Nitrato de
Cromo y el Nitrato de Plomo tienen una mayor solubilidad.

Tabla 4.20 Solubilidad de tos distintos

fenol 6.7
triclorofenol 60-7.42
PloaNO3 255
CraNO3z 152

Fuente: Dean, 1992.

Si se considera Unicamente la solubilidad, se esperaria que las formas idnicas de los
compuestos de cromo y plomo, fueran menos biosorbidas que el fenol y ¢l friclorofenof, mas
otro factor importante a considerar es la nafuraleza guimica de los compuestos, siendo el
fenol v el ticlorofenol compuestos orgdnicos de cardcter no polar, mieniras que los
inorgdnicos, crome y plomo, son de cardcter idnico, presentando mayor afinidad quimica los
cationes bivalentes. Lo sefalado se manifiesia en los resultados expresados en las grdficas,
donde se observa la gran afinidad de los cationes para sorberse a la biomasa, al unirse a los
ligandos sulfuros y carbonatos, por su habilidad para intercambiarse en los grupos carboxyl
vio fosfato vy su buena capacidad para adsorberse a las bacterias por la propiedad
electronegativa de su superficie.
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Con respeto ¢ la biosorcidn entre [os compuestos orgdnicos analizados, se observoe en ambos
lotes, que de manera general hay un mejor desempeno en la remocion de fenol, siendo este
comportamiento simiiar a los resulfados obtenidos en carbdn activado por Benefield y
Judkins, 1982. Asimismo, Kennedy et al, 1992, en pruebas con fenol describen a partir del
modelo de Freundlich valores de k vy 1/n muy similares a lo obtenidos en estas pruebas {k =
0.003a 0.08 y '/n=0.4 a 1.5), reportando que la biosorcidon de moléculas orgdnicas decrece
conforme aumenta el peso molecular de los sorbatos.

En ia biosorcidon de los fenoles existe la posibilidad de biodegradacion de los compuestos
analizados, siendo de acuerdo con Buitrdn, {1997} un proceso factible que se puede ltlevar a
cabo a fravés de un proceso de aclimatacion a la biomasa, proceso gue se lleva a cabo g
partir de un escalamiente en las concentraciones y complejidad de los compueastos. Sin
embargo, esta posikilidad se minimiza, dado a que como se menciona en et capitulo 3, la
biomasa ulilizada nunca fraté aguas residuales con confenido de fencles, ademas de que el
fiempo de contacto fue muy corio, por lo que la actividad metabdlica de la biomasa
seguramente se encontraba depfimida después del manejo previo a las pruebas de
biosorcion.

La biosorcion entre los metales tuvo diferente comportamiento; de acuerdo a las isotermas se
observa gue el cromo s bicsorbe mejor ¢ bajos concentraciones gue el plomo en el lote 1,
mieniras que en el Iote 2, la isoterma correspondiente af cromo estda por arriba de la del
piomeo, indicando que dicho lote remueve mejor el cromo. En lo anterior se deben considerar
los siguientes puntos gue pueden reflejarse en las isotermas de biosorcion de cromo: los
valores para el cromo muestran una gran dispersidn de 1os datos, stendo mds significativa
esta dispersion en el lote 2. Lo sefalado se presenfa en la tabla 4.1% al observar los valores de
R? correspondientes al cromo. Otra consideracion que explicaria el incremento de la
biosorcion del cromo, es la disgregacion de los granos observada durante 105 experimentos
de biosorcidn con este metal, aumentando de esta manera los puntes de unidn enire los
iones de cromo vy la biomasa.

De acuerdo con diversos frabajos de biosorcidn de metales, el plomo se biosorbe mejor que
el crome. Holan y Volesky (1993) explican en distinfos frabajos con alga maring Sargassum
natans, que el plomo se fija mejor a la bieomasa debido a las distintas propiedades
termodindmicas de éste. Cabe sefalar que en la mayoria de los experimentos de biosorcidn
de metales reporfados en la literatura, la biomasa es inmovilizada con acrilatos, o sufre un
prefratamiento que inhibe cualquier actividad metabdlica, o bien, en muchas ocasiones los
experimentos se realizan en cepas bacterionas especificas.

Por ofra parte, Holan et al. (1993}, demostraron en experimentos con el alga marina A.
nodosum, que la contraparte anidnica de una sal puede ejercer influencia en la biosorcion.
En sus experimenios, se observa que el cadmio se biosorbe mejor si la sal con que se prepara
la solucidn es sulfato de cadmio que si se prepara con acetato de cadmio. Cen lo anterior,
se advierie que la bicsorcion depende también de ofras formas presentes en la solucion,
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resultando de interés conocer como se comporta la biosorcidon de alguno de los compuestos
analizados en presencia de algin ofro compuesto y/o con algin ofro tipo de sal.

En generdl, pord la biosorcién de metales diversos autores han demostrado 1a importancia
de los polimeros exiracelulares, al observar que aquellos organismos ricos en este tipo
polimeros tienen una mayor biosorcién. También la literaturg indica que las bacterias que
poseen una capd de biopolimeros extema a la pared celular {cdpsula) son mas efectivos
para la biosorcion. Asi mismo la literatura reporta gue la perdida de polimeros por cuclguiera
que sea la causa, en la célula o conscrcio bacteriano, puede también significar la perdida
de la capacidad de biosorcién (Bell y Tsezos, 1987; Beveridge, 1978; Foster,1982; Goodwin,
1988; Guiol, 1992; Holan y Volesky, 1994; Lester, 1982; Volesky, 1990). Esta situacion puede
verse reflejada en la biomasa granular anaercbia, al observarse el mejor comporiamienio de
biosorcidn del [ote 1 siendo, segun la tabla 4.2, el mas abundante en EPC.

Gardner et gl. {1991}, muestran en experimentos de biosorcion con metales pesados, tasas
de remocion de metal diferentes entre una planta piloto v en pruebas en laboratorio,
demostrando que los resultados obtenidos en lote solo reflejan la capacidad de biosorcidn
en condiciones esidticas, por lo que los resultados aqui expuestos podrdn ser diferentes al ser
probados en oifras circunstancias.

Para el tratamiento de aguas residudles, la biosorcion de compuesios 10xicos puede ser
realizada en lote o en flujo confinue, siendo éste Olimo en varios casos preferido. Las
Isotermas sdlo demuestran el desempefio del biosorbente bajo condiciones estdficas de la
prueba. Pruebas adicionales en columnas pueden conducirnos a evaluar el desempeno del
bioscrbente en sistemas de flujo continuo, para formar una unidad de pulimento dentro de
un fren de fratamiento, por lo que serdn necesarios tomar en cuenta diferentes variables
como lo son la masa de biosorbente, el volumen de agua residual a tratar, el fluje, el rango
de biosorcidn entre otfras variables que son determinadas en pruebas en lote, similares a ias
estimadas en el presente trabaic.
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CONCLUSIONES

"‘Ubi dubium ibry libertas”
Donde hay dudas hay libertad.
Proverbic Lafino.

La utilizacién de biomasa granular ancerobia, procedente de un reactor tipo UASB, puede
ser ulilizada para remover compuestos tdxicos de efluentes liquidos.

Las diferentes caracteristicas de los granos de biemasa, de acuerdo al tipo de agua con
que se adlimentan, afectan el comportamiento de bicsorcién, observandose que una mavyor
presencia de polimeros extracelulares {lote 1) puede ser directamente relacionada con el
mejor desempenco general de dicho lote en la biosorcion de compuestos toxicos.

En los lotes de biomasa granular seleccionados, la biosorcién sucedid de forma rdpida,
siendo ésta menor a 2 horas, segln se observa en los resultados del establecimienic del
equilibrio de plomo, fencl y triclorofencl. Para el cromo, en las concentraciones analizadas,
no se definid un fiempo de establecimiento del equilibrio, al menos en los horarios de toma
de muestra (menor o 24 horas), observandose que o mayor fiempo de contacto con la
solucion de cromo, los granos adquirian una consistencia laxa v se observaba turbidez en ta
solucion, debido probablemente, a una interferencia del cromo en la matriz de
exopolimeros, disgregando el grane vy aumentando la supetficie de contacto.




De acvuerdo a los experimentos de biosorcidn, de manera general se concluye que:

1. Ambos lotes de biomasa fienen caopacidad de biosorber los compuestos 16xicos
analizados.

2. Los compuestos orgd@nicos se biosorben menos que los cationes metdlicos probados; es
decir, la biomasa granular anaerobia es mejor biosorbente de los cationes metdlicos
plomo y cromo, que de los compuestos orgdnicos fenol y friclorofenol.

3. EL lote 1 fue mejor biosorbente para los compuestos toxicos metdlicos que para los
compuestos orgdnicos en alfas concentraciones, mientras que el lote 2 resulto ser mejor
biosarbente a bajas concentraciones de los compuestos fendlicos probados.

4. La biosorcion de compuestos orgdnicos fue mejor en el fencl que en triclorofenol para
ambos lotes, observandose que la biosorcion por biomasa granular anaerobia al igual
que diversos experimentos de biosorcion con ofras biomasas analizadas, puede ser
mejor para moléculas de bajo peso moiecular como el fenol.

Dentro de los multiples fendmenos gue suceden en la biosorcidn, en la biomasa granular o
diferencia del carbdn activado, g adsorcién sucede en menor grado, segun las fracciones
de mefal encontradas por especiacion de metales. El fendmenc mas presente en este caso
fue o formacion de compuestos metdlicos con carbonatos y sulfuros, asi como  ligandos a
materia organica.

La biosorcidn a fravés de los mecanismos de precipitacion, adsorcion, intercambio idnico vy
guelacién en las estructuras bacterianas, puede prevenir que se dimacenen los
componentes téxicos en componentes intercelulares sensitivos. Este fendmeno o su vez
puede aprovecharse para remover elementos toxicos de cuerpos de agua y concentrarlos
en la biomasa para su posterior disposicion.
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A ADSORCION

A mediados del sigio XVIll se cbservé que en las interfaces de un sistema, o concerdracidon de la sustancia en lg
superficie es mayor que en el volumen total. Sin considerar la magnitud v las caractersiicas de las fuerzas que lo
originan, a este fendmenc se le llamo sorcidn v en la sustancia en la cual se efectda dicho fendmeno sorbente. Las
investigaciones delalladas mostraron que la sorcion clarca un grupe de fendmenos enfre los cuadles los mds
importantes son: la absorcién y la adsorcién [Aguilar, 1985).

Lo absorcion se refiere al proceso que tiene lugar en el volumen del sorbente, y la adsorcién se refiere ol proceso que
se fleva o cabo en lo superficie def sorbente. En lo adsorcidn la sustancia que se deposita en la inferfase se lama
adsorbaio, v en la sustancia en cuya supetficie se realiza el fendmenco, adsorbente.

Se ha observade que la adsorcién se puede llevar en las interfases: liquido - figuide; fquide — gas; sélido - iquido v
sdlido - gas; siendo la Interfase sélido - liquido de mayor interés para el trafamiento de aguas residudies.

Los principios de la adsorcidn se remontan a sistemas moleculares donde sucaden fendmenos de "aute asociaadn®,
causado por disfinfas fuerzas propulsoras que confribuyen o obtener un estado de mdéxima entalpia. Existen bases
suficientes para supener que el fenémenc de la adsorcidn se debe & la no saluracidn de campos de fuerzas de la
supetficie del adsorbente, o dicho en ofras palabras, es originade por un exceso de energia libre de Ia superficie. El
grado relafive de insaturacion determing el fico de enlace que surge entre la particula adsorbida v la superficie.
Desde este punto de vista se diferencian dos tipos generales del fenémenc de la adsorcién: ki quimisorcidn v a
adsorcion fisica. Las diferencias en estas son:

+ Enia adsordddn fisica sucede por interacciones con las nubes de electroneas, por lo que el fendmeno es
reversible {desorcién). Por sy parte, la quimisorcion es poco reversible pues forma puentes quimicos fuertes.

* Lo adsorcion fisica no fienen sitios especificos, la guimica si, permitiéndole a esta dltima, espedificidad v
direccionalidad.

« FElcdlor que se requiere para la adsorcidén fisica es baje, 1 a 8 Keal/mol, en cuanto o la adsorcidn quimica
se requiere de 8 a 200 Keal/mol.

La gquimisorcion es un fendmeno que sucede en condiciones especiales, por lo sdlo se andlizard la adsorcidn fisica,
que eh adelante Onicamente se denomina come Adsorcién.

Lo adsorclén puede ser representado por:

A + B<—" AB

Las principales fuerzas gue permiten que se lleve a cabe la adsorcién pueden ser causadas por las llamadas
interaccicnes dipolo - dipolo come ios puentes de hidrégeno, o bien por las fuerzas de van der Wadls fenlaces débiles
que actlan siempre como afrayentes enfre dGtomes y moléculas adyacentes no importando su similitud), En general,
podemos decir gue si la adsorcién es enfre no polares, ias fuerzas involucradas son las de van der Waals e
interaccicnes hidréfobas, mientras que para adsorciones polares se ven involucrados airacciones iénicas v puentes
de hidrégeno, las cuales tienen cierta especificidad vy direccionalidad.

En la calidad de fa adsorcion se Invelucran por parte del adsorbente el drea supetficial, el tamafio de poro v la
quimica superficial, y por parte del adsorbaio el pese molecular, el punto de ebullicion v 1o poladdad. Asimismo se ha
chbservado que los pardmetros para mejorar la adsorcién son: mayor conceniracion de adsorbate, mayor
dreq superficial v, la menor cantidad de impurezas antes de iniciar el contacto del adsorbente con
el adsorbato, No fodc ei drea superiicial de un adscricente es favorable para todo adsorbato, ya
que fodo depende del famafic vy disiribucidn de los poros del adserbente que permiten o impiden |a
corecta difusidn del adsorbate (Ver Figuro AT, Los poros han sido closificados de acuerde o su
didmeiro como micreporos (< G 2 nm). mesepcros { 2 - 50 nm) y macroporos (> 50 nm). Los poros son
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un factor determinante para la adsercidén ya que sl 99% de los sitios activos para la adsorcidn se
encueniran en el interior de la particula (Cheremissinoff, 1993). En la quimica superficial, algunos
cutores han reportade que la presencia de oxigeno sobre la superficie del adsorbente disminuye sus
propiedades.

pariiculas grandes,
medianas y chicas.

particulas
medianas y chicas.

solamente
particulas chicas

Figura A\l Representacidn grafica de una superficie porosa
y sus diferentes diémetros de pero

La adsorcion se lleva acako en 3 fases: una primera fase de fransferencia del adsorbate a la capa del adsorbents,
en la segunda se lleva acaboe la difusion a fravés de los poros del adsorbato v la tercera donde se leva acabo
propiamente la adsorcidn de las moléculas por su superficie activa. Para estimar lo velocidad de adsorcidn se foma
en cuenta principalmente los dos primeras fases, ya que la adsorcion en s es un fendmenc que sucede de manera
muy répida (Winkler, 1985).

La adsorcidén sobre la superficie de muchos sdlidos es pequefia, perc algunos matericles tales como aldmina
activada, sfica gel o el carbén activado fienen gran capacidad de adsorcién; estos matericles se caracierizan por
ser sSlidos poresos.

Existen tres métodos generales para la determinacidn experimental de la adsorsion:

Las isobaras {Concentracién constante),
Las lsosteras {Constante las cantidades de adsorbate adsorbido).
Las lsotermas Temperaiura constante).

Las isotermas de adsercion han tomadeo mavyor interés, debido o mejor control de sus variables. En ellas se ha
observado que la adsorcién no solo depende de ta concentracidn del adsorbato sine también de la temperatura,
por lo que adsorcidn es funcidn de la conceniracion a temperatura constante. Se enfatiza que la isolerma de
adsorcidn reflejc un proceso de equilibric por el cudt el sorbato unide al sorbente estd en un estado de equilibrio con
las especies idnicas en la solucidn, para lo que se requiere cierto. Las isotermas ofrecen enfonces, la caracterizacién
del equilibrio v la cinéfica del bicsorbente para valorar el desempefio v el procesa al que serd asignado el sorbente.

La isoterma de adsorcidn es un método simple donde se grdfica la canfidad de adsorbato adsorbide per gramo de
peso del adsorbente (q). en mg/g & mel/g conira la concentracion en equilibrio del adserbato (Cr) en g/l & mol/l,
entiendase por conceniracion residual, en equilbrio y/o final @ aguella que se obfiene después de redlizada la
adsorcién.

Las graficas de las isotermas de adsorcidon son resuliado de experimentos senclllos en donde se coloca el adsorbente
en contacto con el adsorbate v se espera un fliempo adecuade para que se establezca el equilibric. e coloca en
frascos una solucién de adsorbato con un volumen [V} y una concenfracion {C.), conocidas, se les agrega una ciertg
cantidad de adsorbente (M) v los frascos con esia suspensidn son agitades hasta alcanzar el equilbric [adsorcion -
desorcidn) a temperaiura constante. Posteriormente se filtra para separar el adsorbente de la suspension v a solucién
residual [Cr) se analiza para asi conocer el adsorbato adsorbide por el adsorbente por medio de la férmula:

_ (C,'Cf)*V
M
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donde:
adsorbate  adserbide por unidad de

4= masa de adsorbente.
Ci = concentracion inicigl
Cr = concentracldn fina
V= volumen de la solucién
M = masadel adsorbente

Asf se obliene un valor para determinada M y C, de g que se grafica conira Ce.

Varios modelos matemndiicos de la adsercion han side desarollades. Los planteados por Freundlich, Langruir vy el de
Branauer, Emmet vy Teller (BET), las cuales llevar sus nombires, son enire ofros los que mejor describen el fendmenc de la

adsercidn (Aguilar, 1985).

La soterma de Freundlich fue af principio ung ecuacdion empfica que posteriormente Weber {1972) desarrollé con
base en ella una fecrfa que describe corectamente datos de la adsorcién. Lg ecuacién de Freundlich principalmente
se relaciona con la capacidad del adsorbente por el adsorbate. La ecuacién matemdiica que la expresa es:

q.
donde:

Je =*m =

K =

Ce =

1 =

— KC 1/n

cantidad adsorbida por masa unitaria de adserbente

censtante relacionada con la capacidad del adsorbente
por el adsorbato.
la concentracion de eaudlibrio de adsorbato en solucian,

es una constante que refiere ala fuerza de adsorcion.

Este modelo puede ser inealizade tomando los logaritmos naturdles de ambos lados de la ecuacion:

Recordando:

ng=InK+ Y inC, { y=mx+b.)

Feuacion de la lineg recta

La Interseccidn del logaritme K da una medida de ko capacidad de adsorcién v la pendiente 1/n nos muesira la

intensidad de la adsorcion.

Per su parte, la soterma de Langmuir &5 una ecuacién que desciibe la teoria de adsorcién basdndose en los

siguientes postulados:

+ Lo supetficie del adsorbente es homogénea energéticamente.
» No hay interaccién entre moléculas adsorbidas.

s Lo adsorcidon termina cuande se forma una meonocapa.
e Las moléculas adsorbidas no se desplazan por el adsorbente.
¢ Encondiciones dadas de concentracién y temperatura alcanza el equilibrio.

La ecuacion de Langrnuir tlene las constantes & ¥ Gree dénde ka primera se relaciona con la energla de adsorcion Vale!
segunda con la conceniracidon que se encuentra en la capa superior y que representa el maxime valor que puede

adlcarzar el valor de ge. Esta ecuacidn se expresa:

q.

qmax bCe
1+5C,

Laisoterma de BET se refiere g la adsorcion en varias capas, dicha tearia postula un volumen de adsorcién.

Es comin enconfrar muliiples divergencias a estos modeles; asi por ejemple la isoterma de Langmuir se refiere ol caso
ideal de la adscrcién sobre una superficle homogénea, condicion que no siempre se cumple, dado que las
superiicies redles sen heferogéneas y ademds las meléculas adsorblidas interactian enfre si. Podemos decir que esta
isoterma es tan importanie en la teorla de adsorcién, como lo son ias leves de los gases ideales en la teorfa cinéfica de

84




los gases. Sin embargo st queremos fomar en cuenta la heterogeneidad de la superficie v la interaccién molecular,
serd necesario afadir factores de correccion que nos aporten datos mds reales.

La isoterma de BET resulta compleja en cuanfo ol andlisis de resuliados e interpretacidn de los mismes, por lo que
pierde popularidad en su aplicacion. En cuanto la isoterma de Freundlich, como se menciond anteriormente, se basa
en resultados obtenidos experimentaimente v la base tedrica que ka respalda, ademas de su sencilla aplicacion e
interpretacién hacen que esta isotemna sea ampliamente ulilizada, pudiendo ademds comparar los resultados
obtenidos con otfros frabdjos similares.

A-2 INTERCAMBID IONICO

El infercambie iénice se considera come un proceso de sorcidn debide a que los grupos funcionales en los cuales
ocurre el intercambio iénico [giupes acidos o bdsicos) esfén en la superficie del sélido, v los iones méviles deben sufrir
una fransferencia desde la fase iquida a la superficie del sélido. El intercambio idnico es un procaso en e cudl los
iones estdn unidos por fuerzas electrostéticas a grupos funcionales cargados, situados en la supeificie de un sdlido v se
cambian poriones de fuerza similar desde una solucién en la cual el sdlide estd inmerso.

Uno de los factores importantes para que el procese se lleve a cabo, es la solubilidad de la sustancia que se
infercambicra durante el procese, ya que cuanto mds hidroflica sea una sustancia menor es la posibilidad de
frasladarse a la interfase para ser adserbida {Pavén, 1995).

Conrespecto a 1o cinélica de intercambio. la velocidad depende de las velocidades relativas siguientes:

1. Tramsporte de los iones cambiables dasde el volumen de la solucidén hasta la superficie externa del
material poroso.

Transpoite a fravés de una peiicula o capa configua g la superficie del material de intercambio

Transpaorte dentro de los poros interncs de la paricula hacia los lugares de intercambio

Proceso redl de infercambic

Trarspore denfre de los poros infermes de fa parlicula liberada desde los lugares actives hacia la capa
contigua.

Transporte a fravés de o particula o capa configua, v

S

7. Transporte de los lones cambiados desde la superficie externa del maledal de intercambio hasta el
velumen de la solucién.

La velecidad de la reaccién estd confrolada por los procesos de fransporte (pasos 1 a3 v 5 a 7). Ambes procesos son
de cardcter difunsional, ef primero se conoce como difusidn de pelicula v el segundo es lamado difusién de poro.

Existen en el mercade productes de intercambic idnice para remover de cuerpos de agua las parficulas no
deseadas, entre las que destacan las resinas sintéficas, las cuales su esqueleto, tfambign llamado matiz, consiste de
macromoléculas en fres dimensiones compuestas por hidrocarburos v ofros compuesios como:

-8$Qs, -COO-, -POsZ, -AsQOs?
en el intercambic catidénico v,

-NHas*, 3NHz*, N, S+
en el intercambic anidnico.
Recientes investigaciones reportan a las zeolitcs como maieriales apropiados para realizar el intercambio idnico
(Pavon, 1923); con o ventaja de que ésfas frente a las resinas, presentan resistencia a la degradacién quimica v
térmica de la matriz.
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A-3 COMPLEJACION

Los compuesfos de coordinaciéon o complejos consian de unc o mds dtomos o iones centrales, casi siempre metales,
rodeados por varios fones o moléculas llamados figandos que estdn unidos a elles. Bl complejo puede ser no iénico,
catidnico o aniénico, dependiende de las cargas del ion central ¥ de los ligandos. Los igandos esidn unidos a la
especie ceniral per enlaces covalentes coordinades en donde ambos electrones que parlicioan en el enlace se
derlvan de los ligandos. Ash, la especie central se puede considerar come un recepior de electrones v el ligando como
un donhador de los mismos. Como los Tones metdlicos henen dafinidad para aceptar electrones, todos ellos forman
compuestos de coordinacidn. Las moléculas vy los iones con pares de electrones libres tienden a formar complgjos
cuya resistencia es funcidén de su capacidad para donar o compartir dicho par de electones.

Los figandos que se enlazan a union metdlico central en un séle punto como son H:O, OH-, Ck, CN-, se llaman ligandos
monodentados. Los igandos que se filan en uno o mds sifios, son llamados mulfidentados o agentes quelantes (Ver
Figura A.2). Bl complejo formade por un agenie queiante y union metdlico central es conocido come quelato.

Figura A.2 Complejo bidentado con ligande de carbonato v
complejo multidentadoe (agente quelante 1,1 0fenantraling.

Las velocidades de las reccciones de coordinacién se caracterizan por los 1&rminos Idbif [reccciones muy répidas) o
inertes [recacciones muy lentas), generalmente completdndose las reacciones en segundos a las concentraciones
tiplcas de las aguas naturales.

La fermacién de complejos es imporfante en la quimica de las aguas naturales v residuales desde diversos puntos de
vista. Los compuestos modifican las especies metdlicas en solucidn, por lo general reduciendo la concentracion de
fones metdlicos libres, de modo que los efectos v propiedades se dlferan. Los agentes quelantes son ampliamente
utiizados en el andlisis de aguas, como por gjemplo, el agente quelante EDTA* se empleda en fa determinacidon de
dureza a partir de la formacién de complejos de los metales Ca? v Mg?r. Otro ejemplo del use de quelantes en el
andlisis de aguas es en la prueba velumética de Demanda Quimica de Oxigeno, (DQO} en la que se viiliza un
agente formador de complejos, ia 1,10-fenantrelina para detectar la presencia del Fe?* y aslindicar el punio final de la
prueba.
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B LA PARED CELULAR BACTERIANA

Un componente celular imporiante es la pared celviar, que es una estruciura distintiva de las bacterias, que les
confiiere soporte mecdnico y que permite que lo membrana resista ta alta presién osmdtica interna originada por
Iz elevada concentracion de metabolifos

La pared celvlar bacteriona ha recibide mucha afencién desde el descubrimiente de los antibidticos.
Censecuentemente una serie de trabgjos han sido reaiizados con ki finalidad de conocer la estruciura quimica y
conocer la biosintesis de la pared bacteriana. Lo estruciura primaria de la pared celvlar bacteriana ha sido
descrita en [os primeros trabajos de Salton y Ghuysen, en la década de los 40's; algunos afios después la biosintesis
comienza a ser comprendida (Remacle, 1995).

La pared celular bacteriana presenia caracteristicas comunes a los tres principales grupos de paredes celulares
que pueden ser distinguidos, baséndose en el grado de importancia del peptidoglicano v las capas adyacentes:
las bacterias Gram positivas, las bacterias Gram Negativas y kis arqueobacterias {Ver Figura B.1]. No es facil
determinar el fimite externo de lo pared celulor. Shockman y Baret consideran que la pared celular estd
compuesta de peptidoglicanos con enlaces covalentes moleculares. Esta definicidn no considera, entre ofros
constituyentes, los exopolisacaridos y el material capsukar, si bien este Ulime puede estar unido por enlaces
covdlentes o los peplidoglicanos.

A TTTITTITITEOTTY
JLiiii@mtiis

t fosfolipide < lipoproteina
@ proteina H~lipopolisacarido
———peptidoglicano
Figura B.1 Esguema de fas distinfas envolturas celulares bacterianas: {T) Perfil de la bacteria. () Arguitectura molecular,
mostrando los principales componentes: A envoltura de céluias Gram - positivas; B envoltura de Gram-negativas; C.

Estructura de envoliura celular carente de un componente de estructura rigida. (ME, membrana externa; PG, capa de
peptidoglicanc: MP, membrana plasmética, BP espacio periplasmdtico; $ capa superficial. (Adaptado de: Remacle, 1995)

B-1 LA PARED CELULAR DE LAS BACTERIAS GRAM-POSITIVAS

La pared celular de kas bacterias Gram positivas tienen un grosor de 56 a 150 nm y estd principalmente compuesta
de peptidogiicanos (40 al 90%). El peptidoglicano es un material rigido, poreso y amorfo, el nicleo de estas es muy
similar en todas ks bacterias. La estructura tridimensional difiere de la esiruciura cristalina de la quiting. Lo
molécula de peptidoglicano generalmente consiste de cadenas de los disacdridos N-acetiglucosaming- b -1, 4-
dcido acetit murdmica. Debe notarse que la N-acetilgiucosaming es también ef principal constituyente de la
quifina. Las cadenas de péptidos usualmente de 4 a 5 aminodcidos, son sustiividas en el grupo carboxii por el
dcido murdmico. La presencia de la forma D-lsomérica de ciertos aminodcidos es una caracteristica imporiante.
Las unidades de péptido-disacaridos estdn unidas per enlaces peptidicos. Este pairdn general de los diversos tipos
de pepflidoglicanos, depende por elemplo, de la naturaleza v localzacion de los enlaces pepfidicos. Los
peptidoglicanos consisien de diversas capas unidas por grupos anidnicos vy estas son aliamente permesables a
moleculas de peso molecular entre 1 200 y 70 000 daltons debido a su esiructura entramada.
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La regeneracién de los peptidoglicancs se lleva a cabo por la sintesis continda de unidades de peplodisacdridos
en el citoplasma.

La pared celular de este tipo de bactetias es compuesta por diversas capas enlazadas por grupos anidnicos; dos
censtituyentes principales de lo pared enlazados covaientements a los peplidoglicanos contribuyen g la
propiedad aniénica de la pared, los dcidos teicdicos v los teicurdnices. Los dcidos teicdicos son compuestos de 30
a 40 molécuias de glicerot v residuos de fosfato ribitol. Grupos éster (glicosil y D-alanina) son eniaces de la cadena
ineal de los acidos teicdicos, los cuales estdn ligados al acido N-acetil murdmice del peptidoglicanc por un grupo
fosfato. Los acidos feicurdnicos son fibres de fosfato y estdn ceonstfitvidos de cadenas linedles de dcidos
hexurénicos. La proporcion de dcidos teicdico y feicurdnico dependen de las condiciones ambientales. Los dcidos
teicdicos y teicurdnicos pueden participar en el atrapamiento de metales, siendo su papel fisioldgico proveer
magnesio a a membrana plasmdética.

B-2 LA PARED CELULAR DE LAS GRAM NEGATIVAS

La pared celular de la bacterias Gram negativas parece ser mds delgadas que I de las cepas Gram positivas.
Esta es usuaimente de 30 a 80 nm de grosor. £t peptidoglicano se encuenira emparedado entre Ia membrana
plasmaiica y una membrana externa, esto diferencia a los peptidoglicancs de las Gram positivas por diversas
caracteristicas. El grosor de la capa de peplidoglicanos es de 15 a 20 nm siendo aproximadamente el 10% de la
pared celular. $élo un tipo de enlace peptidico ocurre entre ias cadenas de glicanocs. La membrana externa esta
compuesta de una capa de lipopolosacdridos (LPS) v de proteings vy de fosfolipidos. El magnesio contribuye a
mantener la estabiidad guimica. La carga negativa de ki superficie de las Gram negativas resulfa principalmente
de lo carga neta negafiva de ios LPS. La membrana extemna confribuye ol soporte de wunidn enfre los
peptidoglicanos enlazdndolos con las lipoproteinds por puenies idnicos mediados por cationes bivaientes taies
como magnesio y calcio. Los solutos ne pueden atravesar facimente la membrang externa los fenémenos de
transferencia ocuren principalmente o través de canales formados por proteinas especificas, los porins. Estos
canales permiten el fluje de moiéculas de peso molecular de 600 a 6000 dalions.

B-3 LA PARED CELULAR DE ARQUEOBACTERIAS

Existe un grupo de organismos que comparte la habiidad de crecer en ambientes extremos asi como en
ambientes fisiolégicos y bioguimicos comunes. Estos organismos poseen caracteristicas tanto de células eucariotas
como de células procarictas, siendo estos organismos denominados como Argueobacterias (Woese, 1982). Las
paredes celulares de las arqueobacterias carecen de dcido murdrnico, un constituyente tipico de las paredes
celulares de las eubacterias. Una célula arquecbacteria Gram positiva, esta rodeada por una pared celuiar que
contiene pseudomureing, metanccondeing o heteropolisacdridos. Sin embargo, diversos fipos de paredes
celulares han sido descritas para ios arquecbacterias Grom negotivas. En general i pared celular es senciia, estd
compuesta de cualquiera de la capas superficiales de proteinas o glicoprotieinas, o bien por una capa de
envoltura celular, donde Igs células se encueniran encerradas en una vaina tubular,

B-4 CAPAS SUPERFICIALES DE LAS BACTERIAS

Las células de qigunas cepas bacterianas que perfenecen ya sed a las Gram positivas, Gram negativas yfo
arqueocbacterias, son algunas veces cubierias por una capa no covalente ascciada con la pared celular
denominada capa §, las cudles se asume que son de vital iImportancia para la supervivencia de la bacteria en
ambientes “naturales”, pero mads frecuentemente estas capas son desarclladas en subculiivos de laboratorio. La
capda $ esid usudimente compuesta de series regulares de polipéptidos homogéneaos vy dlgunas veces de
carbohidratos como un componente secundario. Los polipéptidos esfan hechos principaimente de aminodcido
écido. confiiéndole una propiedad anidnicu a la pared celuiar.
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C-1 TECNICA DE EXTRACCION DE POLIMEROS EXTRACELULARES (EPC)

Existen diversos métodos para exiraer y caractetizar a los polimeros extracelulares (EPC) de los microorganismos; entre
los gue destacan la vaporizacion (Wallen y Davis, 1972); la obtencidn por cenfrifugacion (Pavoni et ak, 1972): ia
obtencion por procesos aicalinos {Sato et al., 1980); v la extraccion efilica {Foster, 1983); entre algunos otros. Esta
gama de técnicas indica que no se cuenta con un método universal para la exiraccién de EPC, pues existe una gran
varacién en la obtencién de los resuliades al aplicar las diferentes técnicas. Sin embarge, Goodwin (1988), quién hizo
estudios comparalivos entre las distintas técnicas de extraccidn, indica que cudlquier método puede ser utilizado si fa
técnica es adecuadamente reportada.

El méfodo gue se uiilizd en el presente frabdjo es descriia por diversos aufores, Fosier v Lewin, (1972); Brown y Lester
{1980): quienes la utilizan en consorcics bacterianos aercbios (lodes aclivados) v Morgan {1920) guien lo uliiza con
é&xito en biomasa granular anaercbia. Dicha técnica se basa en ko exiraccion témica de los EPC vy su posterior
precipitacion con solventes. Para tal efecto los microorganismos se someten o un medio hipertdnico evitando de esta
manera, que la exiraccidn térmica rompa las membranas celulares v se cuanfifigue material infercelular, después se
someten ¢ unc temperatura que desnaiuraliza los EPC para @ confinuacion separarios de la blomasa por
cenfrifugacién diferencial para su posterior andlisis.

A confinuacién se desciibe la técnica; cabe sefialar que para los fines del presente trabajo sélo se realizd la
obtencidn de los EPC fotales, por lo que se redlizé hasta el punto ndmero 5 de [a siguiente técnicd normalizada o
nuestras condiciones de laloratorio.

Material y Equipo:
s Clomro de Sodie, Cloruro de potasic y Clorure de Calcio
»  Cenirifuga
+  Tubcs de centrifuga.
+ Slsfema para bafio Maria — parrilla, vasos, agua, fermémetre, otros.
» Pipeta volumétiica.

Descripcion de la téchica:
1. Se obtuvo enun vaso de precipitados un cierte voiumen de la bicmasa granular anaerobia.

2. Se cenfrifugd a una velocidad de 2000 rom por 15 minufos y se desechd el sobrenadante, para obtener la
biomasa concentrada.

3. Durante una horg, se resuspendid en una solucidn Ringer* concentrada a % {solucidn hiperténica) por una hora
para reducir posibtes lisis bacteriona al plasmolizar las céluias. En este punio se realizd una determinacion de la
concentracion de sélidos [dato A).

4, En pruebas por triplicade se colocaron 10 ml de biomasa en tubos de cenfrifuga, se faparon los tubos v se
pusieron a bafio Maria a 80° C peor 1 hora, segin lo sugiere Goodwin (1988).

5. Después del fratamiento térmico, se centrifugd por 15 minutos a 3000 rom para sedimentar la biomasa. Se colocd
el sobrenadante con los EPC en un nuavo tubeo v se resuspendid la biomasa con agua destilada en el mismo
volumen del licor con EPC que se le retird, De esta suspension se determinaren nuevamente los sélides idato B) y
se establece por diferencia de peso [dato A- dato B), el rendimiento total EPC oblenidos.

6.  Para cudgfificar los EPC obienidos en el sobrenadante, se precipitan en acetona y etanol {3:1) v se deja reposar
por 12 horas a 10° C.

7. B precipitade es concentrade por uliracentifugacion a 15 000 rpom por 15 minutos. Se fira ef sobrenadante v se
rehidrata el preciptade lavdndolo con acetona y éter de petrélec antes de Iniciada la caracterizacion. Parala
cuaniificacién de carbohidratos se puede seguir fa metodolegia propuesta por Dubois et al. {1956) v para la
determinacion de protehnas se puede seguir el método de Lowry et al. (1951),
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* Solucién fisiolégica de Ringer (farmacopea britdnica)

Near+ 147mmol/| CINa 8.60 g/l
Ca 2.5 mmoi/l CIK 0.30 g/l
K+ 4.0 mmol/l ChCa 0.33 g/l
Cl 156 mmol/l solucion iscténica

C-2 DETERMINACION DE SOLIDOS

La siguiente f&cnica gravimétrica es aplicade segln los lineamientos de Standard Methods para la examinacion de
cguas vy aguas residucles (APHA, 1989); donde se especifica que Solidos Totales Totales {STT), es 1o expresion que se
aplica a los residuos de material gque quedan en un recipiente después de la evaporacidn de una muestra vy su
consecutivo secade en la estufa o temperatura definida. Los ST incluyen a los sélides suspendides totales (S8T) porcién
de sélidos retenida por un filire v alos sélidos disueltos totales en la solucion (SDT).

S8T= §8F + S5V

SDT= SDF + SDV
donde:

ST = Solidos Totales Totales.
SST = Sdlidos Suspendidos Totales.
SSF = Sélidos Suspendidos Fjos.
S8V = S¢lidos Suspendidos Voldfiles.
SDT = Sdlides Disuelios Totaies
SDF = Sélidos Disveltos Fijos
SDV = Sdlicdos Disueltos Voldiiles

La técnica que se prasenta en este trabgjo sirve para determinar sélidos suspendides, donde los solidos fijos [SF), es la
expresion aplicada al residuo de sdlidos totales {8T), después de someterse a ignicién durante un tiempo deferminado
y & una temperaiura especifica, la pérdida de peso por ignicidn coresponde a los sofidos voldtiles (SV].

£l fipo de sopore del filtre, el tamafo del poro, el &rea v el espesor del filtro, asf como la naturdieza fisica y tamafe de
particulas son los factores que afectan a fa obtencién de los solidos.

La técnica de obiencidn de sélidos aporta dates sobre [ cantidad de materia orgdnica, a fravés de los $V. como
puedes ser la biomasa v la canfidad de las sales minerales a fraves de los SF.

Material v Fquipo :

s Filtlros GF-A de fibra de vidrio.

« Desecador provisto de material desecante.

» Esiufa

Mufla

Sistema de vacio ~ filtro milipore y mariraz Kitasato-
Laminillas de aluminic para filires GF-A

¢ Pinzas de diseccidon para tomas {os filtros
Demds cristaleria

Descripcion de la técnicar
Preparacicon de Filtros
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Se monta sobre un sistema de vacio, un filtro tipo GF-A, donde se hace pasar 10 ml de agua destllada para iavar
el filtro; posteriormente se coloca sobre una laminila (charola) de aluminio.

Se ntroduce ala mufla a 550° C durante una hora, con e findlidad de llevaros a pese constanie

Inmediatamente después se colocan durante 15 minutes en la estufa (103° C) parc bajar la femperaiura
paulatinamente. El filtro se fransfiere a un desecador, provisto de un desecante, para gue se termine de enfriar.

Determinccién de sdlidos suspendidos fotales, fijos y voldfiles

1.

Los filtros se sacan de las laminillas ¥ se pesan {dato M). Para fodos los pesos que se realicen la laminilla v el fiiiro
deben de estar a peso constante.,

Los fillros pesadoes, se colocan en el sistera de vacio, se foma una muestra de ko blomasa, en un volurnen
conocido v se fillra para después colocaros an las laminillas,

Las laminillas con los filtros se pasan a la estufa {103° C) durante una hora, permitiende ko evaporacion de agua
inter e intraceluiar. sacar y enfriar en el desecador, para posteriormente pesar los filires nuevamenie [dato Nj.

Cdlcule para obtener $8T en mg/l:

(N —M)x1000
volumen delamuestra

mgdeSST/I =

donde:

M = Peso corstante de! filtro.
N = Peso cte. del fillro + mg de muestra
85T = SSlidos Suspendidos Totales,

Después de haber pesado, Introducir ala mufla {550° C), previo paso por ia estufa, los filtros durante 30 minutos.

Inmediatamente después se colocan durante 15 minutes en la estufa {103° C) para bdjar la temperatura
paulatinamente. El filtro se fransfiere a un desecador, provisto de un desecante, vy se pesa elfifiro (dato P).

Calculo para obtener SSF enmg/i:

P-M)x1000
mg de SSF [l = ( )
volumen de la muestra
donde:
M = Peso constante del filtro,
P = Peso cte. del fitro + mg de muestra

después de la mufla.
SSF = Sdlidos Suspendidos Fjos.

Calculo para obfener SSV:

SSV = SST — SSF

donde:

S8V = Sdlidos Suspendides Volafiles.
$ST = Sdlidos Suspendidos Totales.
88F = Solidos Suspendidos Fijos.
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C-3 INDICE VOLUMETRICO DE LODO (IVL]} Y VELOCIDAD DE SEDIMENTACION

El VL &5 una prueba que valla ko capacidad de compactacion o sedimentecion de los denominados lodos
activados v/o de la biomasa granular anaerobia. Este se define come el volumen gue ocupa un gramo de biomasa
despuds de sedimentar durante un clerfo fliempo (30 minutes), expresado en unidades de mil/g de SST.

La velocidad de sedimentacién indica la rapidez en la que blomasa se sedimenta v es expresada en m/h. Dichos
valores aporfan datos importantes para conocer el comportamiento de la comunidad microbiana granular
anaercbia dentre de un UASB, como se explica en el apartado 2.4.1.
Materaly Equipo :
¢ Probeta de vidrio de 250 mi
« Crondometre
50 ml de biomasa granular
Agua destilada
Papel pardafiim
= Hoja de calcuio

-

Descripcidén de la Técnica:

1. Colocarlos 50 mi de la biomasa en la probeta de 250 mty aferar con efluente clarficado del propio rector o con
agua destilada.

2. Taparia probeta con papel parafiim y homogeneizar la biomasa y el agua Invitiendo rdpidamente dos veces la
probeta.

3. Inmedigtamente después colocar la probeta en una superficie plana v registrar e volumen de biomasa
sedimentada con respecio al fiempo. Bl fiempo cere comresponde al volumen ocupado por la suspension de
granos y agud (250 mil).

4. Se registra el volumen gue ocupa la columna de granos cada 15 seg. durarite los primercs 2 min y cada 3 a 5 min
posteriormente, hasta completar 30 mir.

5. Se lisian los datos de tiempo donde se realizaron las madiciones contra el volumen que ocupan los granos.

Con estos datos se procede a calcuiar el IVL y la Velocidad de Sedimentacidn.

Indice Volumétrico de Lodos IVLE

Ei VL se caleula aplicande la siguiente fémula:

IV, = Vbyy
SST
donde:

IVL = Indice Voluméirice de Lodos.
Vhao = Volumen de biomasa expresado en mi después de
franscurrido los 30 min.
$8T = masa en gramos de S8V Infroducides a la probeta
{conc. S8T X volumen introduido)
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Velocidad de Sedimentacion

1. se calcula el drec transversal de la probeia con que se determing el IVL.

A=rxr?

donde:

A = Area de la boca de la probeta.
n = Valor consianie.
r =radio

2. Se arafica los dates y se fraza una recta tangente a la curva donde la pendiente as mds pronunciada, que es
donde se tiene la mayor velocidad de sedimentacion. Con esta nec tangente [hea de tendencial se calcula |
penrdiente.

3. La pendiente de esta recta coresponde a ko velocidad mdaxima de sedimentacién.

4. Las unidades, cr/min una vez divididas por dreg framsversal de la probeta en ok, v apliicando factores de
conversion, se reportan en m/h considerando que:
Tm =1cme
s0min =1h
Wlem =1m

C-4 BRUEBAS DE ACTIVIDAD METANOGENA ESPECIFICA AL ACIDO ACETICO Y NUMERO MAS
PROBABLE DE BACTERIAS {NMP)

La actividad melandgena espechica, se midié en el presente frabajo utiizande la metodelogia basada en la técnica
expuesta por Moreno [1991) pard medir la produccion de gas metane a partir de un sustrato determinado v el NMP se
basa en las técnicas descritas (Balch et al., 1979 ¥ Hungate, 1969) los cuales son adaptados para biomasa granular
anaerobia por Moreno, 1994.

Ambas tecnicas Utilizan sustratos y soluciones en comun, los cuales son descntos ¢ continuacion:

1 Composician de las soluciones y sustratos para el culfive de bacterias anaerobids

11 Soluciones de minerales y vitaminas

La preparacién de las soluciones minardies se tleva a cobo en condiciones cerobias vy con agua desfilada
preservando a 4° C.

1.1 Solucién mineral 1 {1000 mi}
KH2PO4 60g
1.1.2 Solucion mineral 2, con sulfalos (100 ol
Balch et al., {1979}
KH2P O« 6049
{NH}2SCa £0g (454 mM])
NacCl 120¢g
MgS0. . 7 H2O 269 (1055 mM)
CaClp . 2H0 0.16¢g
CaCl; cuando ne hay ki anterior) 0.12g
1.1.3 Solucion mineral 2, sin sulfatos {1000 mi)
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Balch et ai, (1979)

KH2PO,

{NHz)ClI

NacCl

MgClz . 6 HO

CaClz, 2 H20

CaClz [cuando no hay la anterior)

1.1.4 Solucién de vitaminas {1000 mil)
Balch et al, (1979)

1.1.5 Solucién de cligoelementos

Biotina

Acido télico

Piridoxina HC!

Ticming HCl

Riboflavina

Acido ricotinico

D. L. Pantotenato de Ca
Witarning Bz

Acido p - aminobenzbico
Acido lipéico

Balch et al, (1977)

Acido nittoacético

{1000 mi}

609
244
12049
219
0.16 g
0.12g

20mg
2.0mg
10.0mg
5.0mg
30mg
5.0mg
s.0mg
0.3 mg
5.0mg
5.0mg

15m

Ajustar el pH a 4.5 con KOH antes de agregar los siguientes rminerales

MgSOy . 7 H20

MnSO. . HO

NaCl

FesSOy 7 H:O

CoSOs

CoCk (cuando no hay la anterior)

CaClz . 2H0
InSQs

Cus0y4 7 HO
AK[SOQajz
HaBOs
Maehos 2H20

1.2 Sustratos v solucién reductora
1.2.1 Sustratos para la determinacion del NMP

La preparacién de los sustratos requeridos se leva a cabo colocande enun tubo fipo Hungate lo siguiente:

Procedimiento

Acido builfico:
Acido propiénico:

3.0g
0.5¢g
1.0g
0lg
0.1g
0.1g

0.1g
01g
001g
001 g
0019
00lg

1l del &cldo v una lentela de NaOH
1 ml del dcido mds una lenteja de NaOH
Gluceosa: 2.5 g de dexirosa

7. Los tubos se tapan con fapdn rosca v seplo de hule; en &l seplo se colocan dos agujas antes de meter a la

precémara anaerobia con &l propastio de permitir e cambio de aimésferas dentro del fubo.

2. Poner < reducir aproximadamente 300 ml de agua destilada bajo una coiente de nitrégeno. Punto 4 del
procedimiento para preparar Medio General (Ver mds adelante)
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3. Dejar enfriary colocar enla pre - cdmara.

4. Dentro de la cdmara anderobic poner 9 mi de agua reducida a cada tube de ios cidos bullico v prepidnico y
10 ml a los tubos de glucosa.

5. Tapar cada ubo con fapén de rosca vy septe, sacar y esterilizar 15 minutes a 15 Ib/pulg?. Estos sustratos deben
amacenarse a 4° C.

1.2.2 Solucién de sulfuro de sogio
Conceniracién aproximada al 2.5% de Naz$, la cud! se utiiza para reducir el medic al momento de inocularlo

Preparacién
1. Apocomds de 100 ml de agua destiiada, agreger 1lenteja de NaOH.
2. Reduciry enfriar bajo comniente de nifrégeno.

3. Aparte, enun frasco, lavar 3 g de Nae$ con agua destilada con agua destilada. Checar que queden20a 25 g.
de Nd2S.

4. Agregar el Nass dl agud reducida v frig, retirar la comente de nitrégeno ¥ tapar.
5. Enla cdmara anderobla repartir la selucién en 10 tubos conml en cada uno.
6. Esterilizar a 5 Ib/pulg? durante 15 minutos

1.2.3 Susiratos para ki actividad metandgena especifica

Se colocan:
Acido propiénico: 0.557 ml v dos lentejas de NaOH
Acido buitfice: 0.697 y dos lentelas de NaOH
Acldo acético: 0.30 ml y dos ientejas de NaOH

E procedimiente de preparacién es el mismo que para los sustrafos de enumeracion bacteriana, pero adicionar 14.4,
1430 y 5.7 mi de aguo redudida a los fubos de propidnico, bultica v dcetico respectivamente. En el presente frabaje
solo se redlizéd la actividad metandgena especifica al acélico.

2 Preparacién de los medios de culfivo ancercbios
721 Medio general

Canfidades para preparar 1000 mi del medic generdl.

Solucién mineral 1 50.0 mi
Solucién mineral 2¢ 500 ml
Sohucion de oligoelementos 100 ml
Solucion de vitaminas 100 ml
Rezarzuring [0.1 %) en agua desiilada 1.0ml
Extracto de levadura 1.0g
Peptona de caseina 1.0g
Bicarbonate de sodio 309
Sol. FeS0a . 7 B0 (2%} 10ml
Sol. NiCk {5 mg/100 ml) 10.0 mi
Cisteina 05¢

*con sullatos © cloruros dependiendo del grupo bacteriano

2.2 Medio para bacterias acetocidsticas, fermentativas @ hidrogenofiicas
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Se uliliza medic general, pero se empiea la solucién mineral 2 con sulfatos, En el caso de las bacterics acefocldsticas
se adiciona ademds 5.0 g/l de acetato de sodio, antes de comenzar a reducir et medic de culfivo.

2.3

Medic para bacterics sinfroficas consumidoras de propicnato y butirato {OHPAr y OHPAg)

En este caso se emplea el medic mineral 2 sin sulfatos.

Procedimientc

.

Colocar los reactivos del medic general excepto la cisteina en un matraz de 1000 ml. Aforar con agua destilada.

Repartir el medio en dos matraces de 1000 ml, adicionar un excedente de 150 a 200 ml de agua desfilada o
cada matraz,

Colocar dentro de cada matraz una jeringa sin aguja, conectada con manguera a un sistema distribuidor de
gas [Manifold) mantener Ia jeringa per encima del nivel dei liquido v fapar con papel de aluminio.

El medio se pone a calentar y una ver que comienza & bullir se infroduce la jeringa a una dltura aproximada de
1.5 cm por debdlo del nivel del liquido con una comente de nifrégenc constante hasta que el medio vire de

color rosa aincelore freduccidén completal.

Se procura mantener en caso necesario, &l volumen requeride con agua destilada hasta la completa reduccian
del medio.

reducido el medic, se anfifa en un recipiente con agua manteniendo la coriente de nitrégeno, una vez tibic,
laproximadamente a 30° C), se agrega la cisteing dejdndola resbalar por las paredes del matraz régidamente.

Evitar en lo positle, ka infroducclén de aire, tapar y burbujear con I cortiente de nifrégeno durante 10 minutos.

Quitar la corriente de nitrdgenc v tapar con tapén de hule, sellando el perimetro del matraz con parafim v/o
cinta adhesiva.

Introdudir a la camara ancercbia lo medics, tubos de cultive v el equipo necesario para su dosificacion.
En la cdmara poner 5 ml de medio a cada tukbo y 9 mlenlos tubos de dilucién.
Fuera de la cdmara anaerobia, cambiar atmésteras 4 los medios utiizando un sistema distribuidor de gases, con
la mezcla requerida duranie dos minutes. Una vez infroducida la comenie de gas, se coloca otra aguja que
servird para la evacuacdién de la aimésfera interna. Las mezclas de gas de acuerdo al grupe bacteriano son las
siguientes:

Hidrogenoflicas: Hz - CO2 {20% - 80%}

Fermentativas, acefoclasticas
OHPAsyr ¥ SR: Nz - CO2 (20% - B0%)

Esterilizar 15 minutos en autoclave a 15 Ib/pulgr y comprobar el pH final (= 6.8 - 7.5)

Guardar en la cdmara anaercbia hasta el momento de inocular.
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Medio para bacterias sulfato - reductoras (SR}

Cantidades para preparar 1000 ml de medio.

Solucién mineral 1 100.0ml
Solucion mineral 2* con sulfatos 0G0 ml
Rezarzuring 1.0mi
Exiractc de levadura 109
FaSQ. . 7 HaQ (2%) 0.50g
Sol. de Gcidoe lactico neutralizado* 8.5ml
Cisteina 025¢g

* A 100 ml de Gcido Iactico se le agrega una lenieja de NaOH, se disuelve vy posteriormente se ajusta pH con una
solucién de NGOH al0.T M

Procedimiento

L

Colocar todas |as sustancias en un matraz incluyerdoe la cisteina.

Adicionar aproximadamente 300 mi de H20 destilada y medir el pH, que generamente es &cido, djustar con una
solucion de NaOH 0.01 M, aunpH de 7.8,

Aforar o 1000 ml.
Reducir el medic de la misma forma que el medio general, hasta obtener condiciones reductoras.

Enfriar el medio en bafo de agua manteniendo la coriente de nifrégeno. Una vez frio, medir pH y gjustar a 7.8,
fapary meter a la cédmara anderobia para su dosificacién en fubos.

Una vez dosificados, esterifizar 15 minutes en autoclave.

Comprobar que el pH se encuentre en un intervalo de 6.8 @ 7.5, Si el pH no se encuentra en este intervalo los
rmedios no podrdn ser ulilizadas para las pruebas.

*£l &eido lactico se neulraliza agregando NGOH 1 M. Y cuando se encuentre cerca de pH 7 se gusta con la solucién
desosaa Gl M.

3.1

3z

2.

Metodologia para la inocuiacidn [NMP)
Preparacién de diluciones de la muestra de biomasa granular

Intraducir lo musstra de biomaosa a la cdmara anaerobic. Macerar la muesira con un macerador de tefidos v
vaciar en un recipienie pequefo.

Preparar dilucionss de lo biomasa en tubos con ¥ mi de medio general de la siguiente manerc: tomar 1 ml de
lodo con jeringa esténl y aguja hipodérmica de 23 x 25 mm, inyectar en el tubo marcade come 104 y agitar. Con
ofra jeringa estérll, tomar 1 ml de esta dilucién e inyeciara ol fubo marcado comeo 102, seguir asf sucesivamente,
hasta ferminar con la Olfima dilucién.

fnocuiacién de medios (NMP con § tubos —repeticiones- por difucion)

Inocular entre dos mechearos para asegurar condiciones aséplicas.

Fuera de la cdmara anaerobia flamear el septo de las fubos con alcohol.




Adicionar 0.1 ml de la solucion de Naz§ @ cada tubo purgande con nifrégeno entre cada adicion.

Agregar 0.1 mi del sustrate requerido [glucosa, dcido butiico o deido propidnico) lo més rapidamente peosible,
purgande ia jeringa enfre cada foma de sustrato. Utilizar una jeringa para cada sustrato. La incculacion de las
bacterias fermeniativas deberda hacerse necesariamente entre dos mecheros.

Con otra Jeringa agregar 0.2 ml de la dilucidn requerida, empezande por la méxima; purgar con nitrégeno v
agitar la dilucién en un vortex entre cada tomd de muestra.

Si se desconoce fotalmenie la muestra, trabajar con 10 diluciones, en caso contrario inocular por o menos §
diluciones por muesira.

Agitar los fubos e incubarios @ 35° C durante 1 & 1.5 meses o excepcidn de las fermentaiivas que se incuban sélo
und semana.

Las bacterias hidrogendfilas deben incubarse horizontalmente v alimeniarse cada fercer dia mediante la
infreduccién de una coriente de CO-2 - He sin colocar aguia para desaloje de gas.

La caracterzacian distintiva de crecimiento es la produccldn de metanc que se cudlifica por cromatografia de gases,
a excepcldn de ks bacterias fermentativas en donde se regisira furbiedad en el medic.

3.2

1.

2.

Inoculacién de bacterias suifato - reducforas

Seguir la mefodologia anteriermente descrita, sin adicionar Na2$ ni sustrato, pues ya estd incomporado en ef
medio.

incubar a 35° C durante unda semana.

La caracterisfica de crecimiento le da una coloracion negra del medic por la formacion de Fes.

34

Preparacion de botelias (Actividad Metandgenal
Colocar 16 ml de medio general sin sulfuros en frascos de tipo anfibidtico dentro de la cdmara anaercbia, tapar
con septo de hule. La prueba para acéfico se core individucimente {o diferencia del propidnico y outiiice, donds

se usa ki misma bofellal.

Fuera de la cdmara anaerobia se colocan sellos de aluminio v s& hacen cambics de atmdsfera con una mezcla
de Nz - CO, durante 2 min.

se esterilizan las botellas a 15 b/plg? durante 15 min

Procedimiento de andlisis [actividad Metandgena)

se deja la muestra de blomasa durante 24 hes. al vacio en ia precamara con el objeto de aboriar los susiratos
residuales.

En las bolelias con medio, dentro de la camara anaerobia, se les adiciona 0.4 ml de MNazS, purgando la jeringa
con Nz.

Se gdiciona 4 ml de la biomasa homegénea a cada betella, dejando una botella come control {sin adicionar
lodo).

e le adiciena 1 mi de susirato (dcido acético) a todas las batelias. se tapan v se sellan,
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5. Todas las botellas se incuban enuna estufa g 30° C.

6. 3Se toman muestras de la fase gaseosd, con una jeringa v se aplican al cromatégrafo de gases para medir la
produccién de metano.

7. Latoma de muestras se recliza en corios intervalos de tiempo hasta que ia produccién de metane se estabilice.

8. Sehacenlos cdleulos perlinentes reporlandose la actividad metanogénica en: CH ,DOO/ grSSV x dia.

C-5 DETERMINACION DE FENOLES EN SOLUCICN

La siguiente técnica colorimélrica se obtuve segin los lineamientos de Standard Methods para ka examinacién de
aguas ¥ aguas residuales {APHA, 1989} en su técnica 5530.

Lo determinacion de fenoles por el méfodo de la 4-aminoantipifiing es una técnica colorimétrica qua se basa en Ig
propiedad de los compuestos fendlicos o reaccionar con la 4-aminoantipiing a un pH 7.9 = 0.1 en prasencia de
femclanuroe de potasie para formar un compuesto de anfipirina coloreado.

Algunas de los interferencics de esta téenica son fa presencia de bacterias degradadoras de fenoles, sustancios
oxidantes {clore, yodo), reductoras v valores de pH alealinos, por o gue es imporiante manegjar adecuadamente las
muestras adicionando soluciones que propicien las condiciones necesarias para la cuantificacién de fenoles. Las
muestras deben ser conservadas a 4° C o menos, §i s que el andlisis no se redliza en un iempo menor @ 4 haras Para
una mejer conservacion se debe de acidificar con una gota de solucién 1:5 de dcido sulfdrico, para un velumen de

10 mil. El pericdo méximo de almacenamiento serd de 28 dias.

En el presente frabgjo se utilizé un espectrofotémetro tipe HACH, v se consiruyd la curva de cdlibracidn de fenoty de
2.4.6 tclorofenol, programando el especirofotémetro para cada compuesto. Los reactivos que se utilizaron fueron:

1. Solucidn de fenol de reserva: disclver 1 g de fenol en agua destilada, aforara 1.
2. Solucionintermedia: diluir 5 ml de solucién de reserva de fenol en 500 mi de agua destilada {preparacién diara)

3.  Hidrdxdo de amenio: NHsOH 0.5 N; fornar 35 ml de NH4OH concenfrado, v llevar o 11 de agua destilada. Solucisn
—

4. Selucién tampdn de fosfaio: disciver 5225 g de KeHPOs v 36.5 g de KH:POu en agua y diluir hasta 500 mil. El pH
debe de ser de 4.8. Solucién .

5. LaSolucién — se qjusta conka Solucion 4 o un pH de 7.9 £ 0.1. Formdndose ia Solucion °.
6. Solucién de 4amincantipiina: disclver 2 g de 4-aminoantipiring en 100 ml de agua destilada. Solucidn .,
7. Solucidn de ferricianuro de potasio: disotver 8 g de KsFe{CN)s en 100 ml de agua destilada. Solucién ™.

Bl instrumenial que se utilizé fue equipe fotomeétrico HACH, potenciémetro y la crisicleric necesaria.

Procedimiento parda la determinacidn de fenoles en solucién

1. Preparar un blance de 50 ml con sole agua destilada.




2. 3e cclocd 3 ml de muesiras filfradas en matraces de 50 ml y se afore con agua destilada, La concentracion
maxima que puede ser lefda en este tipo de especirofotémetre es de 8 mg/l, por lo que sl la concentracidn es
mayor se deben realizar las diluciones pertinentes.

3. Elblanco ylas muestras se fratan de la siguiente manera: se afaden 1.25 ml de Ia Solucidn 0.5 mil de la Solucién
+: v 0.5 ml de la Solucidén ”. Mezclar bien v se deja reaccionar [as muestras por 15 minutos.

4. Se enciende el espectrofotometro vy se deja estabilizar la lompara por 5 minulos: colocéndolo en el méfodo ya
programado, v se selecciona la longitud de onda de mayor absarbencia, para lo que se realizd previamente un
barido, siendo para el fenol de 480 nm y para €l ficlorofencl de 520 nm.

5. Colocar el blance dentro de la celda v se le da lectura posteriomente se tara el aparato a esta Olfima lectura.
4. Colocarla muestra deniro de la celda v se procede a tomar lectura,
7. Cadleular la concentracion real tomando en cuenta ia dilucion. Eiemplo: St se tomd una muestra de 3 ml y se aford

a 50 mi, v la lectura que se obtuveo en el especirofoiémetro fue de 2.840 mg/l, la concentracién recl se determina
con gl sigulente calculo:

C-6 DETERMINACION DE METALES Pl Y Cr POR ESPECTRCFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.

Los mefaies en soiucidn pueden ser deferminados satisfacioriamente por mélodos ae absorcién atémica y/o por
métodos coloriméhicos; cada unc de estos métodos presenfan caracterfficas parficulares que requieren un

prefratamiente para cada fipe de muestra, posevendo disfinfas caracteristicas de sensibiidad de acuerdo a el
método elegido.

Antes de redlizar una determinacion, se requiere conocer que fraccidn de fos melales se quiere analizar para redlizar
el prefratamiente de la muesira adecuado. Bl Standard Methods [APHA, 1989) define los siguientes términos:

Metales disuelfos: Los metales de una muestra sin acidificar que pasen a fravés de un filtro de 0.45 pm.

Metales suspendidos: Sen los metales de una muestra sin acidificar que se quedan refenidos en un filiro de
0.45 pm.

Metales fofaies: Son ia concentracion de metales de una muestra sin filtrar después de una digestion
vigorosa; es la suma de ko fraccidn de metales disueltos vy suspendidos.

Meiales exirahibles con Es la concentracion de metal en sclucidn después del tratamiento de ung muestra sin

Seido: fittrar con acide mineral caliente.

En el presente trabajo se determinaren los metales totales, por lo que una vez oblenida ko muestra, se procedié o
realizar una digestion a fravés de la tecnologia de microondas alcanzdndose una completa digestidn de la muestra.

Con la muestra digerida v con las diluciones pertfinentes, se preservan a 10° C en frascos de pidstico debidamente
lavados, para posteriormente determinar los mefales en el especirofotémelro de absorcién atémica, que para este
caso se uliizd el modelo 11100 Perkin Eimer.




C-7 ESPECIACION DE METALES

La fécnica de especiacion de metales, es un método que sirve para evaluar las formas en que los metales se flan ala
materia, prncipalmente en los [odos resultantes de las aguas residuales. Esto se logra recuperando los metales usando
una extraccidn selectiva, donde los reactivos utiizados y el pH jJuegan un papel imperiante.

B procedimiento involucrade en lg exiraccion secuencial de los metales prasentes en el biosorbente, ufiliza los
recctivos KNOs; KF; NayP:Oy; EDTA y HNO: de acuerdo o coma lo reporta Stover ef ai. (1976).

El KNCs se elige para una extraccion inicial para determinar a los melfales unidos a sifios de intercambio en Ia
blomasa. Si ta muestra de biosorbente se encuentra saturada con K* los metales intercambiables pueden ser
desplazados de los sifios de infercambio localizados enlos distintos componentes del bicsorbente.

El KF se uliiza para la extraccién de metdles adsorbidos a ka superficie de la biomasa. El pH v la concentracién de KF
puaden permifir la remocion de metales adsorbidos o través de la formacion de complejos solubles metal - floruro,

pero minimizando la solubilizacion de metales enlozados @ compuestos orgénicos.

En ld exiraccién de metales Invelucrades con la materia orgdnica se utiliza el NasP2O7; esta extraccién puede remover
metales quelados ¢ complejados por la fraccidon organica del biosorbente.

El reactivo EDTA se usa pard la disolucidn de metales carbonatados. Bl EDTA es usado para remever elementos unidos
o materia orgdnica; sin embargo, si el Na:P20r es usade previamente el metal recuperado por el EDTA puede ser
principalmente enla forma carbenatada,

Por uffimo se someten las muesiras de biosorbbente o HNOs. Basados en las propiedades de estabilidad del pH el HNOa
puede disolver los metales en forma de sulfures y otras especies no extraidas por el NasP20O7 v el EDTA.

Procedimiento para ka técnica de especiacidon de metales en biomasa granular anasrabia.

1. Setfoman 5 ml de una muestra de biomasa

2. Sele adicionan 25 ml de KNOs 1 M v se deja reposarde 16 ¢ 18 h.

3. Se cenhifuga a 3000 iom 10 min, el sebrenadante se fittra en un filiro de fibra de vidric v se leva, para su posterior
andlisis, @ un volumen de 100 ml para fener una concentracién de 5 en 100,

4. H precipitadoe se lava con 25 ml de H20 destilada cenfifugando y desechando el sobrenadante, este proceso
debe seguirse para remover dlgin residuo del reactive y metales presentes en la blomasa producto de la

exiraccidn previa.

5. Se repiten los pasos 2, 3y 4 pare cada une de los reactivos, siendo estos ef KF (0.5 M), el NcuP2Q; (0.1 M), el EDTA
0.1 M} y HNGs {1 M.

6. Las muestras de solucién obtenidas en el paso 3, son digeridas para su posterior determinacién de metales por
aspecirefotometria de absorcién atémica, tal y come se describe en el apartade C-6 de este anexe.
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