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RESUMEN
En este trabajo se estudio la viabilidad de una biomasa anaerobia acidogénica
(BAA) después de haber sido sometida al proceso de biosorcion de zinc (Zn),
para la cual se utilizé un citbmetro de flujo. Para llevar a cabo este estudio, se
caracterizé fisicamente la BAA por medio de analisis gravimétrico. Ademas,
mediante experimentacion en lote, se determind la toxicidad del elemento
potencialmente toxico en términos de la concentracion inhibitoria media (Clsp).
Para determinar la capacidad de la biomasa como biosorbente, se realizd la
cinética de biosorcion con concentraciones de 5 hasta 35 mg/L de zinc.
Finalmente para conocer la viabilidad de la BAA después de la cinética de
biosorcién, se adquirieron las muestras a diferentes tiempos en un citbmetro de
flujo. Los resultados del estudio de la toxicidad muestran que la biomasa es
inhibida al 50% metabdlicamente con una concentracion de 22.5 mg/L de Zn.
En cuanto al estudio de biosorcién, se obtuvo un porcentaje aproximado al 50%
del ion Zn biosorbido por la BAA en los primeros 90 minutos de operacion, y
mayor del 65% a las 48 horas. En los estudios de citometria de flujo los
resultados muestran tres poblaciones microbianas bacterias (R-1), levaduras
(R-2) y detritos celulares (R-3). La viabilidad de la BAA se ve afectada en una
de las poblaciones microbianas (R-1), sin embargo se observa en la poblacién
R-2 que es capaz de reproducirse y desarrollarse en presencia del ion metélico.
En conclusibn se puede decir que la biomasa anaerobia acidogénica
metabdlicamente activa es una buena alternativa para la remocion del
contaminante, ya que se mantiene viable a concentraciones por encima de su

inhibicion media.



l. INTRODUCCION
La rapida industrializacion del mundo tuvo un impacto significativo en la
contaminacion de depodsitos naturales de agua, debido a la enorme descarga de
metales pesados en tales yacimientos (Rezic 2013; Mahdavi et al., 2013). Uno
de los elementos que contribuye significativamente a la contaminacion del agua
es el zinc. La respuesta ambiente Integral, Compensacion y Responsabilidad
act -2007 (The Comprehensive environment response, Compensation and
Liability CERLA) ha clasificado al zinc en la 74 posicién con respecto a la

contaminacion del agua (Mishra et al., 2010).

Constantemente, cobre y hierro acomparfan al zinc en el efluente descargado
de diversas unidades industriales. La forma méas prominente de Zn disponible
en la industria es en forma de iones. Los metales pesados son contaminantes
del ambiente que no pueden ser destruidos y degradados, representan un serio
e importante problema ecoldgico, con consecuencias para la salud. Por lo que,
la eliminacién de éstos metales de las aguas de descarga en las industrias se
ha convertido en un reto para la normatividad nacional e internacional (Mishra y
Patel, 2009; Cazon et al., 2013).

Para el tratamiento de las aguas de descarga de la industria contaminadas con
metales potencialmente téxicos, se utilizan tecnologias o procesos como:
destilacién, extraccion, uso de membranas, adsorcion, oxidacién catalitica y

procesos de oxidacion.

Estos métodos frecuentemente son inefectivos y costosos, sobre todo cuando
se aplican a efluentes diluidos. Presentan algunas desventajas como: la
produccion excesiva de lodo, tiempos largos de operacién, formacion de
productos gaseosos toxicos, dificil manejo de residuos, consumos elevados de

energia, taponamientos, entre otros.

Una alternativa, es la biorremediacion microbiana, la cual es una tecnologia

emergente para el tratamiento de efluentes contaminados. Las ventajas de la



biorremediacion son: una facil operacién, alta eficiencia, es un proceso
amigable al ambiente, minimiza los desechos quimicos y el uso natural, tiene
bajo costo ya que son biosorbentes que se pueden regenerar (Dotto et al.,
2013).

La biosorcidon es una técnica empleada en la eliminacion de metales pesados, y
se puede definir como la captacién de contaminantes desde una solucion
acuosa por una biomasa (viva o muerta) (Volesky y Holan 1995; Davis et al.,
2003). Este mecanismo es mediante la interaccion de grupos funcionales de la
pared celular microbiana (polisacaridos, lipidos y proteinas) con los iones
metalicos. Estos componentes juegan un rol importante ya que crean los sitios
para la union del ion metélico (Kadukova y Vircikova 2005). La biosorciéon se

lleva a cabo mediante dos mecanismos: la bioacumulacion y la bioadsorcion.

El primer mecanismo se basa en la capacidad de absorcion de especies
metalicas hacia el interior de las células que componen la biomasa, mientras
que el segundo se refiere a la adsorcion de los iones en la superficie de la
célula (Certucha-Barragan et al., 2010). Es una tecnologia que representa una
alternativa a los tratamientos convencionales de recuperacién de metales
pesados en aguas, permite la reutilizacion de residuos procedentes de procesos

agricolas e industriales.

En los dltimos afios ha habido un incremento en las técnicas con el fin de
clasificar y separar las células. Estas técnicas se basan en separacion gruesa y
en separacion individual. La primera se refiere a la separacion por medio de

filtracion celular, la centrifugacion o sedimentacion y el cultivo celular.

La separacion individual engloba principalmente a la citometria de flujo, en
donde el conteo individual la hace la mejor técnica para proveer informacién en

cuanto al andlisis y separacion de poblaciones celulares (Salgado 2009).



La citometria de flujo nos permite cuantificar las bacterias de las aguas
residuales utilizando tincion fluorescente de acido desoxirribonucleico ( ADN).
Las ventajas de esta técnica han destacado en el campo medio ambiental
debido al conteo rapido y eficiente de células absorbidas en la poblacion
bacteriana. Consiste en contar mas de 1000 células por segundo, ya que es un
rapido analisis multiparamétrico de células individuales, capaz de dar una
ponderacion precisa de las células libres en una suspension, en comparacion
con la observacion convencional de bacterias en un microscopio (Foladori et al.,
2010).

Es por esto, que el interés por realizar este trabajo se hizo con el fin de estudiar
la viabilidad de la biomasa anaerobia acidogénica, con concentraciones
variantes de Zn, y de esta forma aportar conocimientos que contribuyan al uso
de este tipo de biomasa para el tratamiento de aguas contaminadas con

metales potencialmente toxicos.



Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

e Analisis de la viabilidad en una biomasa anaerobia acidogénica por

citometria de flujo durante la biosorcién de zinc.

2.2 Objetivos Particulares

e Determinar la concentracién inhibitoria media de Zn en la biomasa
anaerobia acidogénica.

e Determinar la cinética de biosorcién de Zn.

e Evaluar la viabilidad de la biomasa anaerobia acidogénica por citometria

de flujo utilizando yoduro de propidio.



ll. Antecedentes

Todas las formas de vida en la tierra dependen del agua. Cada ser humano
necesita diariamente varios litros de agua dulce potable para vivir. Como se
sabe, el agua dulce es muy preciada, alrededor del 97% del agua de nuestro
planeta es salada y por tanto no es apta para el consumo humano.
Sorprendentemente, las tres cuartas partes del agua dulce de la tierra estan
retenidas en los glaciares y los casquetes polares del hielo de manera que los
lagos y los rios; principales fuentes de agua de consumo para nuestra sociedad,

tan solo constituyen un 0,01 % del recurso hidrico de nuestro planeta.

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

eficaz que en el pasado (Blanco, 2006).

La contaminacién del agua puede tener distintos origenes, pero la mas comun
es ocasionada por desechos industriales, debido a la descarga de sustancias
téxicas como acidas, solventes organicos, pinturas, metales pesados y demas
derivados de actividades industriales, agricolas, ganaderas, domeésticas. Por
consiguiente, tales aguas ya no son aptas para el consumo humano (Heinke et
al., 1999).

3.1 Contaminacion por Metales Pesados

Los metales pesados constituyen un grupo cercano a los 40 elementos de la
tabla periddica que tienen una densidad mayor o igual a 5 g/cm® Una
caracteristica particular de los metales pesados como el sodio, potasio,
magnesio, calcio, vanadio, manganeso, hierro, cobalto, niquel, cobre y zinc, es

gue, aun cuando son primordiales para el desarrollo fisioldgico, se ha reportado



que también tienen efectos téxicos sobre las células, principalmente como
resultado de su capacidad de alterar o desnaturalizar las proteinas (Gémez,
2008). El grado de toxicidad de los metales pesados depende de una serie de
factores que engloban desde el pH, estado molecular y propiedades fisico-
quimicas, hasta la naturaleza del material y sobre todo de su disponibilidad en

el ambiente.

Los metales suelen ingresan a los sistemas acuaticos en el proceso de
transformacién natural de las rocas durante la formacion de los suelos, pero su
concentracion final no rebasa los umbrales de la toxicidad y se encuentran bajo
formas que son muy poco asimilables por los organismos. Sin embargo, la
actividad humana ha incrementado su contenido en el medio ambiente de forma
accidental o deliberada (Merrero-Coto, 2010). Tal es el caso de la actividad
minero-metallrgica, en donde a través del procesamiento de minerales y
fundicion, podria causar la dispersién y depdsito de grandes cantidades de

metales hacia el medio ambiente.

En México, se ha registrado una creciente y preocupante contaminacion
ambiental a consecuencia del desarrollo de industrias como la minera y la
petrolera, esto aunado por la escaza educacion ambiental, son factores
decisivos que provocan la explotacion de recursos naturales. La industria
minera es una de las actividades econémicas de mayor tradicibn en nuestro
pais, por lo cual tiene alto impacto ambiental pues debido al procesamiento de
recursos minerales, se han generado una gran cantidad de residuos liquidos,
gaseosos Yy solidos, contribuyendo a la formacion de lodos téxicos (Monge,
2008).

El Rio San Pedro, al norte del estado de Sonora, es un buen ejemplo de
contaminacion de agua y sedimentos por metales pesados, puesto que este rio

ha sido severamente contaminado durante muchos afios a consecuencia de



descargas de aguas contaminadas con altas concentracién de iones metalicos

durante la actividad minera de la region (Monge et al., 2013).

En el mes de agosto del afio 2014, se dio a conocer la terrible negligencia
ocurrida por parte de la mina a cielo abierto Buenavista del Cobre en el
Municipio de Cananea, Sonora, subsidiaria de Grupo México, donde aconteci6
el mayor desastre ambiental en la historia de la mineria en este pais. Segun
SEMARNAT se derramaron 40,000 m? de sulfato de cobre (CuSO,) acidulado,
en el Arroyo Tinajas del municipio mencionado, el cual desemboca en el Rio
Bacanuchi, afluente del Rio Sonora (SEMARNAT, 2014
http://mexico.cnn.com/nacional/2014/08/28/).

En comparacion de muchos contaminantes organicos, los metales pesados
generalmente no se eliminan de los ecosistemas acuaticos por procesos
naturales, debido a que no son biodegradables, al contrario, son altamente
contaminantes y sufren de un ciclo global eco biolégico, donde las aguas
naturales son el principal camino. Hoy en dia, estos elementos metélicos tienen
un gran significado como indicadores de la calidad ecoldgica de todo flujo de
agua debido a su toxicidad, y muy especialmente al comportamiento

bioacumulativo (Gémez, 2008).

El efecto toxico de los elementos metalicos es atribuido a la alteracion de la
funcién de la enzima, mediante la unién de los metales con determinado grupo
en las paredes celulares. En el medio ambiente, los metales pesados pueden

estar presentes en las siguientes formas (Zabochnicka et al., 2014)

e Forma idnica (esta es la forma mas téxica para los organismos vivos)
¢ |on ligado con diversos compuesto complejos

e Moléculas precipitadas

La mayoria de los elementos metdlicos experimentan la bioacumulacién en

aguas superficiales. Debido a los efectos tdxicos que tienen sobre determinados



elementos del medio ambiente, los metales pesados representan serias

amenazas para los organismos Vivos.

Se sabe que el uso de las cuencas de los drenajes son la fuente principal de
descargas antropogénicas, esto representa un riesgo para la salud humana,
particularmente por la contaminacidbn causada a consecuencia de altas
concentraciones de metales pesados. Estos iones viajan a través de cuerpos de
agua naturales debido a la descarga directa de efluentes industriales, que
pueden contener tanto aguas negras como solidos y sedimentos, los cuales se
dispersan alrededor de la biota cercana. (Monge et al 2013)

La Tabla IlI-1 presenta las cifras de metales toxicos y metaloides presentes en

aguas residuales producidas por varias industrias.

Tabla lll-1. Fuentes antropogénicas de metales y metaloides toxicos, ton/afio.

Industria

Elemento ?n(;ﬁq;rgélt?if: ’ Agricultura Quimica, Tratamiethos de
Metalurgia ’ Metalurgia aguas residuales
Arsénico 49,952 7,730 7,550 13,635
Cadmio 16,444 3,666 2,450 25,466
Cromo 344,853 92,680 50,610 81,629
Cobre 26,953 411 33,740 68,875
Mercurio 6,879 5,245 1,145 2,018
Niquel 239,901 60,246 7,440 60,969
Plomo 325,884 192 9,300 58,570
Selenio 70,335 6,566 4,250 6,252
Zinc 162,871 824,935 85,015 168,815

Zabochnika-Swigtek M., 2014



3.2 Zinc

El Zn es uno de los elementos mas comunes en la corteza terrestre. Esta
presente de forma natural en las rocas, el suelo, el agua y el aire. Es esencial
para la salud y el bienestar tanto del ser humano como de animales y cultivos.
Debido a que es un material extremadamente versatil, se sabe que una de las
principales aplicaciones del Zn se basa en proteger el acero frente a la
corrosion, por lo cual se puede alargar el tiempo de vida de dicho producto.
Ademas, menor corrosion significa también menores costos y menor impacto
ambiental derivados del mantenimiento. Cabe destacar que después de
terminar su funcion, los productos derivados del zinc llegan a reutilizarse y el
metal que contenian puede ser recuperado sin ninguna pérdida de calidad o

propiedades.

A nivel mundial se producen anualmente mas de 11 millones de toneladas de
Zn. Existen numerosas actividades industriales que implican a este metal, por lo
que hay gran cantidad de descargas de efluentes industriales de él al medio
ambiente. De ellas, casi el 50% se utiliza para el galvanizado de acero.
Alrededor del 17% se utiliza para producir latén y otro 17% para la produccién
de aleaciones de base Zn, principalmente en el sector de moldeado por presion.
Por ultimo, también se utiliza en cantidades significativas en compuestos como
oxidos de zinc y sulfato de zinc. Las operaciones de fundicion afectan a un area
mas grande con sus descargas durante un periodo de muchos afios (Volesky
1990).

La existencia de niveles elevados de zinc en el medio ambiente se debe a
varias actividades humanas; entre las fuentes de emisiones se incluyen:
efluentes municipales e industriales, combustion de carbon y residuos
geoldgicos, actividades mineras y procesado del acero. (International Zinc,
2010,). La produccion mundial de zinc esta todavia creciendo, esto significa

basicamente que mas y mas zinc termina en el ambiente.
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El agua es contaminada con este ion metalico, debido a las descargas de
efluentes residuales provenientes de plantas industriales que no son depuradas
satisfactoriamente. Una de las consecuencias es que en las orillas de los rios
se estan depositando fango contaminado con zinc, el cual puede también

incrementar la acidez de los cuerpos de agua.

Los efectos nocivos se manifiestan a niveles que estan de 10 a 15 veces por
encima de los necesarios para la salud humana. La ingestion en grandes
cantidades causa calambres, nauseas y vomitos. Si se ingieren magnas
proporciones de zinc durante un periodo de tiempo prolongado, puede
manifestarse anemia y disminucién en los niveles de colesterol beneficioso
(Martinez, 2015). La Tabla 1ll-2 sefiala las concentraciones maximas
permisibles para los metales pesados segun la NOM-001-SEMARNAT-1996 y
NOM-001-ECOL-1996.

Tabla I11-2. Limites maximos permisibles de metales pesados

Rios uso en riego Rios uso publico Fuente de
agricola urbano i
. g Aguas nggo abastecimiento
Parametro Naturales agricola de aqua
(mg/L) Promedio Promedio Promedio Promedio (EPA (SEDUE 9
mensual diario mensual diario 1986) 1989) potable
(SEDUE 1989)
Arsénico 0.2 0.4 0.1 0.2 0.05 0.1 -
Cadmio 0.2 0.4 0.1 0.2 0.01 0.01 0.001
Cobre 4 6 4 6 15 0.2 0.1
Cromo 1 1.5 0.5 1 0.1 1 0.1
Mercurio 0.001 0.02 0.01 0.01 0.002 - -
Niquel 2 4 2 4 0.632 0.2 -
Plomo 0.5 1 0.2 0.4 0.0015 5 0.1
Zinc 10 20 10 20 5 2 -

NOM-001-SEMARNAT-1996; NOM-001-ECOL-1996
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Debido a la presencia de este ion en los mantos acuiferos, se puede presentar
el proceso de bioacumulacién en algunas especies, este elemento entra en los
cuerpos de algunos peces y es capaz de biomagnificarse en la cadena

alimentaria.

Bioacumulacion

_— . . —

@ Niveles de contaminantes

- Niveles de contaminantes BiomagnificaCidn

(.

Figura lll-1- Representacién esquemaética de los procesos de bioacumulacién y
biomagnificacién en las especies de la cadena tr6fica marina.

Ademas, por su acumulacion en el suelo, solamente un nimero limitado de
plantas tiene la capacidad de sobrevivir. Esta es la razon por la cual cerca de la
industria de explotacion de zinc, no hay gran diversidad de vegetacion.
Asimismo, el zinc puede interrumpir la actividad en los suelos, con influencias
negativas en el desarrollo de microorganismos (Lenntech, 2014). Por esta
razon, cada vez son mas numerosos los estudios que ponen de manifiesto su
elevada concentracion en aguas subterraneas y de superficie (Blanco et al.,
2006). Debido a esto se han propuesto diversos métodos para la remocion de

los elementos potencialmente toxicos.
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3.3 Métodos para la Remocién de Contaminantes

Los procesos convencionales para el tratamiento de aguas residuales con
metales incluyen: precipitacion, oxidacion, reduccion, intercambio idnico,
filtracion, tratamiento electroquimico, tecnologias de membrana y recuperacion
por evaporacion resultan costosas y en ciertos casos ineficientes. Cuando se
emplean procesos quimicos para tratar cuerpos de agua contaminados crean
como producto final un lodo de alta concentracién de metales, lo que llega a

dificultar su eliminacion (Hijosa-Valsero et al., 2013).

3.1 Métodos Fisico-Quimicos

3.1.1 Osmosis inversa

Es un proceso en donde se ponen en contacto dos efluentes con diferente
concentracion de soélidos, los cuales se separan por una membrana semi-
permeable (Figura lll- 2), aplicando una presion mayor a la presion osmética se
lograr pasar el solvente hacia un lado de la membrana, y concentrar los solutos
del otro lado. De esta forma se separa la mayor cantidad de sélidos disueltos
de en aguas residuales (Rao 2011). La principal desventaja de este método es
su alto costo.

3.1.2 Electrodidlisis

Se trata de un proceso de separacion de membrana, donde los iones metalicos
son impulsados mediante membranas de iones selectivas, bajo la influencia de
un campo eléctrico (Figura 111-3). Entre los dos electrodos se produce una
transferencia de cationes y aniones hacia los electrodos concernientes. Su
desventaja es la formacién de hidroxidos de metal que obstruyen la membrana
(Silva et al., 2013).
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Figura lll-3. Representacion Esquematica del Proceso de
Electrodialisis

3.1.3 Ultrafiltracion

En este proceso se utilizan membranas permeables con un tamafio de poro de
5-2 nm, el cual permite el paso del agua y solutos de bajo peso molecular
(Figura IlI-4). Debido a la alta densidad de empaquetamiento de las

membranas, sus requerimientos de espacio son pequefios, pero su rendimiento

14



se ve afectado por presiones elevadas y disminucion en los flujos de agua. Su
desventaja es la formacién de lodos, los taponamientos de membrana y altos

costos de operacion (Figueroa, 2013).

Corriente de alimentacion » c Concentrado
(presurizada) Y
L}
e
e & Em—
N
Membruna \
v
s L]
= > + -
- L)
» »

Ultrafiltrado

Figura lll-4. Representacion esquematica del proceso de ultrafiltracion

3.1.4 Intercambio i6nico

Proceso por el cual los iones metédlicos de las soluciones diluidas se
intercambian con los iones por fuerzas electrostaticas de la resina (Figura llI- 5).
Sus principales desventajas son el alto costo, la eliminacién parcial de iones y el

uso de agua para lavar la columna empacada (Yoshinobu, 2012).

Resinas de intercambio
idnico

I )
4 Innes sodio en

lones metaln:ns / ldnes metaln:ns agua tratada

en agua no tratada lones de
Sodio

Figura lll-5. Representacion del proceso de intercambio
iénico.
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3.1.5 Precipitacion quimica

La precipitacion de los metales se logra mediante la afiadidura de coagulantes
como alumbre, sales de calcio, hierro y otros polimeros organicos, cuya funcién
es precipitar los materiales metalicos (Figura 111-6). La desventaja de este
proceso es la gran cantidad de lodos que contienen los compuestos toxicos
(Barakat 2011).

" 4

Mg(OH)a Phl, Cu(OH), SrS04 Ni{OH). Cu(OH),

Figura lll-6. Ejemplos a nivel laboratorio de la precipitacion quimica

Por lo tanto, las desventajas como la eliminacion parcial de los metales, alto
consumo de reactivos y energia, generacion de lodos téxicos y otros productos
de desechos que requieren eliminacion cuidadosa ha hecho imprescindible el
uso de un tratamiento costo-efectivo que sea capaz de eliminar los metales

pesados de efluentes acuosos (Ahalya et al., 2003).

IV. METODOS BIOLOGICOS

Diferentes tipos de sistemas de tratamiento biolégicos son usados en el campo
de la ingenieria ambiental. Tal es el caso del empleo de plantas naturales y el
uso de microorganismos, cuya funcion es absorber el agente contaminante para

adecentar, ya sea cuerpo de agua o suelo que requiera ser purificado. Entre
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estos métodos se encuentra la fitorremediacion y la biorremediacion

microbiana.
4.1.1 Fitorremediacion

El proceso consiste en utilizar ciertas plantas para limpiar suelos, sedimentos y
aguas contaminadas con metales pesados. Particularmente, las plantas
acuaticas son empleadas en la desinfeccion de tales efluentes gracias a que
usan la energia solar como mayor fuente nutrimental. Por lo tanto, al ser
sistemas simples y sin un alto grado de complejidad, el consumo energético
empleado es bajo (Martelo y Borrero, 2008). Hidalgo cita que, algunos
investigadores afirman que algunas plantas acuaticas remueven sustancias
organicas asi como también metales pesados e inclusive son capaces de
absorber sustancias radioactivas, donde acumulan en sus raices grandes

cantidades de uranio (Hidalgo, 2005).
4.1.2 Biorremediacion microbiana

Se puede definir biorremediacion como la respuesta bioldgica al abuso
ambiental. Es un proceso natural en el que los diferentes organismos son
capaces de eliminar contaminantes organicos e inorganicos en un ambiente
dado. En un ambiente no contaminado, las bacterias, los hongos, los protistas y
otros microorganismos heterotréficos degradan constantemente la materia
organica disponible para obtener energia (Cortén y Viale 2006, Monge et al.,
2008)

La busqueda de nuevas tecnologias que permitan la eliminacion eficaz de
metales toxicos de las aguas residuales ha dirigido la atencion a técnicas
amigables al ambiente como la biorremediacion, la cual trabaja proveyendo a
estos microorganismos de nutrientes, oxigeno y otras condiciones que
favorezcan su rapido crecimiento y reproduccion, acondicionandolos de tal

manera para poder degradar el agente contaminante organico a una velocidad
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mayor, y proporcionando una técnica para eliminar la contaminacion, realza los
mismos procesos de biodregradacion que ocurren naturalmente en el medio
ambiente (Corton y Viale 2006).

La biosorcion es un método eficiente, amigable al ambiente y sobre todo no es
una metodologia costosa en comparacion con las técnicas convencionales. Es
un proceso de biorremediacion que depende de la absorcion de los iones
metélicos mediante biomasa activada, por lo tanto el uso de esta no involucra la

generacion de lodos secundarios (Cazon et al., 2013, Mishra 2014).

4.2 Biosorcién

La biosorcion ha sido definida como la propiedad de ciertas biomoléculas (o
tipos de biomasa) para unir y concentrar determinados iones a otras moléculas,
a partir de soluciones acuosas. Este fendbmeno esta basado en la afinidad entre
el biosorbente que vemos en fase sélida, y el sorbato que es el que sera
removido, el cual se encuentra en la fase liquida (Volesky 2007, Figueroa-
Torres et al., 2014). En la Figura IV-1 se representa el método biolégico que es

realizado por los microorganismos para la remocioén de contaminantes.

Metales en

el ambiente

Microorganismos

Bioadsorcién Bioacumulacidn

Figura IV-1. Métodos biologicos para la remocion de metales pesados
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4.2.1 Bioacumulacién

Este mecanismo presenta una incorporacion del ion metélico dentro de la
membrana celular. La actividad biologica es esencial para que la biomasa
pueda llevar a cabo este proceso, ya que los metales son absorbidos durante la
funcion del proceso metabdlico, por lo que es necesario controlar

constantemente las condiciones de operacion (Chojnacka, 2010).

4.2.1 Bioadsorcion

Dentro de la biorremediacion de elementos potencialmente toxicos como el
cadmio, cromo, plomo, niquel, cobre y zinc, la biosorcion es un fenémeno que
ha sido estudiado ampliamente debido a que los microorganismos que se
utilizan como biosorbentes logran captar rapidamente los contaminantes con los
que son expuestos. La biomasa participante en este proceso, es facilmente
extraible de diversos efluentes, o que hace que sea una remediacion rentable
(McEldowney, 2000).

Para una mejor optimizacién del proceso, es importante entender que durante la
biosorcién, y debido a la complejidad de los materiales biol6gicos, es posible
que diferentes mecanismos puedan ocurrir en el transcurso del mismo

(Chojnacka 2010). La técnica de biosorcidn cubre los siguientes mecanismos:

e Intercambio ionico.- es una reaccion quimica reversible donde se
intercambian iones moviles por otros iones de la misma carga, que
ocurre en solidos que contienen un numero relevante de grupos
funcionales.

e Complejacion de especies metdlicas.- Los iones se unen a grupos
funcionales presentes en las membranas de las células

e Adsorcion fisica.- este es provocado por la interaccion molecular (fuerzas
de Van der Waals). En caso de una fisisorcion, no se produce una unién

quimica.
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La mayor ventaja de la biosorcion es que los metales pesados son vinculados a
células que no muestran una larga actividad metabdlica. Esto permite eliminar

los contaminantes por medio de organismos muertos (Zabochnicka, 2014).

Las membranas celulares juegan un rol importante en este proceso, ya que
todos los iones metalicos antes de entrar a la membrana y al citoplasma
atraviesan la pared celular, la cual estd compuesta de polisacaridos y proteinas,
por lo tanto existen muchos puntos de union para las especies metélicas. Para
poder detectar y cuantificar microorganismos, se disponen de técnicas que
ayudan a llevar acabo esta clasificacion, por ejemplo, métodos basados en
criterios morfoldgicos, en tincion diferencial, pruebas bioquimicas, puede ser por
tipificacion de fagos, otra alternativa es con pruebas seroldgicas o mediante la

deteccion o conteo celular.

Numerosos estudios revelan que la biomasa proveniente de especies de
bacterias, algas y levaduras, son capaces de captar concentraciones de iones
metalicos en su estructura. De esta manera, los sorbentes de origen bioldgico o
biosorbentes, constituyen una alternativa eficiente y econémica, para regenerar
entornos contaminados, comparados con métodos cuyos precios son mas
elevados (Donghee, 2010).

4.2.3 Biomasa

La mayor parte de los materiales biolégicos tienen afinidad por los metales,
debido a ello, la seleccién de la biomasa como biosorbente potencial es uno de
los pasos mas importantes en el proceso de biosorcion. Generalmente, se
pretende seleccionar una biomasa asociada a un buen precio y disponibilidad
(Park et al., 2010).

Debe tomarse en cuenta que la capacidad de biosorcion de cualquier
biosorbente depende de sus métodos de tratamiento, asi como, de las
condiciones experimentales, principalmente pH y temperatura. Este biomaterial

puede provenir de desechos industriales, los cuales deben de estar libres de
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carga, esto es, organismos que se puedan obtener en grandes cantidades de la

naturaleza, y que puedan cultivarse o propagarse rapidamente con fines de

biosorciéon (Park et al.,2010). En la Tabla IV-1 se muestran los tipos de biomasa

utilizados como biosorbentes.

Tabla IV-1. Tipos de biomasa utilizada como biosorbentes

Categoria

Ejemplos

Bacterias

Hongos y levaduras

Algas

Desechos
industriales

Desechos agricolas

Residuos naturales

Gram positivas (Bacillus sp., Corynebacterium sp.)
Gram negativas (Escherichia sp., Pseudomonas sp.)
Cianobacterias

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

Levaduras (Saccharomyces sp., Candida sp.)
Microalgas (Clorella sp., Chlamydomonas sp.)
Macroalgas (Enteromorpha sp., Codium sp.)

Desechos de fermentaciones, alimentos, bebidas, lodos
activados, lodos anaerobios.

Desechos alimenticios (arroz, frutas, trigo)

Plantas, cortezas, hierbas.

Figueroa, 2013

Para ello, estos microorganismos dependen de nutrientes que se componen de

una fuente de carbono, fuente de energia, nitrégeno, agua y una fuente mineral.

Con base a los requerimientos nutricionales de los organismos es comun

clasificarlos como autétrofos y heteré6trofos. La Tabla V-2 indica los nutrientes

necesarios para la existencia de cada organismo.
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Tabla IV-2. Requerimientos nutricionales de los microorganismos

AUTOTROFICOS .
I N HETEROTROFICOS
Fotosintéticos Quimisintéticos
Compuestos
orgéanicos.
Fuente de CO, CO, Carbohidratos,
carbono acidos organicos,
cetonas, aldehidos,
parafinas.
Compuestos
Compuestos organicos.
Fuente de o bohid
) Luz solar Inorgéanicos _Carbohidratos,
energia . acidos organicos,
oxidables cetonas, aldehidos,
parafinas.
Fuente de .
L NHs, NO3', NO2, N No organico
nitrégeno
Fuente mineral Na, K, Mg, Ca, Fe, Mn, C, Co, Mo, Zn, P, S
Agua <€ >

Madigan, 2003

De esta manera puede decirse que los organismos heterotréficos son aquellos
gue obtienen el carbono directamente de compuestos organicos ya que viven a
expensas de la materia organica, por el contrario de los organismos autotroéficos
utilizan el dioxido de carbono como su fuente nutricional, es decir, viven a
expensas de la materia inorganica. Por consiguiente, segun sean los
requerimientos de oxigeno necesario, existen microorganismos denominados
aerobios y anaerobios. Los primeros se conocen por ser consumidores de
oxigeno y usarlo como fuente de energia para realizar sus procesos vitales; los
segundos destacan por sobrevivir ain sin presencia del oxigeno libre (Boone,
2005)

Los organismos facultativos son aquellos que tienen la capacidad de vivir bajo

mas de un conjunto especifico de condiciones ambientales, de este modo, los
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organismos facultativos anaerobios son aquellos microorganismos que pueden

sobrevivir en ausencia de oxigeno.

4.3 Digestion aerobia

La digestion aerobia es un proceso bioloégico implementado a las aguas
residuales que tiene el fin de remover aquellos compuestos organicos en
suspensién o en solucién que se encuentran en el agua, los cuales al ser
degradados por los microorganismos, imponen una demanda de oxigeno sobre

el cuerpo de agua receptor.

4.4 Digestion anaerobia

El proceso de digestion anaerobia se caracteriza por llevarse a cabo en
ausencia de oxigeno gracias a consorcios microbianos heterotréficos, que en un
proceso de dos etapas (licuefaccion-gasificacién), convierten la materia
organica en un 90% en componentes de bajo peso molecular (biometano,
diéxido de carbono, agua y amoniaco) (Monge et al, 2013; Mudhoo 2013).
Primeramente, los materiales organicos del sustrato como la celulosa,
hemicelulosa y la lignina se licuan por enzimas extracelulares. Este paso inicial
se debe a la velocidad de la hidrdlisis, la cual a su vez depende del pH,
temperatura, concentracién y composicion de los componentes iniciales de la
materia prima (Figura 1V-2). Los componentes organicos solubles incluyendo
los productos de la hidrolisis se convierten en acidos organicos, alcoholes,
hidrogeno y dioxido de carbono por agentes acidogénicos durante la fase de
acidogénesis. A su vez los productos de acidogénesis se convierten luego en

acido acético, hidrogeno y diéxido de carbono (Mudhoo, 2013).

4.4.1 Hidrdlisis.
En este proceso la materia compleja, como los carbohidratos, proteinas y
grasas, es degradada en compuestos de bajo peso molecular como glucosa,

aminoacidos y &acidos grasos (AGV’s), respectivamente. Este paso de
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descomposicion ocurre a través de la actividad de enzimas extracelulares,
secretadas por la bacteria hidrolitica unida a un sustrato polimérico. Este
proceso puede tener una velocidad limitada para la velocidad total de la
digestion anaerobica. En particular la rapidez de conversion de los lipidos
sucede por debajo de los 18°C (Manyi, 2013; Monge et al., 2013).

4.4.2 Acidogénesis.
Los compuestos generados en la etapa de hidrdlisis, son llevadas dentro de las
células de la bacteria fermentativa, para ser transformadas en componentes
organicos simples, como los conocidos acidos grasos, alcoholes y compuestos
minerales como dioxido de carbono, hidrogeno, amonio, acido sulfhidrico, etc.
La fermentacion acidogénica es llevada a cabo por diversos grupos de
bacterias, las cuales son obligatoriamente anaerdbicas. Generalmente se cree
gue los agentes acidogénicos son mas resistentes a la toxicidad de los metales

pesados que la metalogénesis (Mudhoo y Kumar, 2013).

4.4.3 Acetogénesis.
Esta etapa es conocida también como acidogénesis intermediaria, ya que los
productos provenientes de la fermentacion son convertidos en acetato,
hidrogeno y dioxido de carbono por la acciébn de un grupo de bacterias
conocidas como “productoras obligadas de hidrogeno” (BPOH). La singularidad
de este proceso radica en la inhibicion de las BPOH, debido a que el hidrégeno
que estan produciendo es consumido por la interaccidbn con microorganismos
metandgenos-hidrogenofilicos, de esta manera se mantiene un nivel adecuado
de hidrégeno para que pueda darse termodinamicamente la conversion de los
acidos grasos volatiles (AGV’s ) a acetato e hidrogeno. Esta cooperacion es
conocida como ‘relacidn sintréfica” o “transferencia interespecifica de

hidrogeno” (Monge et al., 2013).
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4.4.4 Metanogénesis
La metanogénesis es la etapa final de la digestion anaerobia, consiste en dos
vias principales: la acetoclastica e hidrotréfica. Ambos tipos de metandgenos,
acetoclasticos e hidrogenotroficos son esenciales para la conversion entre
materia organica y metano, sin embargo utilizan un numero limitado de
sustratos para formar CH4. Estos microorganismos utilizan principalmente Ho,
diéxido de carbono y acido acético para formar metano (CH,). En la Figura 1V-2

se representa el diagrama esquematico de las etapas de la digestion anaerobia

Materia Organica compleja
(Carbohidratos, proteinas, grasas)

N

HIDROLISIS

Moléculas organicas solubles
(Glucosa, aminoacidos, Acidos grasos)

\%

ACIDOGENE 515

Acidos Grasos Volatiles
(ALY S)

%

ACETOGEMNESIS

< V

METANOGEMNE 515

Acido
Acético

Acido
Acético

CHa + CO2

Figura IV-2. Representacion de las etapas de la
digestién anaerobia

Las bacterias metanogénicas pertenecen al grupo de las Archeas, son
anaerobias estrictas y producen metano como producto principal del
metabolismo energético. Los metandgenos se encuentran en casi todos los
ambientes anaerobios concebibles. El 70% de metano es producido por via
acetoclastica y el 30% restante por via hidrogenofilica. En la etapa final de la
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digestion anaerobia, las reacciones se llevan a cabo a pH cercano a neutro para
poder obtener una mayor produccion de metano. En la Tabla V-3 se muestran
las reacciones bioquimicas que se llevan a cabo durante el proceso de

digestion anaerobia.

Tabla IV-3. Reacciones bioquimicas en las etapas de la digestion anaerobia.

ETAPA REACCION

S Glucosa + 4H,0 — CH3;C00~ + 4H* + 4H,
Hidrdlisis

Glucosa + 2H,0 - C,H,0, + 2HCO; + 3H* + H,

Butirato + 2H,0 —» 2CH;C00~ + H* + H,

Acidogénesis _
Propionato + 3H, - CH;C00~ + HCO;~ + HT + H,

Acetogénesis HCO; + H" + 4H, - CH;C00~ + 2H,0

Metanogénesis

Acetato + H,0 - CH, + HCO; + H*

V. CITOMETRIA DE FLUJO

Es preciso disponer de métodos que clasifiguen las etapas en las que se
encuentran los microorganismos a utilizar. Hoy en dia existe un interés
creciente en el desarrollo de métodos mas rapidos y eficientes que evalten la
presencia de microorganismos, la rapida deteccion de éstos es una de las
cuestiones claves para la obtencién de datos en tiempo real que ayuden a
desarrollar programas mas precisos de control de calidad de bioprocesos. Del
mismo modo, la evaluacién de la viabilidad celular constituye un tema de gran
importancia en microbiologia industrial; la actividad industrial implica la toma de
decisiones de alto impacto econémico, que se determina normalmente por los

resultados obtenidos de las pruebas de viabilidad celular (Diaz et al., 2010).

Existen circunstancias donde es requerido determinar el nimero y la viabilidad

de cultivos microbianos mixtos, conocer las propiedades de la poblacion que se
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tiene presente, y confirmar el estado de algin microorganismo después de
haber sido sometido a un proceso o tratamiento para comprobar la existencia
de alguna bacteria, levadura, o algun microorganismo que pueda ser
reutilizable. Es aqui donde la citometria de flujo entra en juego, ya que ofrece
una perspectiva en tiempo real del andlisis individual de microorganismos, sin

dependencia del cultivo microbiano (Winson y Davey 2000).

Se han desarrollado un gran nimero de metodologias y reactivos que permiten
la deteccion y medicién de moléculas de superficie e intracelulares, estado de
membranas, pruebas de actividad enziméatica y de iones (Gonzalez 2012). Pero
gracias a que la citometria de flujo es una tecnologia capaz de etiquetar
selectivamente especies definidas, permite conocer la composicién de la
poblacion, el estado de division, los marcadores que la identifican y definen
funcionalmente, e incluso se puede conocer la respuesta metabdlica a
estimulos determinados. La esencia de la citometria de flujo radica en la
posibilidad de medir la luz procedente de células individuales que pasan por la
luz emanada de un laser, a una velocidad de miles de células por segundo

(Barrera Ramirez et al., 2004).

La esencia de esta técnica radica en la caracterizacion de poblaciones de
células basadndose en la medicién de luz dispersada hacia adelante (forward
scattered ligh FCC) y luz dispersada lateral (side-scattered light SSC) las cuales
registran las células tefildas con colorantes que tienen sitios de union

intracelulares especificos (Vicente 2011, Diaz y Mantos 2011).

La funcion del colorante es marcar las células no viables, o células que no estan
metabdlicamente activas, de esta manera las sefiales de dispersion se
relacionan con la naturaleza y propiedades celulares, tanto caracteristicas
superficiales de refraccibn como de su estructura interna. Es por esto que
principalmente los parametros que registra la dispersion de luz son: el tamafio

de la célula, la complejidad de la membrana celular, entre otros.
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En este trabajo se utilizé yoduro de propidio (IP) para medir la viabilidad de la
poblacion. Dicho componente tifie los acidos nucleicos de doble cadena de las
células muertas, por lo que la fluorescencia de las células tefiidas muestra el

porcentaje de viabilidad celular (Cid Blanco et al., 1999).
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Caracterizacion Fisica de la Biomasa
La biomasa utilizada en este trabajo se obtuvo de la planta de tratamiento de
aguas residuales de la industria cervecera Corona, ubicada en Ciudad Obregon,

Sonora. A los cuales se les determin6:

6.1.1 Solidos totales (ST)

El término sélido hace referencia a la materia organica en suspension o disuelta
en aguas residuales. Los sélidos pueden alterar negativamente la calidad de un
cuerpo de agua, y, en casos donde exista un alto contenido de sélidos disuelto,

pueden inducir una reaccién nociva para el organismo humano (APHA 1998).

Los solidos totales son los materiales retenidos, de una muestra acuosa,
cuando ésta se seca alrededor de una temperatura de 103 — 105°C (Chiruchi,
1996; APHA 1998). Mediante la Ec.1 se puede calcular el contenido de sélidos

suspendidos totales:

Peso a 100°C—Peso del crisol  gST Ec(1
= C
Volumen de muestra L (1)

6.1.2 Sdlidos fijos (SF)

Los solidos suspendidos fijos son los residuos resultantes luego de calcinar a
550°C la muestra retenida (Chiruchi, 1996; APHA 1998). Para determinar la

cantidad de solidos fijos se utiliza la Ec.2:

Peso a 550°C—Peso crisol gF Ec (2
= - C
Volumen de muestra L (2)
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6.1.3 Sdlidos suspendidos volatiles (SSV).

Los solidos suspendidos volétiles son una manera indirecta de determinar la
cantidad de biomasa. Se determinan por diferencia de peso entre (ST) y (SF)
(Chiruchi, 1996; APHA 1998), tal y como se muestra en la Ec.3:

ST — SF = g Ec. (3)

Se colocaron filtros de papel en una mufla a 550°C durante media hora,
después se les hizo pasar a un desecador, donde se dej6é enfriar para
posteriormente capturar su peso vacio. Se agregé 10 mL de muestra de la
biomasa anaerobia acidogénica (BAA). Para eliminar la mayor cantidad de agua
posible, se filtr6 la muestra con ayuda de una bomba al vacio. Una vez
removido la mayor parte de liquido, la muestra se pasé a un horno a 100°C por
4 horas. Transcurrido este tiempo, se coloco el crisol en el desecador para dejar
enfriar y capturar su peso. A continuacion, se calcind la muestra a 550°C
durante 1 hora. Después de este periodo, se volvié a colocar el crisol en el
desecador para dejar enfriar y poder capturar su peso a 550°. De esta forma se

pueden realizar el calculo de los SSV.

6.2Concentracion Inhibitoria Media (Clsp)

La Clsp es el valor requerido para obtener el 50% de inhibicion metabdlica (Polo
Cerdn, 2010). Se calculo la dextrosa contenida por la BAA mediante el método
del acido dinitrosalicilico (DNS), el cual se basa en la reduccion del DNS por la
glucosa a 100°C, esto para determinar la cantidad de fuente de carbono

consumida por el lodo anaerobio.

Los estudios se llevaron a cabo en botellas serologicas con un volumen total de
150mL, las cuales fueron inoculadas con 1g/L SSV de BAA y alimentadas con
medio mineral (Anexo A), conteniendo 5g de dextrosa. Los inOculos se pusieron
en contacto con concentraciones variantes de Zn: 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35

mg/L, las cuales se prepararon mediante una matriz de 500 ppm de sulfato de
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Zn. El volumen de operacion de la cinética fue de 100mL. Se incubaron durante
48 horas a 36°C. Se tom01 mL de muestra, la cual se centrifugé a 3500 rpm
durante cinco minutos, y se puso en contacto con 1 mL de DNS (acido
dinitrosalicilico). Para determinar la actividad metabdlica se leyeron las
muestras en un espectrofotémetro (Genesys 10S UV-VIS) a 570 nm. El calculo

del porcentaje de actividad metabdlica esta descrito por la siguiente ecuacion 4.

D06-DO06,,
0 4 - = ]()() EC A
% DOa—-DO«a,, X ( )

Donde

% A: es el porcentaje de actividad,

DO6&: es la densidad éptica de la muestra,

D06,4: es la densidad Optica de la muestra transcurrida 24 horas,
Doa: es la densidad Optica del control y,

DOa;,: es la densidad Optica del control transcurrida 24 horas.

6.3Cinética de Biosorcion

El proceso de biosorcion da pie a la union de metales téxicos, 0 sustancias
organicas la cual absorbe los contaminantes a través de funciones metabdlicas
(Zabochnicka, 2014). Con el fin de conocer el porcentaje de Zn biosorbido por la
biomasa anaerobia acidogénica, se llevo a cabo la cinética de biosorcion. En
botellas seroldgicas se agregaron 2.6 mL de BAA (cantidad que corresponde a
1 g/L de SSV), se afiadieron concentraciones determinadas de 5, 10, 15, 20, 25,
30 y 35 ppm de Zn, mas un control. Se tomaron 4 mL de muestra, cada 15
minutos, en un rango de 90 minutos. Asi como a las 24, 48 y 72 horas. Las
muestras se centrifugaron por 10 minutos a 3500 rpm, se filtraron a un tamano

de poro de 0.2u. Se analizaron las disoluciones en un espectrofotometro de

31



absorcion atomica marca PerkinElmer modelo Analyst 400, para conocer la
cantidad de Zn biosorbido.

6.4 Citometria de Flujo

La citometria de flujo se basa en el criterio mas importante para distinguir entre
células viables e irreversiblemente dafadas, esto mediante la interaccion de
fluorescencia en la membrana. Las células vivas con membranas intactas son
capaces de excluir a los tintes que penetran facilmente a las células muertas o
dafiadas (Kramer et al. 2009).

6.4.1 Suspension de control bacteriano y levadura

Para poder determinar de manera adecuada la viabilidad de la BAA, y
conociendo que esta conformada por un consorcio microbiano, se dispusieron
controles de bacterias y levaduras mediante caldo nutritivo y medio YPD, para
Escherichia coli y Candida glabrata, respectivamente. Las cuales se incubaron
por un periodo de 24 horas a 36°C, para obtener la suspension y utilizarlas

como controles.

6.4.2 Adgquisicion de la biomasa anaerobia acidogénica

Para llevar a cabo los estudios de citometria de flujo, se preparé un control
negativo de la BAA, sin concentracion de metal. El cual se obtuvo mediante la
suspension del botdon celular del control de las pruebas de biosorcion, este
boton celular se lavé con 5 mL de buffer de fosfatos (PBS) pH7, y se eliminé el
sobrenadante en una placa de calentamiento hasta evaporar el liquido
excedente. La muestra seca se suspendio en 1 mL de PBS para centrifugarse a
15000 rpm, durante 5 minutos.

El botdn celular de las pruebas de la cinética de biosorcion, se tifieron con 1uL
de yoduro de propidio (Pl), se incubaron a 15 minutos en la obscuridad,
posteriormente, estas muestras se lavaron con PBS se centrifugaron a 15000
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rpm por 5 minutos. Esta operacion se repitio dos veces. Los botones celulares
resultantes fueron suspendidos en 1 mL de PBS, y finalmente filtrados a tubos
FACS para su adquisicion. Este procedimiento se reiteré a las 24, 48 y 72
horas. Se determiné la viabilidad del consorcio microbiano en un citdmetro de
flujo (FACS Canto Il; BD systems).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1Caracterizacion Fisica de la Biomasa

De los resultados de la caracterizacion de la BAA se obtuvieron 3.95 g/L de ST,
los cuales son los materiales retenidos en una muestra acuosa. Para la materia
calcinada el valor fue de 0.6 g/L de SF, y la cantidad de biomasa resultante de
la diferencia entre lo ST y SF fue de 3.34 g/L SSV. Las cantidades iniciales para
los SSV provenientes de plantas de tratamientos de cerveceria contienen de
0.26 a 0.67 g/L (Castro-Gonzales, 2001). Debido al acondicionamiento de la

BAA con medio mineral, se logra incrementar.

7.2Concentracion Inhibitoria Media (Clsp)

La concentracion inhibitoria media es la concentracion de metal que causa una
disminucién del 50 % de la actividad metabdlica de los microorganimos . En la
Figura VII-1 los resultados analizados muestran una respuesta metabdlica de la
BAA, donde se observa que fue inhibida al 50% cuando se tiene una

concentracion de 22 mg/L, en 48 horas.

100

75

50

25

% Actividad metabdlica

0 10 20 30 40
Zn (mgl/L)

Figura VII-1. Concentracion inhibitoria media
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(Zayed and Winter 2000) utilizaron suero lactico como sustrato, y reportan un
50% de inhibicién durante la etapa de metanizacion del suero, indican que la
toxicidad disminuy6 en el orden de cobre> zinc> niquel. Con concentraciones

mayores de 40 mg/L de Zn se presenta la Clsp.

7.3Cinética de Biosorcion
Los resultados obtenidos de la cinética de biosorcion se pueden observar en las
Figuras VII-2, VII-3 y VII-4, donde se obtuvo un porcentaje aproximado, e
incluso en ciertos casos, por encima del 50% de biosorcion de Zn a los 90
minutos. Los resultados del estudio de biosorcion a las 24 y 48 horas, muestran
gue con una concentracion de 20 mg/L de Zn se obtiene una capacidad de
biosorcién de 2.927 mgZn/gSSV (Tabla B-3), y un porcentaje de biosorcion
mayor al 78% (Tabla B-4). Estos resultados coinciden con lo reportado por
Luna, 2010, en donde se utilizé un alga Sargassum filipendula como bisorbente

de cadmio y zinc.
Por otro lado Spanélova et al.,2003, reportan la biosorcién para cadmio y plomo
con una biomasa pre tratada, del hongo Aspergillus niger, en este trabajo la
biomasa no tuvo ningun pre tratamiento.
1
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Figura VII-2. Cinética de biosorcion de 5 mg/L de Zn, en 90 minutos
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Figura VII-3. Cinética de biosorcion de 20 mg/L Zn, en 90 min.
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Figura VII-4. Cinética de biosorcion de 35 mg/L de Zn, en 90 minutos.
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7.4Citometria de Flujo

La funcién del colorante yoduro de propidio (IP), es marcar células no viables
resultantes de la cinética de biosorcion, por lo que las células viables no son
detectadas por la fluorescencia del citdmetro. Es por esto, que el analisis por
citometria de flujo muestra al inicio de la biosorcion que existe una baja en la

poblacién microbiana.

Los resultados obtenidos para determinar la viabilidad de la BAA a tiempo cero,
se muestran en las Figuras VII-5, donde se observa la fluorescencia de tres
poblaciones microbianas, levaduras (R-1), bacterias (R-2) y detritos celulares
(R-3). El comportamiento del consorcio microbiano en contacto con las distintas
concentraciones del ion metalico es similar a tiempo cero, pero existe una
variacion considerable respecto a la poblacién a las 24 y a las 48 horas (Figura
VII-5, VII-6 y VII-7) con las diferentes concentraciones de ion metalico

respectivamente.

Como se puede observar el porcentaje de las células no viables disminuyé
considerablemente en la region R-2, ya que no se aprecia la misma cantidad de
células marcadas con el colorante IP, por lo tanto la poblacién microbiana viable
se ve favorecida con un incremento. Sin embargo, en la region R-1 se observa
un porcentaje mayor de células marcadas, lo que implica que hay un efecto
negativo del Zn sobre esa poblacion. Este resultado es similar para los tiempos
de 24 y 48, ya que no hay una diferencia significativa en los porcentajes de
viabilidad.
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Figura VII-5. Evaluacién de la viabilidad a tiempo cero de operacion, con concentraciones de 5, 20 y 35 mg/L Zn.
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Figura VII-6. Evaluacioén de la viabilidad de la BAA a 24 horas de exposicion entre el biosorbente y el ion metalico, con
concentraciones de 5, 20, 35 mg/L Zn.
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Figura VII-7. Evaluacion de la viabilidad de la BAA a 48 horas de contacto con 5, 20 y 35 mg/L de Zn
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VIIl. CONCLUSIONES
Del andlisis obtenido de la concentracion inhibitoria media y del analisis de
citometria, se puede concluir que la célula se adapta y se reproduce en
presencia del zinc, inclusive a concentraciones que rebasan la Clso. Ademas se
concluye que la citometria de flujo es una herramienta capaz de analizar
integramente la viabilidad y el desarrollo celular en el proceso de biosorcion.
Gracias a esto se pudo conocer la baja poblacional microbiana que existe al

inicio de la biosorcion, y de su desarrollo dentro de las primeras 48 horas.

Se logr6 demostrar que la biomasa anaerobia acidogénica metabolicamente
activa biosorbe por encima del 50% de zinc en los primeros 90 minutos de
operacion, inclusive a tiempos de 24 a 48 horas se obtuvo un porcentaje de

biosorcién aproximadamente del 60 y 80% respectivamente.

Es importante mencionar que, la citometria de flujo es una técnica eficaz para

dar seguimiento al desarrollo poblacional durante el proceso de biosorcién.
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Anexos

Anexo A

Tabla A-1. Composicion del medio mineral

Compuesto g/L
Dextrosa 5

NH,CI 1.044
KCI 0.270
KH2PO4 0.169
MgCi,.6H,0 0.150
CaCl,.H,O 0.050
Extracto de Levadura 0.018
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Anexo B
Curva de calibraciéon de la dextrosa

Se prepararon soluciones de 0 a 40 mM de dextrosa, las cuales se analizaron
por el método de &cido dinitrosalicilico (DNS). Las muestras se leyeron en un

espectrofobmetro a una longitud de onda de 570 nm.

Curva de calibraciéon de dextrosa

R2 = 0.9982

o o
o 0

Absorbancia (570)
o
~

0.2

0 10 20 30 40 50
mM Dextrosa

Figura B-0-1. Curva de calibracion de la dextrosa
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Porcentaje de biosorcién

En la Tabla B-2 se muestran los resultados del estudio de biosorcion.

Tabla B-2. Resultados obtenidos en la cinética de biosorcion a los 90 minutos

5 mg/L Zn 10 mg/L Zn 15 mg/L Zn
Tiempo (min)
C C/Co C C/Co C CI/Co
0 6.75 1 12.50 1 17.50 1
15 5.98 0.89 10.81 0.86 15.87 0.91
30 5.46 0.81 9.87 0.79 14.91 0.85
45 4.75 0.70 8.74 0.70 12.92 0.74
60 4.25 0.63 1.74 0.62 11.39 0.65
75 3.60 0.53 6.75 0.54 9.75 0.56
90 3.12 0.46 5.85 0.47 8.32 0.48
Continuacion Tabla B-2
Tiempo 20 mg/L Zn 25 mg/L Zn 30 mg/L Zn 35 mg/L
(min) C CiCo C CiCo C CiCo C CiCo
0 23 1 25.90 1 33.75 1 33.75 1
15 20.93 0.91 23.78 0.92 30.82 0.91 30.82 0.91
30 18.69 0.81 21.63 0.84 27.72 0.82 27.72 0.82
45 16.91 0.74 19.27 0.74 24.70 0.73 24.7 0.73
60 14.96 0.65 17.19 0.66 22.78 0.67 22.78 0.67
75 12.75 0.55 15.15 0.58 19.20 0.57 19.2 0.57
90 10.92 0.47 13 0.50 16.38 0.49 16.38 0.49
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En la Tabla B-3, se presenta la capacidad de biosorcion de la biomasa
anaerobia acidogénica.

Tabla B-3 Resultados de la capacidad de biosorcion.

Concentracion| g (mg de Zn/g
Zn (mg/L) SSV)
5 0.528
10 0.963
15 1.337
20 1.796
25 2.009
30 2.5
35 2.927
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Tabla B-4.Porcentaje de Zn biosorbido por la biomasa anaerobia acidogénica

Ti ) 5mg/LZn 10mg/L Zn 15 mg/LZn 20 mg/L Zn 25 mg/L Zn 30 mg/L Zn 35 mg/L Zn
lempo
P % % % % % % %
0 0 0 0 0 0 0 0
3.75 53.78 53.20 52.46 52.52 49.81 51.47 49.67
24 62.52 61.28 60.40 63.65 57.95 59.59 59.95
48 70.67 68.68 68.63 70.26 69.77 66.93 67.69
72 78.22 77.04 76.40 78.09 77.57 74.07 75.05
100
80
c
2
2 60
o
(%]
Qo
2]
8 40 I I
kS 5 mg/L Zn 10 mg/L Zn 15 mg/L
X
——20 mg/L Zn —25 mg/L Zn 30 mg/L Zn
20
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0
0 12 24 36 48 60 72
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Figura B-0-2. Porcentaje de Zn biosorbido por la biomasa después de la
cinética de biosorcion.
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