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PREFACIO

A nombre del Comité Organizador del Primer Simposio Internacional de
Bioingenieria Ambiental (SIBA), les damos la mas cordial bienvenida. Es un
honor para la Universidad de Guanajuato y el Cuerpo Académico de Gestion
Ambiental del Departamento de Ingenieria Civil de la Division de Ingenierias,
Campus Guanajuato. El propdsito de este evento fue crear un ambiente de
discusién e intercambio de conocimientos entre expertos, investigadores y
estudiantes, en el area de la aplicacion de los procesos aplicados a la Ingenieria
Ambiental, con la finalidad de la busqueda de nuevas tecnologias para lograr um
medio ambiente sustentable, ademas de ampliar la participacion de los
estudiantes. Durante el SIBA se presentaron diversas conferencias magistrales,
exposiciones orales de invitados expertos en temas ambientales, vy
contribuciones de los participantes en secciones orales y en posters. Fueron
abordados temas actuales de gran importancia sobre la bioingenieria, tales
como: tecnologias aerobias y anaerobias, residuos soélidos y peligrosos,

nanotecnologia, biotecnologia y oxidaciones avanzadas.

La Universidad de Guanajuato se encuentra interesado en la busqueda de
mejores alternativas del cuidado ambiental, actualmente este tema esta
incorporado en sus procesos académicos y administrativos, encontrando
posibles soluciones de esta problematica y contribuye en la construccion del

desarrollo sustentable del estado de Guanajuato y del Pais.
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ABSTRACT

The color in industrial effluents is rarely considered as a form of pollution despite the damage it
causes. One way to solve this pollution problem is the replacement of synthetic dyes by natural
ones. An optimal colorant to replace the synthetic dyes and that can be used industrially, is the
carminic acid, which is obtained by the insect cochineal. Therefore, the purpose of this research
work was implementing a technical process that could permeate the cotton fabric with the extract
of cochineal. Another purpose, was discoloring the effluent emanated from the dyeing process.
This was tried by means of the fungus Trametes versicolor. For the process of cotton dyeing with
cochineal, the four most representative experiments were taken for analysis in the dyed fabric.
For the experiment of effluent discolorationl, were established treatments whose best three were
selected. The treatment where water with glucose was used as a medium got a discoloration of
99.4+0.04 %. It was possible to establish the laboratory conditions for the cotton dyeing with
cochineal. It has also been shown that the fungus can be used for discoloration and degradation
of the effluent in the process of dyeing with cochineal. This will help to develop strategies for the
development of sustainable technologies.

Keywords : Biotechnology, New methodologies, cochineal.

RESUMEN

El color en los efluentes industriales pocas veces es considerado como una forma de
contaminacion a pesar de los dafios que provoca. Una forma de resolver esto es mediante la
sustitucion de colorantes sintéticos por naturales. Un colorante 6ptimo para sustituir los
colorantes sintéticos y ser usado de manera industrial, es el acido carminico, obtenido de secar
hembras adultas del insecto grana cochinilla. Por lo que la finalidad de este trabajo fue
implementar un proceso técnico, que permitiera impregnar la tela de algodén con el extracto
grana cochinilla. Otro propdsito, fue decolorar el efluente emanado del proceso de tefiido, esto
por medio del hongo Trametes versicolor. Para el proceso de tefiido de algodén con grana
cochinilla, se tomaron los cuatro mas representativos para su analisis en la tela tefiida. Para el
experimento de decoloracion del efluente de tefiido, se seleccionaron los tres mejores
tratamientos, obteniendose una decoloracion de 99.4+0.04 %. Por lo que se logro establecer las
condiciones de laboratorio para el tefiido de algodén con grana cochinilla. Ademéas se demostré
gue el hongo puede ser empleado para la decoloracién y degradacion del efluente del proceso
de tefiido con grana cochinilla. Lo que contribuira a establecer estrategias para el desarrollo de
tecnologias sustentables.

INTRODUCCION

El color en las aguas residuales de la industria textil es altamente visible y altera la estética
natural del agua. Ademas de que se ve afectada la transparencia y la solubilidad del agua, el
color en el agua impide el paso de la luz y el oxigeno, por lo tanto, desfavorece el desarrollo de
microorganismos y su auto depuracion o tratamiento biolégico [1]. En base a la estructura
quimica de los grupos cromoforos, los colorantes sintéticos pueden clasificarse en colorantes
azo, antraquinona, trifenilmetano y heterociclicos [2,3]. La mayoria de estos colorantes son
mutagénicos y cancerigenos; y no son removidos completamente con métodos tradicionales de

1
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tratamiento de aguas residuales [2]. El color en los efluentes textiles por lo tanto puede estar
asociado a la presencia de grupos cromdforos. La norma oficial Mexicana NOM-CCA-014-
ECOL/1993, NOM-001-SEMANART-1996, establecen los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales a cuerpos receptores, provenientes de la
industria textil. Por lo que una buena alternativa a esta problematica de contaminacion es la
sustitucion de colorantes sinteticos usados em la industria textil, por colorantes naturales,
ademas del respectivo tratamiento de efluentes para eliminar el color. En afios recientes, se ha
desarrollado una intensa investigacion en la decoloracion de efluentes. Se conoce que el empleo
de hongos y de bacterias a través de sus enzimas pueden ayudar a reducir la cantidad del
colorante [3,4]. Por lo que una buena alternativa es el uso de hongos ligninoliticos, los cuales se
caracterizan por la capacidad de decoloracién de efluentes, algunos estudios se han enfocado a
la decoloracion (accion y efecto de decolorar) de efluentes que contienen colorantes sintéticos
del grupo azo [5]. Por lo que en el presente trabajo se buscé establecer las mejores condiciones
de tefiido de la tela de algodén com extracto de cochinilla, asi como la realizacién de pruebas
para decoloracién del efluente emanado del proceso de tefido, por medio de un hongo
ligninolitico.

METODOLOGIA

Tefido de la tela de algoddn con extracto de cochinilla

Como primer paso se procedio a obtener el extracto de cochinilla, mediante la siguiente
metodologia: Se peso la grana cochinilla con respecto al peso de la tela seca (25%) y se
molié hasta obtener un polvo fino, el cual se macer6 dejandolo reposar en agua por cada
a 27 T por 24 h. Se filtr6é la mezcla con ayuda de una bolsa de algodén. La bolsa que
contenia la grana cochinilla molida, se introdujo nuevamente en el recipiente donde se
encontraba la solucion del filtrado, se llevé a ebullicion durante 15 min. La bolsa se
agreg6 nuevamente con el filtrado a un nuevo recipiente con 15 ml de agua por cada
gramo de tela, se llevo a ebullicion durante 15 min. Se repitidé este proceso dos o mas
veces, hasta agotar el colorante. Los extractos obtenidos se mezclaron y se
almacenaron para la etapa de tefiido. Como segundo paso de utilizo el extracto de
cochinilla para el tefiido de la tela de algodén mediante la siguiente metodologia: El
extracto de cochinilla se ajusté a un volumen de 100 ml con agua destilada y se calento.
Cuando la temperatura alcanzé6 los 40 C, se agreg6 la tela de algodéon mordentada del
proceso anterior. Se llevé a ebullicibn, moviendo constantemente la tela de arriba hacia
abajo. Finalmente, se dejo enfriar la mezcla hasta 40 . Una vez que el color se adhirié
a la tela de algoddn, se lavo ésta con agua destilada hasta que no hubo desprendimiento
de color. Posteriormente, se planchd y se coloc6 a la intemperie hasta que se secd por
completo. La variable de respuesta fue el color, el cual se analizé mediante un colorimetro.
Decoloracion del efluente emanado del tefiido de algodén con extracto de cochinilla.

El efluente sin esterilizar se obtuvo de la etapa de tefiido de algoddn con grana cochinilla, en
esta etapa la tela de algodon ya ha pasado por la etapa de lavado y pre-mordentado. Por lo que
el efluente contiene trazas de jabon, mordiente y fibra de algodon. Se realizé el disefio
experimental mostrado en la Tabla 1, de donde se obtuvieron uma serie de ocho experimentos, a
cada uno de los experimentos se agrego el 5 % del hongo homogenizado, para el tiempo inicial y
para el tiempo final de 18 dias.

Tabla 1. Disefio experimental para la decoloracion del efluente de tefiido de algoddon en medio liquido, por el
hongo ligninolitico T. versicolor CDBB-H-1051.

Niveles
Variable Alto (+) Bajo (-)
Medio Kirk 0 X
Glucosa X 0
Hongo X 0
0= Sin; X=Con
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RESULTADOS Y DISCUSION

Tefiido de la tela de algoddn con extracto de cochinilla

Los resultados obtenidos en la evaluacién del color de los diferentes experimentos de tefiido en
algodén con grana carmin, en funcion al area cromatica CIELab, se muestran en la Tabla 2.
Cada valor corresponde al promedio de la evaluacién de tres puntos por medio del colorimetro,
para tres replicas.

Tabla 2. Evaluacién del color por medio del colorimetro de la tela tefiida de la serie de experimentos.

No. Evaluacion del color de la serie de experimentos

EXp. L* a* b*
1 48.97+1.14 39.46+1.07 -3.94+0.23
2 55.81+1.02 33.95+1.07 -3.10+0.07
3 43.81+0.33 44.64+0.16 -4.03+0.55
4 55.02+2.15 35.80+2.61 -2.21+0.21

Decoloracioén del efluente emanado del tefiido de algodén con extracto de cochinilla.

El tratamiento 8, que contenia agua, glucosa y hongo; presentd la mayor decoloracion, por lo que
se realizo la caracterizacion del efluente al inicio y al final de este tratamiento. Los resultados
obtenidos de los parametros fisicoquimicos se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracterizacion del efluente de tefiido de algoddn con el extracto grana carmin, al inicio y al final
del tratamiento 8 con T. versicolor.

Parametros Limites* Inicio Final %

(NOM-001-ECOL-1996) (t= 0 dias) (t= 11 dias) E

SST (mg/L) 40-200 750 150 80
SSV (mg/L) - 520 120 76.92
SSF (mg/L) - 230 30 86.96
CE (uS) - 435+14 264+2 39.31
Color (ABS)** - 1.39 0.01 99.40

pH 5-10 5.7 4.2 -
DQO; (mg/L) - 23350+397 20250+87 13.28
DQO; (mg/L) 21350+737 19783+29 7.34

DBO (mg/L) 30-200
*Limite permisible en contaminantes
**Dilucién 1:2
%E, porcentaje de eliminacion

CONCLUSIONES

Con este trabajo se logré un avance de la aplicacién en el teflido de algodén con el colorante
natural del extracto de la grana carmin. Por outro lado para la decoloracién del efluente emanado
del proceso de tefiido, se observo que el hongo T. versicolor, eliminé el color. Esto permitird
proponer estrategias para la reduccién de la contaminacion de agua al desarrollar procesos
sustentables aplicados a la industria textil y que son amigables con el medio ambiente.
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ABSTRACT

El presente trabajo, explora la aplicacion de ondas acusticas de ultrasonido, que puedan ofrecer
un método efectivo y de innovacion para eliminar al microorganismo patégeno Acanthamoeba
castellanii, amiba de vida libre que causa encefalitis granulomatosa, lesiones en la piel y
queratitis ocular en el humano. La amplia distribucion de este microorganismo, en cualquier
cuerpo de agua con una alta cantidad de material organico, asi como parques acuaticos
recreativos mal clorados, son un riesgo potencial de infeccién.

Keywords : Biotecnologia, A. castellanii, agua, ambiente, prueba acustica
INTRODUCCION

El sonido es una onda mecanica que requiere de un medio material para propagarse. Cuando se
desea la generacién de una frecuencia en particular con una aplicacién especifica, estamos
limitados, en general, a los diapasones que trabajan a una sola frecuencia o bien a un generador
de frecuencias de costo significativo y aun no se tiene el estimulo acustico sobre el sujeto en
estudio. Un vacio tecnoldgico que motivo esta innovacion, es la limitacién de los diapasones
tradicionales comunes que solo trabajan a una sola frecuencia. La propuesta de innovacion es
una sonda acustica estimulador-receptor sonico, el cual, a la fecha se ha usado a frecuencias
gue van de 1 Hz a 400 kHz.

La innovacion se centra en un dispositivo electromagnético, el cual es capaz de producir sefiales
sinodales a la frecuencia que se requiera y puede ser en enteros o con decimales. Ademas, tiene
la particularidad de tener el acabado que demande el sistema a estimular; dispositivo de
estimulacién acustico para liquidos en el rango de 300 a 400 kHz. Es decir, sirve para generar
ondas sonoras en el interior de liquidos. Su funcionamiento estd basado en la variacion de la
vibracién de un sélido por medio de un campo magnético. Actualmente, este dispositivo esta
siendo probado por la respuesta natural a la frecuencia y cambios en la potencia, asi como en
determinar el efecto de frecuencias sonoras altas.

Los reportes de infecciones de microorganismos tales como, Naegleria, Acanthamoeba,
Balamuthia y més recientemente Sappinia que infectan cuerpos de agua, se han incrementado
de manera significativa [1]. Esto es debido probablemente a las variaciones climaticas que
favorecen su desarrollo, y también al crecimiento poblacional, ya que de esta manera se invaden
espacios donde normalmente se distribuyen este tipo de protozoarios. La infeccion es
generalmente adquirida, posterior a la exposicién a cuerpos de agua contaminados con el
parasito como son: estanques, lagos, canales de riego, albercas mal cloradas; y
desafortunadamente la mayoria de los casos culminan con la muerte de los individuos, esto
entre el tercer y décimo dia posteriores a la aparicién de los primeros sintomas [2, 3].

Ensayos de supervivencia del parasito a concentraciones crecientes de cloro (5-50%), muestran
que los trofozoitos presentan viabilidad aun al 40% de soluciones de cloro. Esto presenta un
reto, para aplicar un método efectivo y erradicar al parasito. En este aspecto, la aplicacién de
ondas acusticas de ultrasonido pueden ofrecer un método efectivo y de innovacion para eliminar
al microorganismo. Experimentalmente, lo anterior se describe en el presente trabajo.
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METODOLOGIA

Cultivo de microorganismos y aplicacion de la sonda sonica. Los trofozoitos de A. castellanii
fueron aislados de un paciente humano con queratitis por el Dr. Simon Kilvington (Public Health
Laboratory, Bath, England), la cepa que se trabaja en este estudio fue donada por la Dra. Mineko
Shibayama del Depto. de Patogénesis e Infectomica del CINVESTAV. Los trofozoitos(lo6 /ml)
fueron cultivadas en medio de Chang [4] suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB) y se
incubaron a 30T por 72h (Fig.1). En estos cultivos se aplico la sonda ultrasénica con 300 — 390
kHz por intervalo de 20min.

En las preparaciones expuestas a las ondas acusticas, se analizaron su fenotipo, perfil de

proteinas por electroforesis [5] y la capacidad de crecimiento.

Figura 1. Cinetica de crecimiento de Acanthamoeba castellanii

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimentalmente la induccién de sondas sonicas, se logro con un dispositivo, disefiado y
armado (Fig. 2), por el grupo del Dr. Teodoro Cordova Fraga del Dpto. de Ingenieria Fisica, UG.
El dispositivo genera ondas sonoras con diferentes intensidades que se aplicaron de manera
creciente (310, 350, 390 kHz) y continua sobre los trofozoitos de A. castellanii.

Interfase d Circuito de : By
Usuario K— Control " Cicutode Fotencia

Figura 2. A. SEM de A. castellanii y B. Diagrama del dispositivo acustico estimulador-receptor sénico
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Los resultados muestran que los cultivo se enturbian después de la exposicidn sugiriendo que
materil particulado se ha generado (Fig. 3).

Figura 3. Trofozoitos de A. castellanii tratados con el dispositivo acUstico estimulador-receptor sonico (A), se
observa la turbidez del medio de cultivo al finalizar el tratamiento (B).

No obstante, el andlisis microscépico de los trofozoitos muestra un gran nimero de trofozoitos
desprendidos del sustrato y esto contribuye a la turbidez observada en el medio de cultivo e
indica que la sonda afecta la adhesion. Morfolégicamente, se observa alterado el fenotipo de los
trofozoitos presentando vacuolizacion (Fig. 4B), con respecto a los controles (Fig. 4A), que no
fueron expuestos a las ondas acusticas. La pregunta obligada era si el efecto de las ondas son
reversibles, en estos ensayos se observo que adicionando nuevo medio de cultivo, se presenta
reversibilidad del efecto, a las 24h, indicando que la sonda acustica no afecta en gran medida la
viabilidad celular del parasito.

Figura 4. Fenotipo de los trofozoitos de A. castellanii. Se observa la vacuolizacion de los trofozoitos
tratados con el dispositivo acustico (B, flechas), con respecto al control (A).

Finalmente, exploramos el dafio a nivel de sintesis de proteinas, analizando el perfil de proteinas
de los células (Fig. 5), los resultados indican cambios cuantitativos en las proteinas con Mr<
180- 70 kD, en los trofozoitos expuestos a las sondas acusticas.
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Figura 5. Perfil de proteinas de los trofozoitos de A. castellanii. Se muestran las proteinas totales de los
trofozoitos: 1) control, 2) y 3) tratados con el dispositivo acustico, pastilla y sobrenadante respectivamente.

CONCLUSIONES

Se presenta el desarrollo y caracterizacion preliminar de una sonda acustica emisor —receptor
sbnico, sobre un microorganismo patégeno de humanos cuyo habitad parques acuaticos
recreativos mal clorados, son un riesgo potencial de infeccion. En este aspecto, los resultados
preliminares indican que se afecta la adhesion y parcialmente, la sintesis de proteina. Se espera
que la aplicacion de ondas acusticas de ultrasonido ofrecera un método efectivo y de innovacion
para eliminar al microorganismo patégeno.
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ABSTRACT

The dyes are widely used for coloring various consumer products, however large amounts of
water are used during production processes, which are discharged directly into water bodies
causing serious environmental problems such as eutrophication because it adsorbs and reflects
sunlight entering the water, which interferes with the growth of bacteria, impedes photosynthesis
process in aquatic plants and the balanced growth of microorganisms comprising aquatic biota.
Although some discharges are treated by conventional methods, it is not sufficient because they
contain considerable amounts of dyes, then alternative methods for the removal of dyes are
investigated such as adsorption removal by porous materials like clays which may be modified to
make them useful for the removal of different dyes with different chemical properties, this
depends on the previous treatment given to the clay materials. The objective of this study is to
evaluate the processes of sorption of red 5 and yellow 6 dyes by untreated and iron modified
clay mineral in aqueous solutions in a batch system and to determine the kinetics of the sorption
processes. In this work the results of the sorption kinetics of red 5 and yellow 6 dyes with
untreated and iron modified clay are presented. The removal percentage achieved was 100% for
yellow 6 and 96% for red 5, dyes by the iron modified clay, the results for both dyes were best
adjusted to the model reported by Elovich, which indicates that the adsorption process has a high
probability to be described as a chemisorption. There was not observed any removal of the dyes
by the untreated clay in the experimental conditions.

RESUMEN

Los colorantes son ampliamente utilizados para dar color a diversos productos de consumo, sin
embargo durante los procesos de produccion se emplean grandes cantidades de agua que al
final son vertidos directamente a los cuerpos de agua desencadenando serios problemas
ambientales, como la eutrofizacion al evitar la penetracion de la luz en los cuerpos de agua
impidiendo el proceso de fotosintesis y el crecimiento en equilibrio de los de microrganismos que
conforman la biota acuatica. Aunque en ocasiones las descargas son tratadas por métodos
convencionales, no es suficiente pues aun contienen cantidades considerables de colorantes,
por lo que se han buscado alternativas de eliminacién como la adsorcién con materiales porosos
como las arcillas que por su naturaleza, se pueden modificar para lograr adsorber diferentes
colorantes de diversa naturaleza quimica, esto depende del acondicionamiento previo que se le
dé al material arcilloso. En este informe se presentan los resultados correspondientes a las
cinéticas de sorcion de los colorantes rojo 5 y amarillo 6 con la arcilla natural y la arcilla férrica. El
porcentaje de remocién alcanzado para los coloreantes fue del00% para amarillo 6 y 96% para
el rojo 5 en la arcilla férrica, el modelo de Ho fue el que presenta el mejor ajuste con los datos de
sorcion obtenidos para ambos colorantes, lo que indican que el proceso de adsorcion tiene una
alta probabilidad de ser descrito como una quimisorcion. No se observé remocion de los
colorantes con la acilla natural.a las condiciones evaluadas.
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INTRODUCCION

Los colorantes son importantes por el efecto visual que le confieren a los alimentos,
medicamentos, cosméticos, telas, ya que siempre son asociados a algun satisfactor emocional,
por tal razén la produccion de colorantes se ha incrementado [8]. Los colorantes presentan una
alta persistencia en el ambiente, resistencia a la accion de agentes quimicos y son poco
degradables[1]. Las industrias textil y alimenticia utilizan grandes volimenes de agua en sus
procesos, por lo que generan grandes cantidades de agua residual con colorantes [6]. Se estima
gue se producen 700,000 toneladas al afio de las cuales aproximadamente el 2% son
desechados en sus descargas a los cuerpos de agua, desencadenando efectos nocivos para el
medio ambiente [4].

Para reducir estos efectos, se han estudiado varios procesos de remociéon de colorantes
de las aguas residuales como los tratamientos fisicos, quimicos y biolégicos entre los mas
conocidos estan los tratamientos bioldgicos aerobios y anaerobios, precipitacion quimica,
adsorcién sobre carbon activado fotocatdlisis, o0zonizacion, 6smosis inversa y la
electrocoagulacion [5, 3, 2]. En muchos de estos procesos se generan compuestos resultantes
de la degradacion que son mas toxicos que los colorantes mismaos, mientras que otros procesos
pueden ser demasiado costosos o inadecuados [3].

Las arcillas presentan caracteristicas como una elevada area especifica, capacidad de
intercambio ionico y propiedades adsorbentes, por lo que presenta potencial para la remocién de
colorantes en soluciones acuosas [7, 9].

Esta reportado que al modificar algunos minerales arcillosos incrementan su capacidad
de sorcién, por tal motivo el objetivo general este trabajo es evaluar el proceso de sorcion de los
colorante rojo 5 y amarillo 6 en soluciones acuosas por una arcilla natural sin acondicionar y
modificada con cloruro férrico, en un sistema en lote.

Por tal motivo el objetivo de este trabajo es evaluar la capacidad de sorcién de los
colorantes rojo 5 y amarillo 6 de un mineral arcilloso tipo bentonita sodica, antes y después de
ser acondicionada con cloruro férrico, en un sistema en lote.

METODOLOGIA

Se empled un mineral arcilloso (tipo bentonita sodica) comercial de la empresa SUD
CHEMIE DE MEXICO, SA DE CV., procedente de un yacimiento del centro-este de la Republica
Mexicana. La arcilla natural se moli6, tamiz6 a malla 100 y se acondicioné con una solucién de
cloruro férrico 0.01N en un sistema de reflujo por 2 periodos de 3 horas con solucién fresca de
cloruro férrico cada uno, después se lavé con agua destilada para eliminar cloruros.

Los dos colorantes empleados son del tipo monoazo, de la marca Sensient Co, grado
alimenticio.

Para los experimentos de la cinética de sorcion se pusieron en contacto 100 mg de
arcilla natural o férrica con 10 mL de solucion acuosa de colorante (rojo 5 o amarillo 6) con una
concentracion inicial de 10 mg/L en un bafio de agua con agitacion y temperatura controlada (a
100 rpm y 20 °C).a diferentes tiempo de contacto: 15, 30 y 45 minutos ademas de 1, 2, 3, 5, 8,
12, 18, 24, 36, 48, 60 y 72 horas, después de los cuales las muestras se centrifugaron por 5 min
a 4000 rpm, se separd el sobrenadante y se realiz6 la cuantificacion de los colorantes, por
espectroscopia UV-VIS. Para lo cual se preparard una curva de calibracion para cada colorante
con las siguientes concentraciones 1, 3,5, 7, 9, 11, 13 y 15 mg/L.

Los resultados obtenidos de las cinéticas de sorcion, se ajustaron a los modelos
cinéticos Lagergren, Ho y Elovich.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el espectrofotometro UV-VIS se leyerén los estandares para obtener la curva de calibracion
del colorante amarillo 6 a Ansx = 426 nm y para el colorante rojo 5 a Ayax = 516 nm, los
coeficientes de determinacion obtenidos para ambas curvas, fuerén de R’=0.9998 y R’= 0.9999,
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respectivamente.

En la tabla 1 se presentan las cantidades de colorante removidas durante el experimento de la
cinética con el material arcilloso modificado con hierro a 20 °C de 0.25 hasta 72 h, a partir de una
solucion de concentracion inicial de 10 mg/L.

Tabla 1 Resultados para la cinéticas de los dos colorantes a 20 C

Colorante Amarillo 6 Colorante Rojo 5
t(h) 209 t DS 20Cq t DS
0.25 0.200 0.030 0.2321 0.0181
0.5 0.215 0.047 0.2493 0.0437
0.75 0.196 0.047 0.3063 0.0712
1 0.242 0.007 0.2774 0.0121
2 0.290 0.010 0.3380 0.0318
3 0.368 0.041 0.4078 0.0273
5 0.345 0.021 0.4170 0.0553
8 0.509 0.024 0.4464 0.0018
12 0.445 0.033 0.4741 0.0609
18 0.628 0.011 0.5636 0.0240
24 0.731 0.003 0.5465 0.0207
36 0.901 0.016 0.7618 0.0120
48 0.865 0.048 0.7364 0.0046
60 0.960 0.039 0.7617 0.0071
72 1.007 0.002 0.9686 0.0049

Se observa que el maximo porcentaje de remocion alcanzado fue de 100% para amarillo
6y 96% pararojo 5 a las 72 h, cuando se alcanza el equilibrio.

La velocidad del proceso de sorciéon para ambos colorantes en el material evaluado es
muy rapida en los primeros tiempos, posteriormente el proceso se hace mas lento lo que podria
estar relacionado con la saturacion de los sitios de contacto del material adsorbente.

La capacidad de sorcidon del material arcilloso se ve favorecida cuando el material es
modificado con cloruro férrico ya que se observé que con la bentonita sodica (arcilla natural) no
hay remocion de ninguno de los 2 colorantes a las condiciones evaluadas.

En la tabla 2 se presentan los parametros obtenidos para los tres modelos cinéticos
probados: Lagergren, Ho y Elovich.

Tabla 2. Parametros cinéticos de sorcion obtenidos para los dos colorantes a 20 €

MODELO
Colorante Lagergren Ho 2 Elovich 2
. Oe R? Kz Qe R a B R
(h™  (mglg) (g/mgh).  (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Rojo 5 68.18 0 0 058 0.74 0.8418 55.5 0.26 0.9328
Amarilo6 6859 0 0 0.12  1.03 0.9379 14.8 0.34 0.9455

El modelo de Elovich es el que presenta el mejor ajuste con los datos de sorcion
obtenidos para ambos colorantes, lo que indica que el proceso de adsorcion tiene una alta
probabilidad de ser descrito como una quimisorcién en una superficie heterogénea.
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CONCLUSIONES

La arcilla natural (bentonita sédica) sin acondicionar no remueve los colorantes rojo 5, ni amarillo
6 a la condicion evaluada de 20 C y 100 rpm. En la s cinéticas de sorcion realizadas para ambos
colorantes el porcentaje de remocion, fue de alrededor de 100% para amarillo 6 y 96% para rojo
5 en la arcilla férrica (bentonita ferrica).
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ABSTRACT

In this research work was studied the application of a hybrid membrane bioreactor (MBR-H) at pilot
scale for wastewater treatment. The experimental time was 180 days of continuos way. The membrane
supply was a hollow fiber for microfiltration of PVDF and was maintained submerged into the MBR-H using
two cycles of operation in the membrane. Th MBR-H was constituted by biomass suspended and attached
to a fixed packing media of organic composition, it was situated up of the reactor and the membrane was
down the fixed bed. The novel configuration of the reactor permitted achive percentages removal of 99% for
COD and 97% for TN, while for phosphorous was 42%. The membrane performace showed that the
permeability decrease from 141.45+6.23 to 52.50+2.35 L/m?shebar, and at the end of the experimentation
the total resistance was 7.60x10"*m™. The technology of MBR-H using an organic packing media presented
a better performance of the membrane filtration and higher removal of macronutrients than the conventional
membrane bioreactor.

Keywords : Hybrid membrane bioreactor, wastewater, fouling.

RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se estudié la aplicacion de un reactor biolégico con
membranas hibrido (RBM-H) a escala piloto para el tratamiento de agua residual doméstica. La
experimentacion se realizé durante 180 dias de manera continua. La membrana utilizada fue de la marca
Porous Fibers™ de tipo fibra hueca hecha de floruro de polivinilidieno y se mantuvo sumergida durante la
experimentacién, empleandose dos ciclos de operacién de la membrana. EIl RBM-H estuvo compuesto por
biomasa adherida a un medio de soporte fijo de origen organico y una zona donde estuvo sumergido el
modulo de membranas de microfiltracion. La novedosa configuracion del reactor, permitio alcanzar altas
remociones de Materia Organica y Nitrégeno, de 99% y 97% respectivamente, mientras que para Fésforo
fue de 42%. Respecto al desempefio de la membrana, se observo una disminucion en la permeabilidad
pasando de 141.45+6.23 a 52.504+2.35 L/m?shebar desde el inicio al fin de la experimentacion. El médulo de
membranas alcanzé un valor maximo de resistencia total a la filtracion de 7.60x10’m™. La tecnologia de
RBM-H empleando medios de soporte fijo, presentd un mejor desempefio de la membrana de
microfiltracion y mayores remociones que los RBM convencionales.

Palabras clave : Bioreactor con membranas hibrido, agua residual, colmatacion.

INTRODUCCION

Una de las tecnologias para el tratamiento de aguas residuales domésticas, que mas ha
crecido en los dltimos afos, son los reactores biolégicos con membrana sumergida (RBM) [6].
Siendo el bioensuciamiento de las membranas el obstaculo mas importante por el cual se
dificulta la comercializacion de los RBM. Esta obstruccion de poros de la membrana se conoce
como colmatacion y se puede dar por diversos mecanismos.Entre estos se encuentra
principalmente la depositacién de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) y productos
microbianos solubles (SMP), que provocan que aumente la presién transmembranal (PTM) y en
algunos casos que disminuya el flux [7].

La tecnologia de membranas se ha combinado con sistemas de biopeliculas con el
objeto de reducir la colmatacién de los sistemasy han presentado mdltiples variaciones,
denominado a estos sistemas como RBM Hibridos (RBM-H). Los principales objetos de estudio
gue se han abordado en los RBM-H, han sido el efecto de introducir medios de soporte en la
colmatacion de la membrana, en la calidad del permeado y en la naturaleza de las sustancias
colmatantes. Algunos autores han reportado desarrollos en los RBM de crecimiento hibrido,
mostrando un comportamiento en la filtracion de la membrana distinto al de un RBM
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convencional debido a que las sustancias colmatantes son distinta. En cuanto a la remocién de
macronutrientes esta ha sido diferente para nitrégeno y fésforo, comparado con un sistema
convencional de membranas [2,13]. Relacionado con el crecimiento hibrido de la biomasa, se
encuentra el empleo de un medio de soporte fijo o mavil para retener biomasa, alcanzar altos
niveles de remocion de macronutrientes y mejorar las condiciones para una buena filtracion [1,3].

Por lo anterior, la tecnologia de RBM-H, requiere de mas investigaciones que propongan
alternativas distintas a las realizadas, variando sus principales elementos como la configuracién
del reactor, el tipo de medio de soporte para crecimiento de biopelicula, la tasa de aireacion, tipo
de membrana y las condiciones de operacion para establecer una propuesta competitiva en el
area de los RBM-H. El objetivo de esta investigacion fue estudiar el efecto que genera el empleo
de medios de soporte fijjos en la remocién de macronutrientes (C, N y P) y desempefio del
maédulo de membranas de filtracion en el RBM-H.

METODOLOGIA

El experimento se desarroll6 en un reactor
cilindrico de 15 L y poseia una cama filtrante no
sumergida de 6.5 L compuesta por un medio
organico (mezcla de trozos de madera de Acacia
farnesiana y Schinus molle), con una superficie
especifica de 178.05 m“m°. La membrana
empleada era de fluoruro de polivinilidieno izt
(PVDF), fibra hueca y de microfiltracion, con un
poro de 0.4 um. Fueron empleados dos ciclos de
operacion de la membrana, el primero duré los
primeros 60 dias y fue de 5 min de filtracion, 10 PLATO DE ACUBMETRO
seg de relajacion y 18 seg de retrolavado; SoranE :
mientras que el segundo tomé los siguientes 120 FLUIOVETRO
dias y fue de 10 min de filtraciéon, 10 seg de v :
relajacién y 12 seg de retrolavado. El reactor fue cowesor =
alimentado con agua residual sintética con una REROUATADO
relacion C:N:P de 100:3:5 y fue tomada de

[o[o]e]o]

{DINFLUENTE

AGUA RESIDUAL

BOMBA DE
@ EFLUENTE
I &

Y Looos

experimentos realizados en el laboratorio. En la REACTOR El._c,e.co coN
figura 1 se muestra la configuracion del reactor y MEMERANATHIBRIDO{REM )
en latabla 1 las condiciones de operacion. Figura 1. Configuracion del reactor experimental.
Tabla 1. Condiciones generales de operacion para el RBM-H durante la experimentacion.
Parametro Unidades RBM-H Parametro Unidades RBM-H
TRH Dias 2.68 a 3.37 SSTLM (g/L) 0.18 a 2.52
Qurs (Agua Residual) (L/d) 2.80a 165 gggzﬂg (mg/L) 3.12+0.23
Aireacion m%m?h 16.8 pH 7.72 +0.37
TRS Dias 180 Temperatura T 19.49 +2.21
Intensidad en el Flujo 2, 250 (0-60 dias) Carga orgéanica 3,
de Retrolavado L/m’h 490 (61-180 dias) vol. KgbQO/m™d 05120.12

La evaluacion del médulo de membranas de microfiltracion se dio mediante el modelo de
resistencias en serie [5]. Este modelo se aprecia en la ecuacion 1, donde la resistencia hidraulica
total (Ry) fue calculada a partir de la Ley de Darcy, como se muestra en la ecuacion 2.

(3)

Rt en la practica representa la oposicién que recibe el agua en tratamiento al ser filtrada. Ry es
la resistencia intrinseca de la membrana (m™), mientras que R es la resistencia al taponamiento.
En la ecuacion 2, J es el flux (L/m®h), PTM la presion transmembranal (bar), que es el resultado
de la presion estatica menos la presién dindmica a través de la membrana, y por Ultimo Mo,
gue es la correccién por temperatura a 20C de la viscosidad dinamica (bareseg). En esta
experimentacion la permeabilidad (K) dada en L/m?shebar, (ecuacion 3), fue un indicador de la
colmatacion de la membrana de filtracion.

PTM

2,
Ry = Ry + Rp(D)Rt = - (2) K (L/m? - h - bar) = flux (L/m?-h)

PTM (bar)
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 2 se puede observar el comportamiento de la permeabilidad de la
membrana. Esta pérdida en la permeabilidad se debi6 posiblemente a que se conjugaron dos
factores para colmatar la membrana: la baja presion estatica y baja concentracion de SSTLM.
Ambos factores posiblemente tuvieron efecto en el cual se favorecié la incrustacion de material
particulado sobre la superficie y los poros de la membrana [6]. En el segundo ciclo la disminucién
de la permeabilidad fue mas estable que en el primer ciclo, lo cual estuvo afectado por las
condiciones de operacidon manejadas en el retrolavado. Los valores de permeabilidad detectados
en el sistema al inicio de la operacién fueron de 141.45+6.23 el dia 1 de operacién y 52.50+2.35
L/m2<hebar al final de la experimentacion, esto representa una pérdida de K en un 62.88+1.81%.

E+12
180 4 Dia 60 N
160 ¥ 62.88% 7.E+12 Dia 60 ‘éﬁ‘
i * #?.wxm'-?m-'-
qap | 141451 /mh-bar _—
A 2,900 m >
120 S
F ‘A‘ A L:‘A - ff‘
2 100 4 4 4 4% * E wen A‘i R ﬁ
m"': 80 - A;} + 81.07 L/ mith-bar & A tf &
£ A4t 3E+12 f
= 60 - "
- 71.92 L/mih-bar L
* 2EH1Z piimt
0 52.50 L/mih-bar
20 LE+12
0 ' T T | O.E+00
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200

Dias de operacion
Figura 2. Determinacion de la permeabilidad en el
RBM-H.

Respecto a la resistencia a la filtracion
observada en la figura 3, esta presenté un
aumento considerable en los primeros dias del
primer periodo de operacion. Esto posiblemente
fue provocado por la baja concentracion de
SSTLM en el area de membrana en este
periodo, lo cual impide la formacion de una capa
de biomasa dinamica en la superficie de la
membrana, misma que previene de un bloqueo
severo de los poros por parte de las particulas
solubles organicas [6]. Conforme el tiempo de
experimentaciéon pasd, la biomasa suspendida
fue desarrollandose y la Ry disminuyendo en el
reactor hasta tener un comportamiento regular.
Durante el segundo periodo de operacion, el
incremento de la Ry fue considerable,
alcanzando un valor maximo de 7.60x10”” m™ al
final de la experimentacion. Este valor es inferior
al rango que se reporta en [5] de 1.2 a 5.6
x10®m™, ~para RBM convencionales vy
membranas de microfiltracion.

En cuanto a los macronutrientes, se
observa en la figura 4A que la materia organica
se removi0 satisfactoriamente en el RBM-H,
debido a Ila elevada tasa de aireacion,
prolongado TRH y condiciones de operacion.
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Figura 3. Comportamiento de la Rt en el RBM-H.
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Con lo anterior, fueron detectadas concentraciones por debajo de 20 mg/L para DQO+ durante el
periodo experimental. Este comportamiento es similar al de un RBM convencional [7] y es ya una
caracteristica muy marcada de esta tecnologia. Por otro lado, la nitrificacion y desnitrificacion en
el RBM-H se realiz6 adecuadamente, encontrandose valores por debajo de 5 mg/L de Nitrdgeno
total en el efluente, tal como se muestra en la figura 4B. La suficiente aireacion favorecio el
proceso de nitrificacion,mientras que la desnitrificacion que se dio por los microorganismos
heterétrofos existentes dentro de las biopeliculas y en los nichos andxicos presentes en los
medios de soporte [2,8]. Sin embargo, dado que el tipo de medio empleado es de origen
organico, es posible que compuestos macromoleculares como los &acidos humicos, fulvicos y
proteinas, se incrusten o logren pasar a través de la membrana de microfiltracion [4].

Respecto al fésforo reactivo, este presentd una concentracion promedio en el influente
de 159.01 mg/L, mientras que la concentracion promedio en el fue de 90.49 mg/L. Esta baja
remocion se puede atribuir a la ausencia de bacterias acumuladoras de fésforo, por lo que el
fésforo removido corresponde alas actividades metabdélicas de los microorganismos ya que estos
lo emplean como fuente energética y a una deposicion de este compuesto dentro del reactor
como estruvita.

CONCLUSIONES

La resistencia total a la filtracién fue de 7.60x10™ m™ y estuvo por debajo del rango reportado, lo
que indica que la introduccion de medios de soporte fijos en los RBM, disminuye la velocidad de
colmatacion de las membranas durante el tratamiento de las aguas residuales domésticas.

La permeabilidad al final de la experimentacién decayé en un 63% (52.50 L/m?shebar),
denotando que el contacto de biomasa suspendida con la membrana, reduce la velocidad de
incremento de la presién transmembranal en el mddulo de membranas.

El reactor removié satisfactoriamente materia organica medida como DQO (99.62%)
presentando concentraciones por debajo de los 20 mg/L en el permeado.

El sistema presenté una alta capacidad para nitrificar y desnitrificar al remover el 97.05% de NT y
presentar concentraciones menores a 5 mg/L en el permeado.

Las condiciones de operacién aplicadas en el sistema evaluado, no favorecieron la remocién
biologica de fésforo.

La tecnologia de RBM-H empleando medios de soporte fijo, presenté un mejor desempefio de la
membrana de microfiltraciébn y mayores remociones de macronutrientes presentes en agua
residual doméstica, que los RBM convencionales.
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ABSTRACT

The textile industry require an important amount of water in the dyed process, this water
generated require a treatment, however, the conventional treatment not always effective in the
treatment of dyes, which can cause damage to the ecosystems. This work presents the results of
degradation of alizarine yellow using the photo-Fenton process. In the process was used 200 mL
of alizarine with initial concentration of 100 mg/L and natural zeolite impregnated with Fe(NO3)3
9H,0 and H,0, as part of Fenton reactive. The suspension was irradiated with an 8 W UV lamp
at 254 nm during 2 h, aliquots were taken during the process. To the end of the treatment, 95% of
degradation was obtained.

Keywords : Nanotechnology , heterogeneous photo-Fenton.

RESUMEN

La industria textil requiere cantidades importantes en los procesos de tefiido, los tratamientos
convencionales de agua no siempre resultan efectivos en el tratamiento de colorantes, lo que
puede provocar dafios al ecosistema. En este trabajo se presenta el resultado de la degradacién
de amarillo de alizarina (AA) mediante el proceso foto-Fenton. En el experimento se utilizaron
200 mL de AA con una concentracion inicial de 100 mg/L, en el proceso foto-Fenton se utilizé
zeolita impregnada con Fe(NO3); 9H,0 y H,O, como parte del reactivo de Fenton. La suspension
se irradi6é durante 2h y se tomaron alicuotas durante el proceso. Al final del tratamiento se obtuvo
una degradacion del 95%.

Palabras clave : Nanotecnologia , foto-Fenton Heterogéneo.

INTRODUCCION

La industria textil utiliza en sus procesos grandes cantidades de agua y el agua residual
resultante, puede contener entre el 2% y el 50% de colorante utilizado [6]. Los colorantes azoicos
son extensamente empleados ya que cerca de la mitad de colorantes que se producen a nivel
mundial (7 X 10° t) son compuestos que contienen al grupo azo (—N = N —) en su estructura [2].
Este tipo de compuestos suelen ser resistentes a la degradacién bioldgica lo que provoca que los
efluentes con colorantes, puedan provocar efectos agudos o crénicos a los organismos
expuestos, inclusive, sus productos de degradacién pueden tener un efecto carcinogénico [2,7].
Existen varios procesos que pueden utilizarse para el tratamiento de este tipo de aguas
residuales, como la precipitacién quimica y electroquimica, el intercambio ionico o la adsorcion,
sin embargo, tienen la desventaja de obtener una remocion parcial, producir lodos toxicos o
requerir cantidades altas de energia [2]. Los procesos avanzados de oxidacion (PAO) han sido
empleados en el tratamiento de colorantes azo [5,3], uno de los PAO mas utilizados para la
generacion de radicales OHe es el sistema Fe?*/H,0,/UV, cuando el ion ferroso esta disuelto en
el agua, se denomina foto-Fenton homogéneo [1]. La formacion de OHe y regeneracion de Fe?*t
por foto-reduccién de Fe3* puede ser expresada segln las siguientes ecuaciones:

Fe?* + H,0, + UV > Fe3t +OH e +0H™ €))
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Fe(OH)** + UV - Fe?* + OH » (2)
Los radicales OHe pueden utilizarse para la oxidacion de compuestos organicos, como los
colorantes [2]

OH ¢ +colorante — colorante oxidado + H,0 3)

La desventaja del proceso foto-Fenton homogéneo es que se debe de realizar la remocién del
lodo que contiene iones de hierro y que se forma al terminar el tratamiento, lo que implica un
mayor costo. A fin de evitar lo anterior, se han realizado varios estudios, en los cuales se
impregna un material poroso con los iones hierro, este proceso se conoce como foto-Fenton
heterogéneo [1, 7, 8]

METODOLOGIA

El colorante Amarillo Alizarin (AA) (sigma) grado analitico fue empleado sin purificacién, se
emple6é H,0, al 30% y el Fe(NOs); - 9H,O grado reactivo, fueron suministrados por Merck, el
H,SO, (Fermont) utilizados para ajuste de pH y MnO, (Baker) empleado para eliminar el H,O, sin
reaccionar como lo indica la reaccion 4 fueron grado técnico.

MnO, + 6H,0 + 4H, -» Mn(OH) + 8H,0 (4)

En este trabajo se utilizd zeolita natural clinoptilolita-heulandita proveniente de Oaxaca, México
[4] la cual fue molida y tamizada para obtener un tamafio de malla 60, el material fue lavado
repetidas veces para retirar polvo de la superficie. La impregnacién del material se llevé a cabo
colocando 10 g de zeolita y 100 ml de una solucién de Fe(NO3)s - 9H,O 0.02M, la suspensién se
agité durante 6 horas a 60 . Las muestras obtenid as se lavaron con agua desionizada y se
secaron a temperatura ambiente para posteriormente repetir el proceso 3 veces mas, con el fin
de incrementar la capacidad de intercambio de hierro. No se realizé una caracterizacion posterior
a la impregnacion y la concentracién de hierro en la zeolita no fue determinada en este estudio.

Todos los experimentos se llevaron a cabo en un reactor de 200 mL, donde la solucion de AA con
concentracion inicial de 100 mg/L y 2g/L de zeolita impregnada, se mantuvieron en suspension
mediante agitacion, la fuente de radiacion UV (Spectroline ENF-280C 8W) se ubic6 por encima
del reactor, a una distancia maxima de 5 mm por encima del borde del reactor, la longitud de
onda utilizada en la irradiacion fue de 254 nm (Fig 1), los experimentos se realizaron a 25C y
55C en una camara oscura. El seguimiento de la degradacion fue realizado por
espectrofotometria UV/Vis (Genesys 10 Thermo Scientific) empleando una longitud de onda de
370 nm, las muestras fueron tomadas a varios intervalos de tiempo y fueron filtradas
previamente con un filtro (Millipore) con diametro de poro de 45 um.

JEE

0
O

Fig 1. Dispositivo experimental de irradiacion UV.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para la decoloracion del AA por foto-Fenton heterogéneo, se estudid la influencia de la dosis de
H,0,, el pH y la temperatura. En la figura 2 se presenta la degradacién obtenida con dos dosis
de H,0,, en este experimento el pH inicial fue de 3 y la temperatura fue de 25 C, se observa
que al aumentar la dosis, la degradacion se incrementa de 78 a 88%, esto es debido al aumento
de radicales OHe disponibles para la reaccion, también se presenta en la figura los resultados de
la degradacién en las mismas condiciones pero sin el uso de la zeolita impregnada con Fe,
(radiacion UV+H,0O,)obteniéndose en este caso, una eficiencia final del 46%.
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Fig 2. Efecto de la dosis inicial de H,O5; 2g/L Zeolita impregnada 100 mg/L AA; R. Homogénea=
radiacion UV+ 80mmol H202

El efecto del pH inicial se presenta en la figura 3, se eligi6 el pH de 6.5 por ser el que
presenté la solucién de AA, se observa una mayor degradacion a pH 3 debido a una lixiviacion
de los cationes de Fe de la zeolita hacia la reaccién, ademas, valores bajos de pH reducen la
precipitacion de los iones Fe como hidréxidos, lo que favorece la generacién de radicales OHs.
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Fig 3, Efecto del pH inicial; 80mmol H,O,, 2g/L Zeolita impregnada, 100 mg/L AA.
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En la tabla 1 se presentan los resultados de la degradacion de AA con dos valores de
temperatura, se observa un incremento al emplear una temperatura 55C, este efecto también se
observa en el proceso foto-Fenton Homogéneo.

Tabla 1. Efecto del pH y la temperatura en el porcentaje de degradacion del Amarillo de Alizarina por
foto-Fenton heterogéneo (80mmol H20,, 2g/L Zeolita impregnada, 100 mg/L AA)

pH Temperatura Degradacién
(T) (%)
3 25 88
6.5 77
3 55 94
6.5 95

CONCLUSIONES

Resulta eficiente la impregnacion de Zeolita con Fe?* para ser utilizada en la degradacion de
colorante amarillo de alizarina, por el proceso foto-Fenton heterogéneo, obteniéndose una
degradacion del 95%, los estudios sobre este material continan con el fin de mejorar las
propiedades del material y de obtener pardmetros 6ptimos del proceso.
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ABSTRACT

Guanajuato is one of the states of the Mexican Republic with bigger generation of wheat straw,
an agricultural residue with enough carbohydrates for the fermentation to biohydrogen. However,
according their chemical composition, wheat straw does not have the necessary nutrients for their
efficient biological conversion therefore it is important to adjust the nitrogen and phosphorous
content (C/N and C/P ratio). The objective of this work was to study the effect of the C/N and C/P
ratio on biohydrogen production from wheat straw fermentation using a central composite design.
The levels for C/N ratio (factor A) were 2, 31, 101, 171 and 200 C/P (factor B) were 5, 77, 253,
428 and 500. The results evidence that both factors had a significant effect on hydrogen
production (p<0.5) having a highly significant interaction (p<0,0001). That is, to a C/N ratio of 200,
the maximal biohydrogen production was obtained in C/P ratio of 5, and contrarily to a C/N ratio
of 2, the maximal biohydrogen production was obtained in C/P ratio of 500. In this way, the desing
shows two maximal of production of hydrogen (60 mL H,/L) located to a high C/N ratio and low
C/P ratio or low C/N ratio and high C/P ratio.

Keywords: C/N, C/P, wheat straw

RESUMEN

Guanajuato es uno de los estados de la Republica Mexicana con mayor generacion de paja de
trigo, un residuo agricola con suficientes carbohidratos para su fermentacion a biohidrégeno. Sin
embargo, de acuerdo con la composicion quimica de la paja de trigo, ésta no posee los
nutrientes necesarios para su eficiente conversion biologica por lo que es importante ajustar el
contenido de nitrégeno y fosforo (relacion C/N y C/P). El objetivo de este trabajo fue estudiar el
efecto de la relacion C/N y C/P sobre la produccién de biohidrégeno mediante la fermentacion de
paja de trigo utilizando la metodologia del disefio central compuesto. Los niveles para la relacién
CIN (factor A) fueron 2, 31, 101, 171 y 200 C/P (factor B) fueron 5, 77, 253, 428 y 500. Los
resultados muestran que ambos factores tuvieron un efecto significativo sobre la produccion de
hidrégeno (p<0.5) teniendo una interaccién altamente significativa (p<0.0001). Es decir, a una
relacion C/N de 200 el maximo de produccion de hidrogeno se logré a una relacion C/P de 5, y
por el contrario a una relacién C/N de 2 el maximo de produccién de hidrogeno se obtuvo a una
relacion C/P de 500. De esta forma, el disefio muestra dos maximos de produccion de hidrégeno
(60 mL Hj/L) localizados a una alta relacion C/N y baja relacion C/P o bien a una baja relacion
C/N y una alta relacion C/P.

Palabras clave: C/N, C/P, paja de trigo.

INTRODUCCION

Entre los sustratos que pueden ser utilizados para la produccion de H, via fermentacion obscura
se encuentra la paja de trigo la cual tiene una composicion quimica de 29-35% de celulosa, 26-
32% de hemicelulosa y 16-21% de lignina [9]. Este sustrato es una fuente barata, la cual tiene
una importante produccion en México con 10 millones de toneladas de materia seca anuales y
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particularmente en el Estado de Guanajuato se estima se generan entre 280,320 a 560,640
toneladas de materia seca/afio [10]. La paja de trigo es una fuente rica en biopolimeros
(azucares) los cuales pueden ser degradados por microorganismos como hongos y bacterias a
través de complejos enzimaticos extracelulares que rompen el biopolimero en segmentos hasta
obtener monosacaridos (pentosas y hexosas) que posteriormente puedan ser asimilados por la
célula para sus funciones metabdlicas [2,7,8].

La fermentacion anaerobia de la glucosa para la producciéon de H, esta acompafiada de otros
productos principalmente acidos acético y butirico, segun las ecuaciones 1y 2 [5].

CeH1206 +2H,O > 4 H,+2 CH;COOH + 2 CO, 1)
CeH1206 > 2 H, + C3H,COOH + 2 CO, )

Uno de los retos de la produccién de H, a partir de la fermentacion de paja de trigo es maximizar
su conversion en H,. Para ello, es imprescindible la presencia de macro y micronutrientes
esenciales para el crecimiento microbiano. Los principales macronutrientes son el nitrégeno y
fosforo que deben estar en cantidades suficientes para que los microorganismos puedan realizar
sus funciones metabdlicas basicas. Los niveles de carbono, nitrogeno y fosforo (C:N:P) deben
guardan una relacion optima en la cual los microorganismos pueden aprovechar al maximo el
sustrato [1,6]. Por otro lado, segun la composicién quimica de la paja de trigo podria tener una
deficiencia de estos nutrientes lo que tendria como consecuencia una baja conversiéon en H, [4].
Por tal motivo, el objetivo del presente trabajo fue ajustar las relaciones C/N y C/P mediante la
adicion de una fuente externa de nitrégeno y fésforo para incrementar su conversién en
biohidrégeno.

METODOLOGIA

Sustrato modelo

Se utiliz6 como sustrato paja de trigo (Triticum aestivum L.) recolectado en el municipio de
Irapuato, Guanajuato. La paja de trigo fue secada al sol, molida en un molino de martillos y
tamizada con una malla de 3 mm. La composicion quimica de la paja de trigo se muestra en la
Tabla 1.

Tabla 1. Composicién quimica de la paja de trigo.

Componente

Carbono (g/Kg) 419
Fosforo (g/Kg) 0.46
Nitrogeno total Kjeldahl (g/Kg) 4.4
Solidos volatiles (% ST) 86
Cenizas (%ST) 8.6
Contenido de fibra (% ST) 38.7
Proteina (g/Kg) 30.6

In6culo

El in6culo se tom6 de un reactor metanogénico el cual fue tratado térmicamente a 92<C en bafio
Maria por 60 min. Este in6culo fue utilizado al 25% en una pre-fermentacién con un volumen util
de 1 L con medio mineral (composicién por litro: 10g NaHCO3, 10g peptona, 0.1g L-cisteina) y 30
o/L de paja de trigo a pH 5.5.

Procedimiento experimental.

Los experimentos se realizaron en reactores de 250 mL de capacidad con 200 mL de volumen
util. Los reactores fueron cargados con paja de trigo (20 g/L), 170 mL de medio mineral pH 6.5
(composicién por litro, 10g NaHCO3, 0.1g MgCl,, 0.02g CaCl,, 0.015g MnSQO,, 0.025g FeSO,,
0.005g CuSO, y 0.000125g CoCl,) y 30 mL del pre-inéculo. Los reactores se incubaron a 37C
sin agitacion.

Disefio experimental.

Para estudiar el efecto del nitrégeno y fosforo sobre la produccion de H, a partir de paja de trigo,
se tomaron como variables independientes la relacion C/N (X1) y C/P (X2). El contenido de
nitrégeno fue ajustado con urea y el contenido de fésforo con fosfato monopotasico de acuerdo
al disefio experimental. El contenido de N y P en la paja de trigo no se considerd en el ajuste de

22

© 2013 Aplicaciones en Bioingenieria Ambiental
ISBN: 978-607-441-276-5



Primer Simposio Internacional de Bioingenieria Ambiental 4, 5y 6 de septiembre de
2013

nutrientes. Se utiliz6 una de las metodologias de superficie de respuesta, el disefio central
compuesto DCC [3]. Para el DCC, los dos factores (A y B) fueron estudiados a 5 niveles cada
uno, incluyendo 5 repeticiones del punto central y dos repeticiones en el resto de puntos
experimentales teniendo un total de 21 experimentos (Tabla 2).

Tabla 2. Disefio experimental del disefio central compuesto.
Corrida  Factor A  Factor B

CIN c/P
1 2 253
2 171 428
3 101 253
4 200 253
5 171 77
6 101 5
7 171 428
8 200 253
9 101 253
10 101 253
1 31 77
12 31 77
13 101 500
14 101 500
15 101 253
16 101 5
17 101 253
18 31 428
19 31 428
20 171 77

[ 21 | 2 | 253 |

Se utilizé la versién de prueba del programa Design-Expert 8.0.7.1 para el analisis de los
resultados y el andlisis de varianza ANOVA con un nivel de significancia de p<0.05. Como
controles se tuvieron: a) medio mineral con indculo, b) medio mineral con sustrato sin ajuste de N
y P.

Métodos analiticos.

El volumen de biogas se midio diariamente mediante el desplazamiento del émbolo de una
jeringa lubricada. El contenido de H, en el biogas se determiné en un cromatdgrafo de gases
modelo Perkin Elmer Clarus 580 con un detector de conductividad térmica equipado con una
columna capilar Elite-GC GS Molesieve.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra la cinética de produccién de hidrégeno en los tratamientos réplicas centrales
(CIN de 101y C/P de 253). La produccién de hidrégeno alcanza un valor maximo de 61 ml/l a los
18 dias de incubacidn, y de acuerdo a lo observado en la Figura 1 encontrdndose aln en fase
exponencial.
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Figura 1. Cinética de produccion de hidrégeno por | a fermentacion de paja de trigo (C/N=101 y C/P=253)

A los 18 dias de incubacién, los valores de hidrégeno de todos los tratamientos fueron
analizados para para determinar el efecto de la relacion C/N y C/P sobre la produccion de H,

(l=2igura 2). Para el ajuste de los datos experimentales se utilizé una ecuacion cuadratica con un
R“ de 0.7.

H, (mI(1))= - 43.6+0.33 * C/P + 0.84 * C/N - 1.86x10™*C/P*C/IN - 2.63x10™*C/P? - 1.64x10***C/N?
3)

Produccion de hidrogeno (mlif)

T
500.00° 2.00

Figura 2. Variacién de la produccién de hidrogeno a diferentes relaciones C/N y C/P.
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De acuerdo con el andlisis de ANOVA tanto la relacion C/P como C/N tuvieron un efecto
significativo sobre la produccion de hidrogeno (p<0.5), teniendo una interaccién altamente
significativa (p<0.001). De la Figura 2, se observa que existen dos maximos de produccion de
hidrogeno localizados en los extremos correspondientes a una alta relacion C/N y baja relacién
C/P y por el contrario a una baja relacion C/N y alta relacion C/P. Esto pudiera deberse a que la
deficiencia de uno de los nutrientes es recompensada por el exceso de la concentracion del otro
nutriente. Mientras que los minimos estuvieron localizados a elevadas concentraciones de
nitrogeno y fésforo (correspondientes a bajas relaciones C/N y C/P) o bien, a bajas
concentraciones de nitrégeno y fosforo (correspondientes a altas relaciones C/N y C/P).

CONCLUSIONES

Se encontré que la relacion C/N y C/P tuvieron un efecto significativo sobre la produccién de
hidrégeno, presentando una interaccién altamente significativa. La mayor produccion de
hidrégeno se logré a una alta concentracion de uno de los nutrientes pero en deficiencia del otro
nutriente (ya sea N o P). El exceso o deficiencia de ambos nutrientes ocasioné bajos valores de
produccion de hidrégeno.
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ABSTRACT

Guanajuato has an agricultural area of 1,470,000 ha, where 40% are irrigated with surface
water and 60% from 13,501 water wells registered [1]. The state demands large amounts of water
for agriculture, because most farmers use traditional irrigation by gravity, with alow efficiency of
30 to 70% [1]. Also chemical fertilizers addition to fields requires lots of water and represents an
environmental issue [2]. Subsurface drip irrigation has proven to be very efficient in agriculture
process. It considers to apply frequent small amounts of water underground to crops[3]. However,
it has been shown that the use of an automated irrigation system could be even more efficient [4].
Sensors can determine when and how much water the crop water needs. Despite studies using
these different technologies or crop management, have not been implemented systems
containing a combination of both. Most farmers do their actions based on customs and avoid new
technologies. Our go a list generate a different attitude, adaptable to the changes (resilience) in
the “La Purisima” irrigation module. Therefore, a demonstration field will be set where
optimization of water use, along with low production costs are going to be shown. The
demonstration system will take place in an area of 3,400 m” at the Division of Life Science
(DICIVA) of the University of Guanajuato, which has almost 70% of the irrigation equipment
installed. Technology proposal will consist of several systems adapted to preservation agriculture,
among the mis the irrigation system with automated drip irrigation with moisture and
evapotranspiration sensors. In the case of crop management, in DICIVA currently have proven
biofertilizers that help growth plants and soil recovery. Mycorrhizae, vermicompost, effluents and
liquid humus had been proven with success. All of them retain more moisture in the soil and make
no use of chemical fertilizers from production, reducing water consumption [5]. In addition, water
culture programs will be presented including courses, workshops, lectures, etc., so farmers can
understand the system and can replicate on their land in an easy way. Results showed that
through subsurface irrigation system water savings are 60 %. Also, maize and sorghum
production is similar to those with synthetic fertilizers when bio-fertilizers were applied.
Vermicomposting process requires stap water but we prove that can be replaced by anaerobic
bioreactor effluents. It is expected that reductions in water use will be closer to 60 % with this
proposal. This will be complemented with an educational program where farmers can develop a
better sense of water and the implications to keep traditional processes.

Keywords : Biotechnology, Education, Water, Science, Bio-fertilizer.
RESUMEN

Guanajuato tiene una superficie agricola de 1°470,000 Ha, donde el 40% son de regadio con
aguas superficiales y el 60% a partir de 13,501 pozos de agua registrados [1]. El estado requiere
grandes cantidades de agua para la agricultura, porque la mayoria de los agricultores utilizan el
riego tradicional por gravedad, con una baja eficiencia de entre 30 y 70% [1]. También la adicién
de fertilizantes quimicos requiere mucha agua y representa un problema ambiental [2]. El riego
por goteo subsuperficial ha demostrado ser muy eficiente en el proceso de la agricultura. Este
considera aplicar frecuentes pequefias cantidades de agua subterranea a los cultivos [3]. Sin
embargo, se ha demostrado que el uso de un sistema de riego automatizado podria ser incluso
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mas eficiente con el uso de sensores [4]. Los sensores pueden determinar cuando y cuanto
irrigar los cultivos en base a sus necesidades de agua. A pesar de los estudios que utilizan estas
diferentes tecnologias o la gestion de los cultivos, no se han implementado sistemas que
contienen una combinacion de ambos. La mayoria de los agricultores hacen sus acciones
basadas en costumbres y evitan emplear nuevas tecnologias. Nuestro objetivo es generar una
actitud diferente, adaptable a los cambios (resiliencia) en el médulo de riego "La Purisima". Por
lo tanto, se pretende establecer un campo de demostracion donde se muestre la optimizacion del
uso del agua, junto con los bajos costos de produccion. El sistema de demostracion se llevara a
cabo en un area de 3,400 m” en la Divisién de Ciencias de la Vida (DICIVA) de la Universidad de
Guanajuato, que tiene casi el 70% de los equipos de riego instalados. La tecnologia propuesta
consistira en varios sistemas adaptados a la agricultura de conservacién, entre ellos se
encuentra el sistema de riego por goteo automatizado con sensores de humedad y
evapotranspiracion. En el caso de la gestién de los cultivos, en DICIVA actualmente han
demostrado que los biofertilizantes ayudan al crecimiento de las plantas y la recuperacion del
suelo. Asimismo, el empleo de micorrizas, humus de lombriz y humus liquidoha sido probado con
éxito. Todos ellos retienen mas humedad en el suelo y no hacen uso de fertilizantes quimicos
durante la produccién, ademdas de reducir el consumo de agua [5]. Conjuntamente, se
presentaran los programas de cultura del agua como cursos, talleres, conferencias, etc., por lo
gue los agricultores pueden entender el sistema y pueden replicar en sus tierras de una manera
facil. Los resultados mostraron que a través del subsuelo ahorro de agua del sistema de riego es
del 60%. Ademas, la produccion de maiz y el sorgo es similar a aquellos con fertilizantes
sintéticos cuando se aplicaron biofertilizantes. El proceso de vermicompostaje requiere agua
potable, pero se ha demostrado que puede ser sustituida por los efluentes de biorreactores
anaerobios. Se espera que con la presente propuesta, las reducciones en el uso del agua
estarancercanas al 60%. Esto se complementara con un programa educativo donde los
agricultores pueden desarrollar un mejor sentido del agua y las consecuencias de mantener los
procesos tradicionales.

METODOLOGIA

Se adecuara un sistema demostrativo de 3,400 m” en el Centro de Riego de la Division Ciencias
de la Vida (DICIVA), donde se desarrollara un sistema que integre la tecnificacién del sistema de
riego, implementacion de biosensores, empleo de bioabonos y la labranza de conservacion. Se
empleara lombricomposta como bioabono, ademas de incorporar micorrizas en los sembradios
de prueba. Adicionalmente, la aplicacion de humus liquido obtenido a partir del proceso de
lombricompostaje. Estos se incorporaran a un sistema de labranza de conservaciéon en un suelo
gue no ha sido movido en afios. Este sistema se presentd a los miembros del Médulo de Riego
de “La Purisima”, primero, mediante la visita a la instalaciones de la DICIVA y posteriormente, se
complementara con un proceso de cultura del agua. Este incluye platicas, talleres o cursos
donde permita una mayor sensibilizacion al uso de estas tecnologias y lograr incorporarlas a la
vida diaria. Lo anterior con el fin de lograr la adaptacién del sistema propuesto, evaluando el
ndmero de personas involucradas y la duracion del proceso de incorporacion del sistema integral
a sus propios terrenos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actualmente se cuenta con un70 % de avance en la instalacion del equipo de riego. Se realizé la
siembra de maiz y sorgo en un area del terreno, donde anteriormente se practicé labranza de
conservacion, con el fin evaluar su productividad. Ademas de establecer pruebas con diferentes
tipos de bioabonos (lombricomposta y estiércol), micorrizas, efluentes de biodigestor anaerobio
(como mejorador de suelos) y fertilizante quimico. Este proceso concluira en el mes de
septiembre y permitira la evaluacion de los rendimientos. Adicionalmente, se invitd a los
productores de “La Purisima” para que conocieran el sistema y pudieran verificar con sus propios
ojos los avances del proyecto. Esto Ultimo era importante, al permitir sembrar la expectativa en
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los productores sobre el proceso en vivo, asi de cémo ir introduciendo de manera indirecta,
cambios en su perspectiva en el uso de sistemas de riego tecnificado y utilizacién de abonos
organicos. Todo ello, con una reduccion importante en la cantidad de agua utilizada. Se acordo
una segunda visita con los responsables del Médulo, donde se esperaria una mayor cantidad de
participantes. Ademas de atender la solicitud de conformar un curso donde se les imparta el
manejo del sistema y entendimiento de los procesos involucrados.

Se espera crear una cultura del agua en los agricultores del M6dulo de Riego de “La Purisima".
En particular, en aquellos adultos mayores que tienen ideas poco amigables con el manejo del
agua. El reto es convencerlos con apoyo de parcelas lado a lado, que permita cambiar su
manera de pensar mediante el sistema demostrativo que sera instalado terrenos del propio
Médulo y asi, observen las ventajas que éste conlleva. Al mismo tiempo, involucrar a los jovenes,
considerando que son mas receptivos a los nuevos procesos y fomentar su permanencia en su
lugar de origen. Esto podria reactivar la economia local y permitir una integracion de las familias.

CONCLUSIONES

El presente trabajo pretende llevar la informacion, la experiencia y el aprendizaje logrado en la
DICIVA para mejorar los procesos de produccion entre los productores del Médulo de Riego de
“La Purisima”. Lo anterior mediante el manejo de diferentes sistemas y considerando que la
adquisicion del proceso requiere un proceso de renovacién y reorganizacion. Se espera que la
incorporacion del sistema integral permita un mayor desarrollo de la zona e incrementar la
capacidad de aprender, innovar y adaptarse de los productores involucrados. Esto a su vez
permitira desarrollar sistemas sustentables mas robustos y duraderos, evitando en la medida de
lo posible, los fracasos que se han logrado en otras zonas del pais. El reto que se tiene enfrente
es grande y se espera que con el apoyo de un grupo multidisciplinario de profesores, se logre un
proceso de resilencia en los pobladores de “La Purisima”.
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ABSTRACT

Anaerobic digestion is a process proposed for treatment of urban wastewater effluent, in this,
products like biogas and compost are obtained. The integration of anaerobic digestion and
composting treatments allow giving to the wastes an energetic valorization and also using the
nutrients for raise the amount of them in the compost produced. Two bio-reactors with a volume
of 200 L each one was made. Physicochemical characteristics of the effluent were determined
either into inflow and outflow. A decrease in parameters such as COD and solids were analyzed.
The gas analysis showed an important amount of methane in the biogas generated. It has been
concluded that the effluent from urban wastewaters is feasible to use for the biogas production.

Keywords : Effluent , waste, nutrients, bio-reactors, biogas.

RESUMEN

Con el fin de disponer de los efluentes generados en el tratamiento de agua residual, se ha
planteado el tratamiento de estos mediante el proceso de la biodigestion anaerobia. De éste
ultimo se obtienen como productos el biogas y el compost. El conjunto de estos dos tratamientos
nos permite darle una valorizacion energética a los residuos y aprovechar sus nutrientes para
enriquecer las compostas y al suelo. Se trabajo con dos biorreactores de 200 L cada uno, se
evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas del efluente a la entrada y salida del proceso. Se
encontraron disminuciones en parametros como la DQO vy la cantidad de sélidos. Se realiz6 el
andlisis al biogas generado obteniendo cantidades importantes de metano considerando el tipo
de material utilizado (7.18 L/Dia). Se concluye que los efluentes generados en una planta de
tratamiento de aguas residuales urbanas son factibles para la produccion de biogas.

Palabras Clave: Efluentes , residuos, nutrientes, biorreactores, composta, biogas.

INTRODUCCION

En casi todos los procesos llevados a cabo para proveer de productos a la poblacién se generan
grandes cantidades de residuos sélidos, liquidos y emisiones al aire. Es por ello que se buscan
alternativas para la gestion integral de los residuos, de manera que estas nuevas opciones
ayuden en la recuperacion de energia y el reuso de los mismos (Metcalf y Eddy, 2003) [6]. Entre
los procesos se encuentra el abastecimiento de agua a la poblacion como residencias,
instituciones, establecimientos comerciales e industriales, generando una gran cantidad de
residuos.

Cuando el agua es tratada pasa por una combinacion de métodos fisicos, quimicos y bioldgicos
gue estan en funcién de las caracteristicas fisicoquimicas y biol6gicas del agua residual. En un
sistema de tratamiento de aguas residuales se generan basicamente dos efluentes, uno de ellos
es el agua tratada y el segundo los sélidos que se separan en el tratamiento primario y los que
se generan y separan en el tratamiento biol6gico o secundario. Estos (ltimos residuos son
conocidos como biosélidos o lodos organicos y se generan en gran volumen y presentan
importantes problemas de tratamiento y evacuaciéon (Mahamud et al., 1997) [9].

Los lodos poseen algunas caracteristicas que pueden usarse y aprovecharse como un beneficio
entre estas se encuentran el contenido de nutrientes y materia organica. En algunos casos
dependiendo de las caracteristicas del agua residual, pueden presentar alto contenido de
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microorganismos patogénos o metales pesados. Por lo que se requiere que los lodos tengan un
tratamiento previo. En México no existe una cifra oficial sobre la generacién de lodos organicos
de plantas de tratamiento y son muy pocas las plantas que realizan algin proceso de
estabilizacion, por carecer generalmente de las instalaciones necesarias. La disposicion final de
estos biosélidos comunmente es la incineracion o relleno sanitario debido al alto costo de
instalacion de reactores estabilizadores de lodos y sistemas de deshidratacion, ademas de la
transportacion a los sitios de disposicion final (Cardosa y Ramirez, 2002).

Una alternativa para el aprovechamiento de estos lodos es la digestion anaerobia. Es un proceso
biolégico que consiste en utilizar la materia organica, en ausencia de oxigeno en el interior de un
biodigestor (Ramos y Hernandez, 2007) [10].El proceso de la digestién anaerobia consta de
cuatro etapas principales, hidrélisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis. En la primera
etapa, la materia organica es hidrolizada por los microorganismos nativos del proceso. El
material organico soluble formado durante a hidrélisis es metabolizado por bacterias facultativas
y anaerobias responsables de la fermentacion &acida. Los productos terminales de la
fermentacion acida (generalmente alcoholes y acidos de cadena corta) son convertidos en acido
acético y finalmente se transforman en gases y en nuevas células bacterianas de varias especies
diferentes y estrictamente anaerobias. EIl biodigestor contiene un sustrato que facilita el
crecimiento y proliferacion de un grupo de bacterias anaerobias metanogénicas, que
descomponen y tratan los residuos.

Se generan dos productos: uno de ellos es un gas combustible conocido cono biogas o gas
metano (CH4) y diéxido de carbono (CO2). El otro producto es un efluente liquido rico en
nutrientes y materia organica. Considerando la crisis energética, la obtencién de un subproducto
(metano) con valor econdmico, representa una oportunidad para el desarrollo de procesos en
los que se aproveche el valor energético de este combustible. Dicho combustible puede ser
utilizado para generar calor o energia eléctrica, incidiendo en la reduccion del consumo de
combustibles fosiles (CETESB, 2002) [3]. Es por ello que se propone emplear los efluentes de
reactores anaerobios alimentados con lodos de la planta de tratamiento de aguas residuales
(PTAR) de la ciudad de Irapuato para la produccién de biogas.

METODOLOGIA

Produccion de Biogas en Reactores a Escala Semi-Pil  oto

Una vez que se demuestre la produccion de biogas a nivel laboratorio, se realizara otro
experimento a escala semi-piloto. Lo anterior para evaluar de una mejor manera, la factibilidad
de utilizar los lodos de la planta de tratamiento de aguas. Se construiran dos biodigestores de
flujo continuo tipo pistén de 200 L considerando lo propuesto por Alvarez-Villafafia y Camarena-
Aguilar (2005 y 2006)[1] y [2]. Los biodigestores se montaron en el Area Experimental para la
Sustentabilidad del Departamento de Ciencias Ambientales de la Universidad de Guanajuato. Se
estableceran dos tratamientos con diferentes relacion lodo-agua en base a los resultados
logrados a nivel laboratorio: 1) efluente-agua 2:3 y 2) efluente-agua 1:3. Se empleo el agua
potable disponible en el Area. Ademéas se compararon los valores generados con respecto a un
biodigestor anaerobio alimentado con estiércol de vaca.

Analisis Fisicoquimico

Se efectuaron diferentes analisis fisicoquimicos tanto al afluente como al efluente de los
reactores con lodos a diferentes tiempos. Esto para establecer las variaciones en su
comportamiento a lo largo del tiempo.Determinacion de Humedad para los Efluentes . Se tomé
un volumen del efluente y se filtré a través de un papel filtro (Whatman no. 40) a peso constante.
Este se sec6d a 100 oC durante 24 h en una estufa y se volverd a pesar. Se consider6 la
diferencia de peso y el volumen para establecer la cantidad de agua presente en las muestras.
Andlisis de pH . El valor de pH se midié directamente del efluente con ayuda de un medidor de
pH. Contenido de Materia Organica y Carbono Organico pa ra Efluentes y Afluentes . La
determinacion de materia organica y carbono organico se realizé a través del método de
Walkley y Black (Jackson, 1976) [5]. Nitrégeno por Kjendahl . Este se efectud por el método
propuesto por Kjendahl (Cotin, 1976) [4]. Sélidos Volatiles Totales y Sélidos Totales . Para
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esta prueba se utilizé el método que establece la Norma NMX-AA-034-SCFI-2001 [8]. Analisis
de DQO. El analisis se efectud utilizando un Kit de Hanna por combustion quimica. Analisis de
Gases. Los gases que se producen en el reactor se analizaron a través de un cromatdgrafo de
gases Clarus 580 Perkin Elmer, que cuenta con una columna: Elite-GC GS Moleiseve (largo
30m, diametro interno 0.53 mm, diametro externo 50 mm).

RESULTADOS Y DISCUSION

Es importante conocer las caracteristicas de los lodos a la entrada y la salida del biodigestor
anaerobio, la disminucion en parametros de materia organica como la DQO y los solidos
volatiles, estableceran si el tratamiento fue efectivo. Ademas de la concentracion de metano en el
biogas generado. Se tomaron muestras a los 20 y 40 dias de arrancado los biodigestores. Para
el caso de la muestra a los 20 dias, el % Carbono Orgéanico y el de % Materia Orgéanica para los
dos reactores de lodos, comparados con el reactor de estiércol, observamos que fueron mucho
mayores en el reactor de estiércol, comparado con los otros, al alcanzar valores cercanos al
1000%. A diferencia de los reactores de lodos, donde esta cantidad fue menor (alrededor de 12-
15% de carbono organico y un 22-25% de materia organica). También se notd que en estos dos
reactores se estd presentando una disminucion de la cantidad inicial de materia organica a
diferencia del reactor con estiércol.

A los 40 dias se encontré una ligera disminucion de estos parametros, con un porcentaje de
remocion de materia organica entre el 2 y 5 %. Otro parametro importante que nos habla de la
reduccion o consumo de materia organica durante la digestion anaerobia, es la cantidad de
sélidos presentes en la alimentacién y efluentes de los reactores. Es importante saber entonces
su porcentaje para determinar su reduccion en el tratamiento. Cabe resaltar que la cantidad de
ST que ingresan al reactor es minima con valores menores al 2%, al contrario del reactor de
estiércol donde se manejan cantidades cercanas al 60%. Los SVT tienen una relacién directa
con la cantidad de ST presente, mostrando valores menores al 1%, mientras que el control
alcanzo un 37%. Si bien la cantidad de solidos debe disminuir después del tratamiento de la
digestion anaerobia, observamos que en este experimento un aumento de los ST adjudicado a la
produccion de metabolitos intermediarios en el proceso (Rodriguez, 2004) [11]. La cantidad de
ST a los 40 dias de tratamiento muestra una disminucion en la cantidad de los mismos. Si bien
no existe una gran cantidad de sélidos si hay una reduccién después del tratamiento. Se noto
una disminucion de los SVT a los 40 dias de alrededor del 30% para el Reactor 2. El Reactor 1
nuevamente no presentd reducciéon en este parametro. La humedad es un parametro relacionado
a la cantidad de sélidos que alimentan al reactor y se reducen después del tratamiento, como la
cantidad de sélidos es baja, la humedad de los lodos es alta con valores del 99% para los
reactores 1y 2 y un 95%.

La DQO es uno de los principales parametros para valorar un tratamiento, se dice que si existe
una alta reduccién de DQO se considera una alta eficiencia en el tratamiento. Al mismo tiempo
que se reduce el valor de la DQO, se esta convirtiendo toda la materia organica a metano
(Moeller, 1993) [7]. Se logré una reduccion de casi el 80% para el Reactor 1 (250 mg/L). En el
Reactor 2 disminuye un 40% la carga organica obteniendo un valor de 1600 mg/L al final del
tratamiento. Del mismo modo se observa que para el Reactor de estiércol, la concentracion de
DQO aumenta.Uno de los parametros analizados fue el pH que nos representa la produccion de
metano no se lleve a cabo con un pH bajo. En el experimento este valor se mantuvo entre 7.2 y
8.7, este Ultimo valor para el reactor de estiércol que sirvi6 como control. Los valores
recomendables se encuentran entre 6 y 8 (Zenhder et al.,, 1981) [12]. La relacién C/N es
recomendable sea mayor a 30, es decir que el carbono debe estar en una proporcién 30 veces
mas que el nitrégeno. Se obtuvieron valores muy altos y aunque la relaciéon se cumple el valor es
muy elevado, sin embargo se presentaron buenos resultados lo que nos dice que la relacion con
la que se trabajo fue adecuada. Se midié la produccion de metano en los diferentes reactores a
escala semi-piloto. Se encontr6 que el reactor alimentado con estiércol presentd la mayor
produccion de metano conforme pasaba el tiempo (Figura 4). Esto era de esperarse por ser un
material rico en materia organica y soélidos que permite lograr grandes producciones. En el caso
de los reactores con lodos de la PTAR, se encontré que la relacién 1:3 agua-lodos, mostro la
mejor produccion de metano conforme paso el tiempo. Esto muestra es factible
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producirmetano a una mayor escala empleando lodos de la PTAR. Serd necesario realizar
pruebas con cantidades mas grandes de lodos en la proporcién para determinar si en un
momento dado, se puede alcanzar los niveles de generacion del reactor con estiércol.

Tabla 1. Valores promedio de los parametros medidos a los efluentes a la entrada y salida del
biodigestor a los 20 y 40 dias.

Reactor 1 Reactor 2 Reactor estiércol
Parametro Dia 20 Dia 40 Dia 20 Dia 40
Entrada | Salida | Entrada | Salida | Emtrada| Salida |Entrada | Salida | Entrada | Salida
DQO
1.641 249 470 400 2.731 258533 762 684 14260 | 27410
(mg/L)
ST (mg/L) 133 1.55 2.70 238 0.65 12 1.72 1.16 478 3925
SVT
0.40 0.63 0.76 1.06 043 0.35 0.70 0.54 22.03 36.40
(mg/L)
pH 7.72 7.61 7.32 7.63 724 771 7.13 7.76 873 825
C/N 37.71 58.00 | 79581 [ 244171 102.57 33.57 39344 [ 31373 | 17463 | 201.85

CONCLUSIONES

La mejor eficiencia del proceso de la digestion anaerobia para la produccion de biogas utilizando
lodos de una PTAR se encontré con los tratamientos 3 y 6. Estos contenian el lodo de 15 dias
con una cantidad del mismo de 5y 7.5 g respectivamente. Ademas presentaron una disminucion
de ST y SVT del 25% aproximadamente, asi como una degradacion de materia organica
aproximada del 50%. Asimismo, la composicién mas alta de metano y una produccién constante
de biogés. Por lo que es recomendable utilizar lodos de un mayor tiempo de almacenamiento
con los niveles de las variables bajo e intermedio, incluso superior a la del control con metano.
Es por estas razones que se propone que los lodos de PTAR con una edad de no mayor a 15
dias son los mas viables para producir biogas y con una composicién predominante de metano
en dichas muestras.Se propone también que para estos tratamientos el tiempo de residencia en
el biodigestor debe ser mayor a 4 semanas para una mejor produccion de biogas. A escala semi-
piloto se logré generar hasta 7.18 L/Dia de metano con la mayor cantidad de lodos (relacion 1:3).
Los parametros de carga organica como la cantidad de SVT y ST para los reactores fueron
reducidos en la mayoria de los casos, asi como la DQO en la que se eliminé méas del 50% a los
20 dias y un valor cercano al 10% a los 40 dias, para cada uno de los reactores. Estos
resultados muestran el potencial de produccién de biogads y composta a partir de efluentes
producidos en la biodigestion anaerobia de lodos organicos resultantes del proceso de
tratamiento de aguas residuales urbanas.
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ABSTRACT

In this research the mechanical properties and fracture behavior of composites based on recycled
high-density polyethylene (HDPE) and recycled Tetrapack have been investigated. The matrix
and filler were recovered from landfills, ground into flakes of approximately %2 inch2 size, washed,
and physically mix before putting the mixture in a cast, introduced in an oven at 250 C and
pressed applying 1 Ton of pressure. Mixtures with varying concentration of tetrapack flakes were
prepared.

Mechanical properties such as Young's modulus, yield stress and ultimate tensile stress were
obtained from uniaxial tensile deformation tests carried out at room temperature.

The results showed that the tetrapack flakes were effective reinforcers, increasing the Young's
modulus and yield stress relative to neat HDPE. However, it was also found that the filler acts as
stress concentrator where mechanical failure initiates. Scanning electron microscopy showed that
fracture of the composite occured mainly by the lack of adhesion between polymer matrix and
filler. Moreover, a percolation threshold was reached at about 5 %g/g concentration of tetrapack,
beyond which mechanical properties are severely compromised. Interestingly, this investigation
also showed that the color of the HDPE flake, i.e., the pigment, strongly influences the
mechanical properties of the composite. Thus, boards hot pressed from individual colors were
also investigated. The results showed that pigments, like those utilized in grey color, favored
higher degree of crystallinity, as measured by differential scanning calorimetry, and therefore
higher Young’s modulus.

Keywords: Recycling, HDPE-Tetrapack, boards.

RESUMEN

En esta investigacién, el comportamiento de fractura y las propiedades mecanicas de composites
formados de Polietileno de alta densidad (HDPE) y Tetrapack han sido investigados. La matrizzy
el reforzante fueron recuperados del tiradero municipal y triturados en hojuelas de % inch®,
lavados y mezclados, antes de ser colocados en un molde cuadrado con tapa que se introdujo a
un horno a 250C y presionado a 1 Ton. Diferentes p roporciones de hojuelas de terapack fueron
mezcladas con HDPE para ser estudiadas.

Las propiedades mecanicas como el médulo de Young, la resistencia y la oposicion a la
deformacion, fueron medidas en la maquina universal Instrom a temperatura controlada.

Los resultados muestran que las hojuelas de Tetrapack resultan ser un buen reforzante
incrementando el médulo de Young vy la resistencia de los composites de HDPE. Sin embargo se
encontré también que dichos reforzantes actllan como concentrador de esfuerzos, permitiendo
gue se formen fracturas. Los resultados del MEB muestran que la fractura del composite ocurre
principalmente en la zona de adhesion entre la matriz y el Tetrapack. Por otra parte se observé
gue al aumentar hasta 5% la proporcién de hojuelas de Tetrapack las propiedades mecénicas se
ven severamente comprometidas. De manera interesante, esta investigacion mostr6 como el
pigmento influye también en las propiedades mecéanicas del composite. Es por esto que se
formaron nuevas muestras pero ahora por color. Los resultados obtenidos por calorimetria
diferencial de barrido, muestran que algunos pigmentos favorecen el grado de cristalinidad
aumentando el modulo de Young en el material estudiado.

Palabras clave:Reciclaje, PEAD-Tetrapack, tablas.
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INTRODUCCION

El reciclaje de materiales plasticos ha venido cobrando gran importancia en los Ultimos afios,
debido a que la contaminacién con estos materiales, afecta la salud humana y desequilibra los
ecosistemas, ademas que en los plasticos tenemos ya un valor agegado que no seria bueno
perder, y finalmente porque la normatividad correspondiente es cada vez mas estricta. [1],[2].

Actualmente el PET (Polietilen Tereftalato) se recupera de la basura y se recicla, sin embargo
hay otro tipo de materiales que son menos demandados, por ejemplo el PEAD (HDPE) y el
tetrapack, Esta estrategia de recuperar plasticos para introducirlos en otros materiales se ha ido
implementado cada vez mas, ahora con materiales nano y composites, como ejemplo tenemos el
trabajo de Khoo et al, [3], donde el Polipropileno es reforzado con madera, o la propuesta de Cui
et al. que reforza PEAD con madera [4]. La introduccién de materiales como microfibras a
matrices plastcias se ha utilizado para reforzar y mejorar ciertas propiedades mecéanicas de
dichos materiales [5].

En el presente trabajo se estudiaron diferentes propiedades mecanicas de tablas de PEAD
reforzadas con hojuelas de Tetrapak, destacando que el color del material (PEAD) influye en la
resistencia del material. Asi mismo se desmotr6 como los pigmentos estan directamente ligados
con el grado de cristalinidad del material, lo que se ve reflejado en la entalpia de cada tabla
formada.

METODO

Se recolectan los botes de PEAD y de Tetrapack y se trituran en hojuelas de 1cm?, se mezclan y
se colocan en diferentes proporciones en un molde de fierro al carbon cuadrado, y se funden,
una vez enfriado el molde se sacan las placas.

Se prepararon diferentes placas de acuerdo al siguiente esquema.

Tabla 1. Composicion de las placas de HDPE-tetrapak

Num. de £de PEAD T(*C) Tiempe (min) | Observacicnes
muestra gde Tetrapak
M1 432.25 PEAD 250 30 L= tabla cbtenida es muy
22.75 Tetrapak heterogénea, se obsarvan

hueces en la superficie de la
tabla

M2 500 PEAD 250 40 Se implementd el scomodo
13 Tetrapak especial ¥ & obtuvo una t=bla
de aspecte mas uniforme sin

huecos
M2 500 PEAD 250 40 Tiene un acomodo  similar al
20 Tetrapak anterior pere al incrementar el

% de Tetrapak se obtiens una
tabla de aspecto menos
uniforme

i 500 FEAD 200/250/200 40/20/20 Esta tw@bla == fundio =
10 Tetrapak diferentes ciclos de
tEemperatura.
M5 500 PEAD 250 43 %e hace con PEAD transllcido,
10 Tetrapak ze enfrié con agus 3 temp
ambiente.
ME 500 PEAD 300 70 Se utiliza solo PEAD.

Analisis

Caracterizacion molecular.

Se realizaron estudios en FT-IR ATR, para identificar las diferencias entre las muestras PEAD, de
acuerdo al color. El andlisis se llevé a cabo en un Spectrum 100 Perkin Elmer, en un rango de
4,000 a 450 cm™ a 64 scans con una resolucion espectral de 4cm™
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Transicion térmica.
La transicién térmica se estudid mediante un calorimetro diferencial de barrido DSC6000TM de
Perkin Elmer, dicho estudio se llevé a cabo en incrementos de 20C/min.

Propiedades mecanicas de las tablas.
Este estudio se llevo a cabo una maquina universial Instron modelo 4208, el médulo de Young,y
el esfuerzo de trabajo fueron medidos para cada una de las muestras obtenidas.

Microscopia electrénica de barrido.

Mediante un Microscopio electrénico de barrido modelo JEOL 5900 LV, el cual tiene acoplado un
detector elemental de dispersion de rayos X, se pudieron identificar los elementos presentes en
cada una de las tablas y la morfologia superficial de las tablas y las zonas de deformacion y
ruptura.

RESULTADOS
En la figura 1, se muestra la grafica de esfuerzo contra deformacion de cada una de las placas
elaboradas. Como se puede obeservar, la placa que se desempefia mejor mecanicamente es la

M4, logrando uno de los mas altos esfuerzos y deformaciones.
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Fig 1. Diagrama de esfuerzo- deformaciéon de placas multicolores compuestas por HDPE  -tetrapak.
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_ Fracture behavior of multicolor HDPE-ttetrapack
composites. Composites exhibit brittle behavior as well as
fibrillar deformation.

Fig 2. Comportamineto en la fractura de co mpuestos multicolores de HDPE- tetrapak.

En la figura 2, se muestra como se fracturan éstas placas, se observé que las probetas se
fracturaban con mayor facilidad en ciertos colores que en otros, por lo que se decidié hacer un
estudio de las propiedades mecanicas en placas de un solo color, asi se obtuvieron 7 placas a
las cuales se les hicieron diferentes andlisis.

En prime lugar se hizo un estudio de espectroscopia FT-IR ATR, para comparar la composicion
molecular de cada placa y revisar si habia alguna diferencia entre ellas. En la figura 3, se
muestra el condensado de los espectros infrarojos obtenidos para cada placa.
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I . FTIR spectra of hot-pressed single color recycled
HDPE plaques. (a) black, (b) gray, (c) green, (d) yellow, (e)
blue, (f) red, (g) neat HDPE (natural), and (h) orange.

Fig 3. Espectro Infrarojo de las placas multicolores de HDPE.

Como se observa, la placa color negra y la placa color gris, no presentan sefales en el rango
(1000-1500 cm™ ), mientras que los espéctros de las demas placas de colores si los muestran, lo
gue puede estar asociado a la presencia de especies ligadas a los colorantes del tipo azo.
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% 131 1ol

B Thermal properties of hot-pressed single color
recycled HDPE plaques determined via differential scanning
calorimetry under dry nitrogen atmosphere.

Fig 4. Propiedades térmicas de las placas determinado por calorimetria diferencial de barrido.

En la figura 4, se muestra la gréafica de la entalpia contra la temperatura de fusién para cada una
de las placas de acuerdo al color. Como se puede ver, una de las placas que presenta valores de
entalpia mas altos, es la de color gris, esto esta relacionado con el grado de cristalinidad, que

contribuye a que el material sea mas homogéneo, con una estructura mas uniforme y por lo tanto
mas resistente.
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. Elemental analysis by electron dispersive X-rays
(EDX) of hot pressed single color recycled HDPE plaques.

Fig 5. Andlisis elemental por medio de Dispersion de ele  ctrones de rayos X.

En la figura 5, podemos obervar los resultados obtenidos por el MEF con dispersion de rayos X,
que nos indican la presencia de titanio en la placa gris. En general la composicion de todas la

placas es de acuerdo a lo esperado, sin embargo existen notables dirferencias que dependen del
color que presentan.
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SEM micrographs of fracture hot-pressed single color
recycled HDPE plaques. (a) black, (b) gray, (c) green, (d) yellow,
(e) blue, (f) red, (g) neat HDPE, and (h) orange.

Fig 6. Micrografias individuales en MEB de las plac  as de HDPE.

Los planos de ruptura de cada una de las placas se muestran en la figura 6,como se puede
observar la placa que presenta uan buena elasticidad es la b, en la que podemos observar los
filamentos del material, en contra posicién tenemos la imagen de la muestra e, en la que
destacan una especie de granulos, lo que significa que el material se fractura mas facilmente

CONLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, se concluye en primer lugar que el reciclaje de HDPE-
tetrapak mediante la formacion de placas, es viable, y que las hojuelas de Tetrapack resulta ser
un buen reforzante, ya que se obtienen placas bien formadas con propiedades mecanicas como
para que se puedan usar como cercas 0 simbras. En segundo lugar, se concluye que el
pigmento influye en las propiedades mecanicas de las placas, y en el grado de cristalinidad, de
tal suerte que la placa color gris que contiene Titanio, resulta ser la placa mas resistente.
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ABSTRACT

In Mexico, Guanajuato state is one of the five states with the highest water
issues[1].Currentlyit is experiencing a water deficit in 46 municipalities [2,3] and has 90% over
exploitation of aquifers [1]. Shortages have been experienced by the state is mainly due to the
extraction of water from aquifers amounting to more than 1,000 million m® per year [4,5]. The
state of Guanajuato has created educational programs to address the big water problem [6].
Despite the existence of numerous environmental education programs, it is necessary to develop
strategies to make more efficient the management and safeguarding of water. One strategy is to
develop programs more approachable and consider local situations. Also age of people is
important to define how easy or difficult could be to appropriate an educational process.
Therefore, it has been established a proposal to define a culture of water where children from
elementary school level will participate and actively interact resolving real problems in their
communities or schools. A set of workshops and activities has been planned where aspects such
as interest, performance, number of actions developed, and how they represent water are going
to be considered. Three different programs are prepared: short, medium and long. Each one has
different goals and is expected to get approximations how kids consider water as part of their life.
Some of the activities will be encouraged kids to resolve a local problem considering different
technologies already presented in the workshops. It is expected the program will help to have a
better water use among elementary school students and contribute to resolve the water issue in
the state.

Keywords : Energy, Education, Water, Science.

RESUMEN

En México, el estado de Guanajuato es uno de los cinco estados con los mayores problemas de
agua [1]. Actualmente se esta experimentando un déficit de agua en 46 municipios [2,3] y tiene el
90% la sobreexplotacion de los acuiferos [1]. La escasez que han sido experimentado el estado
se debe princiEaImente a la extraccion de agua de los acuiferos con un valor de méas de 1.000
millones de m” por afio [4, 5]. El estado de Guanajuato ha creado programas educativos para
abordar el gran problema de agua [6]. A pesar de la existencia de numerosos programas de
educacion ambiental, es necesario desarrollar estrategias para hacer mas eficiente la gestién y
proteccion del agua. Una estrategia es el desarrollo de programas mas accesibles y considerar
las situaciones locales. También la edad de las personas es importante definir qué tan facil o
dificil podria ser para apropiarse de un proceso educativo. Por lo tanto, se ha establecido una
propuesta para definir una cultura del agua donde los nifios de nivel primaria participen e
interactuen activamente para resolver problemas reales en sus comunidades o escuelas. Una
serie de talleres y actividades se ha planificado en aspectos tales como el interés, el rendimiento,
el nimero de acciones que se desarrollan, y cémo se representan el agua van a ser
considerados. Tres programas diferentes fueron preparados: a corto, medio y largo plazo. Cada
uno tiene diferentes objetivos y se espera obtener aproximaciones sobre cémo los nifios
consideran el agua como parte de su vida. Una de las actividades sera el alentar a los nifios a
resolver un problema local, teniendo en cuenta las diferentes tecnologias ya presentadas en los
talleres. Se espera que el programa ayudara a tener un mejor uso del agua entre los estudiantes
de primaria y contribuira a resolver la problemética del agua en el estado.
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INTRODUCCION

La educacion es un factor importante para el cuidado del medio ambiente y la mejora continua de
la calidad de vida, siendo la educacion ambiental una herramienta para toma decisiones
sustentables ademéas de ser un proceso de formacion y aprendizaje donde se puede adquirir
conocimientos, actitudes y habitos que permiten el cambio de conducta del individuo sobre
aspectos ambientales [7].

El concepto de educacién ambiental surge de la preocupaciéon mundial ante el desequilibrio de
los recursos naturales por el desarrollo industrial en los afios 60°s y 70"s [8].Sin embargo hasta
los afios 80"s y 90"s, toma mayor auge considerando con un proceso permanente en el cual los
individuos pueden tomar conciencia del su medio y adquirir conocimientos y valores para
resolver problemas medio ambiente. El objetivo que implementa la educacién ambiental es
ejercer y promover programas de educacion, por ejemplo México en conjunto con los gobiernos
estatales y el Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua, ejercié el programa “El Curso del Agua
y del Proyecto WET Internacional”, el cual convertido en la Guia “Encaucemos el Agua”, abarca
propuestas de actividades para educaciéon formal o no formal aplicada para todos los niveles de
educacion [9]. Con lo que respecta al estado de Guanajuato, el cual es uno de los 5 estados con
mayor problematica respecto al agua [1]. El estado presenta un déficit de agua en los 46
municipios [2, 3], o bien una sobre extraccion de agua en el 90% de sus acuiferos [1]. Es por ello
que ha generado programas para atender la gran problematica del agua. Dentro de los cuales
destaca el establecido en el 2000, denominado una “cultura del agua” cuyo objetivo era generar
conciencia social y la sustentabilidad del agua. Ademas surgieron campafias como “el agua
es...... para todos”, “sumérgete y cuida AGUAnajuato”. Asi como en el 2001, se distribuyeron el
comic infantil Hidrokids, implementando platicas a 15 mil nifios y adultos [10].

A pesar de la existencia de muchos programas de educacién ambiental, es necesario establecer
estrategias que hagan mas eficientes el manejo y cuidado del agua. Con ello, brindar un
panorama mayor ante la gran probleméatica de agua que existe en el pais y principalmente en el
estado de Guanajuato y asi, estudiar los conocimientos, percepciones y actitudes de los nifios
hacia la educacién ambiental enfocada al uso del agua.

METODOLOGIA

El proyecto esta basado en lo establecido por el Manual de Educacion Ambiental para escuelas
primarias del estado de Guanajuato como guia de orientacién. Se elaboré un manual que
permita implementar tres programas con diferente duracién: corto, mediano y largo, adaptando
actividades propuestas en diferentes guias.

Asimismo se establecera contacto con escuelas de educacién basica urbanas y rurales en los
municipios de Irapuato y Salamanca del estado de Guanajuato para la implementacion de
tacticas que nos ayuden a determinar las estrategias necesarias para establecer conceptos de
educacion ambiental orientada al cuidado y uso del agua.

RESULTADOS

Se elaboré un manual enfocado al Estado de Guanajuato. En él, se adecuaron tres programas
de diferente duracién, cada uno incluye dinamicas, actividades creativas y artisticas asi como
videos, entre otras, basado en la problematica de agua en el estado. Las dinamicas expuestas
han sido adaptadas a situaciones actuales que vive el estado, la mayoria pertenece a las
guias“jEncaucemos el agua! Curriculum y guia de actividades para maestros” [11] y “Sumérgete
y Cuida AGUAnajuato” [4]. Asimismo, se incorporaron acciones de creacidn propia para
complementar el documento.

Este manual sera pilotado en la comunidad de Mancera del municipio de Salamanca, Gto., con el
fin de validar las acciones propuestas en el mismo. Lo anterior en las instituciones del nivel
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basico que lo autoricen. Esto permitird realizar adecuaciones al documento para mejorarlo y
ademas, de generar los primeros indicadores sobre los impactos en los estudiantes. Se espera
gue en un corto plazo, los programas se estén implementando en otras instituciones para evaluar
la perspectiva de los nifios en el cuidado, uso y manejo del agua. Esto mediante una serie de
cuestionarios enfocados a determinar los impactos en su persona y como éstos fueron son
adaptados en un periodo de tiempo.

CONCLUSIONES

La educacién es un factor importante para el cuidado del medio ambiente y la mejora de la
calidad de vida, siendo la educacién ambiental una herramienta para toma decisiones
sustentables. A pesar de la existencia de muchos programas de educacién ambiental, es
necesario establecer estrategias que hagan mas eficientes el manejo y cuidado del agua. Con
ello, brindar un panorama mejor ante la gran problematica de agua que existe en el pais y
principalmente en el estado de Guanajuato. La cultura del agua se define segin UNESCO, como
“el conjunto de creencias, conductas y estrategias comunitarias para el uso del agua” que cuenta
el individuo. Esta cultura estd conformada por las percepciones sociales, culturales y los valores
gue se transmiten entre las personas. Si consideramos que la cultura del agua es un reflejo
sobre las acciones que se desarrollan de manera personal o grupal, ésta ha contado con poco o
nulo eco en la poblacion guanajuatense. A pesar de las estrategias implementadas, el nimero de
acciones efectivas y duraderas no es proporcional con los esfuerzos realizados. Es por ello que
se espera definir los motivos que originan la poca penetracion de los programas estatales
implementados y corregirlos en la medida de lo posible, para lograr una nueva y renovada
cultura del agua.
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RESUMEN

El empleo de sistemas anaerobios, es una alternativa para la reduccién de cromo hexavalente
(Cr VI) en lixiviados procedentes de la industria quimica.En trabajos anteriores se utilizaron
diferentes fuentes de carbono natural:agua residual (AR), suero lacteo (S) y una mezcla de
(S+AR), con diferentes concentraciones de cromo desde 50 a 500mg Cr (VI)/L, se observaron
que los mejores porcentajes de reduccion se presentaron para (S+AR),los resultados obtenidos
de este estudio permitieron generar las condiciones de operacion para la utilizacion de reactores
discontinuos. Se implementaron reactores discontinuos con dos composiciones diferentes de las
fuentes de carbonoantes mencionadas (30:70 y 50:50 v/v) sobre los cuales se evalud la
reduccion de 250 mg Cr(VI)/L procedente del lixiviado de la industria quimica. La reduccién del
metal en ambos casos se llevé a cabo en un 100%, aunque la relacion 50:50 presenté el tiempo
mas corto (4 dias), el uso de efluentes residuales en mezcla pueden ser utilizados como fuentes
de carbono para reactores bioldégicos anaerobios generando una alternativa viable para el
tratamiento de este tipo de residuos industriales y evitar su migracion al medio ambiente.

Palabras clave: Tecnologia anaerébica , cromo hexavalente, consorcio, reactor anaerobio, reduccion,
lixiviado.

INTRODUCCION

Entre los metales pesados de gran interés ambiental se encuentra el cromo(potencial
carcinégeno y mutagénico)[1], de uso comun en la industria de manufactura, que posteriormente
generan residuos que sin un tratamiento adecuado tienden a almacenar. En los vertimientos
industriales se llevan a cabo interacciones bioquimicas y se desarrollan poblaciones microbianas
gue metabolizan sustancias organicas e inorganicas, interviniendo drasticamente de esta manera
en la disoluciébn o precipitacion de los metales, a su vez, las condiciones geoquimicas
determinan la viabilidad, actividad y crecimiento microbiano [2],[3]. ElI Cr (VI) predomina bajo
condiciones fuertemente oxidantes y el Cr(lll) bajo condiciones reductoras, por lo queel empleo
de sistemas anaerobios, es una alternativa para la reducciéon de Cr(VI)[3], numerosos estudios
han revelado que existen factores que afectan la reduccidon microbiolégica de Cr (VI), en
reactores bioldgicos como son el pH, la temperatura, la concentracion inicial de Cr(VI),el
potencial oxido-reduccién y la fuente de cabono[5,6,], hoy en dia existen simuladores de
reduccion para el metal, pero estos no pueden considerar todas las variables antes
mencionadas[7]; es nacesario tener en cuenta que las condiciones cambian dependiendo del tipo
de microorganismo y la matriz de cromo que se requiere reducir[8]. Sin embargo, se sabe que el
Cr(Vlen presencia de material organico consigue ser reducido a Cr(lll) debido a la donaciéon de
electrones[8], existen compuestos de carbono que se consideran excelentes donadores de
electrones, entre ellos la lactosa, la glucosa entre otros[5,8], éstos compuestos en forma sintética
son caros, pero pueden encontrarse en menor pureza en fuentes de carbono naturales que
muchas veces son desechadas como efluentes residuales [9], desperdiciando su potencial
composicion de carbono.El objetivo de este trabajo fueencontrar la mejor proporcion de
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diferentes fuentes de carbono naturales en reactores anaerobios discontinuos, para evaluar la
reduccion de Cr(VI), en presencia de un consorcio microbiano, con la finalidad de generar las
condiciones necesarias para posteriormente, implementar sistemas anaerobios de flujo continuo
a escala piloto.

METODOLOGIA

Muestreo y Caracterizacion de lixiviados

Los lixiviados ricos en cromo que se manejaron en este estudio fueron muestreados de una
industria quimica del municipio de Ledn, Guanajuato; dichos lixiviados fueron caracterizados
fisicoquimicamente y se analiz6 el contenido de metales en un laboratorio certificado.

Pruebas de en batch con fuentes de carbono naturale s

Se evalué la reduccién de Cr(VI) por el consorcio, utilizando diferentes fuentes de carbono (agua
residual estéril (AR), una mezcla al 10% en volumen de suero estéril y agua residual estéril (SR)
y suero de leche estéril (SE) y varias concentraciones de Cr(VI) (200, 300, 400 y 500 mg/L)
procedentes del lixiviado. Las pruebas se realizaron en botellas serolégicas de 100 mL con un
volumen (til de 50 mL de medio y se inocularon con 5 ml de consorcio. Las condiciones bajo las
cuales se trabajé fueron: temperatura ambiente (25+2TC), agitacion constante a 120 rpm y
completa anaerobiosis, la cual se logr6 empleando un agente antioxidante (diatonita 100mM).
Estas pruebas se monitorearon diariamente por un periodo de 10 dias, donde los parametros
analizados fueron la concentracién de Cr(VI) y el pH.

Implementacion de los reactores discontinuos

Se implementaron dos reactores con capacidad de 2L,con un volumen util de 1 L. Cada uno de
los reactores fueron alimentados con S+AR, como fuente de carbono, pero con diferente
proporcion de ésta (el primer reactor con la relacion 30:70 y el segundo 50:50 v/v). Ambos fueron
mantenidos con una agitacion constante de 90 rpm, temperatura ambiente y una atmosfera
anaerobia (adicion del indicador resarzurina y diatomita 100mM). Los reactores fueron
inoculados con 20 mL de microorganismos proliferados en un sistema de reduccion de cromo
(primera etapa), los cuales incialmente fueron muestreados del lago de Parangueo. La inyeccion
del lixiviado se realizé de forma discontinua y con 250 mg/L de Cr (VI). En la tabla 1, se muestran
las condiciones a las cuales se llevaron a cabo las pruebas.

Tabla 1. Condiciones de operacién de los sistemas.

Reactor Fuente decarbono Relacié nS+AR mg/L Cr (VI)
1 S+ AR 30:70 250
2 50:50

En los sistemas las determinaciones de Cr(VI)se realizaron diariamente de acuerdo al método
colorimétrico [4] y el pH.Posteriormente, a la reduccidon completa de la concentracion de Cr(VI),
se procedi6 a la purga en el sistema,al recambio de fuente de carbono,y a la reinyecciéonde 250
mg/L de Cr(VI). Esta prueba se realizé por un periodo de 40 dias.

RESULTADOS Y DISCUSION

El lixiviado con el cual se trabajé presentaba un valor de pH de 14 y 14178 mg /L de Cr (VI). En
la tabla 2,muestra los porcentajes de remocién obtenidos en las pruebas batch utilizando AR y
S+AR (10:90 v/v) en un periodo de 10 dias.La fuente de carbono que presentd mejores
remociones fue (S+AR).Cabe sefialar que los porcentajes de reduccion se ven disminuidos
conforme aumenta la concentracién inicial del metal desde 200 a 500 mg/L.Para lograr la
reduccion total en las pruebas S+AR de 400 y 500mg/L de cromo (VI) se requirieron 12 y 19dias
respectivamente, mientras que para las pruebas de AR no se alcanz6 una reduccion total del
Cr(VI), esto nos indica que el AR no presenta en su composicion los suficientes compuestos, que
puedan emplearse como donadores de electrones[8], sin embargo cuando los efluentes se
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combinan S+AR, su potencial de reduccion es mayor, el cual es sumado a la actividad
microbiana dentro de los sistemas batch.

Tabla 2. Porcentajes de reduccion de Cr (VI) en los sistemas en batch con diferentes fuentes de
carbono.

mg Cr (VI)/L Fuente de carbono %
reduccion (tiempo)
300 AR 12.4+1.5 (10d)
400 AR 252+0.1 (10d)
500 AR 32.5+0.7 (10d)
300 S+AR 100+0.2 (64d)
400 S+AR 96.6+0.1 (12d)
500 S+AR 55+0.7  (19d)

A continuacion,en la figura 1 se muestran los resultados obtenidos durante la experimentacién
del reactor discontinuocon proporcion de 30:70 y con inyeccion de 250 mg/L de Cr (VI).El
sistema se mantuvo por un periodo de 40 dias. Durante los cuales se llevaron a cabo 4 ciclos de
reinyecciones. El tiempo de reduccion de cromo en el sistema fue de 10+1.5dias. Este mismo
comportamiento se repite, cuando se realizaron las otras tres inyecciones sucesivas. En cuanto
al pH, este va incrementando, conforme a las reinyecciones de 4.86 a 7.95.En el reactor control
s6lo se alcanz6 una remocién de 65% en cada ciclo.
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Figura 1. Reduccion de cromo (VI) en el reactor discontinuo empleando como fuente de carbono
S+AR (30:70 v/v) e inyecciones de 250 mg/L de Cr (VI).

En la figura 2, se presenta el comportamiento del reactor alimentado con la mezcla S+AR (50:50
v/lv) con diferentes reinyecciones de Cr(VI) en el medio,cada pico corresponde a la reinyeccién
de 250 mg Cr (VI)/L. Se puede observar que el tiempo en el cual se realiza la reduccion total del
Cr (VI) fue de no méas de 3 dias. Después de la quinta reinyeccion, la reduccién se llevé a cabo
en 3 dias en comparacion con las primeras reinyecciones, esta se llevo a cabo en 2 dias. La
mejor proporcion de sustrato fue esta Ultima, posiblemente debido a que presenta mayor
cantidad de lactato, fuente de carbono que se ha demostrado, es muy Util para la reduccion de
Cr(VI) [5,8,9].En cuanto al comportamiento del pH en el sistema, se observdé que se mantuvo
oscilando entre 4-4.5, sin tener un efecto notorio en comparacion del reactor con proporcion
30:70.

46

© 2013 Aplicaciones en Bioingenieria Ambiental
ISBN: 978-607-441-276-5



Primer Simposio Internacional de Bioingenieria Ambiental 4, 5y 6 de septiembre de
2013

100
80

mg Cr®*/L
r O
o o
=

7Y

20 u

0 10 20 30 40

o

Tiempo (dias)

Figura 2. Comportamiento de la reduccién de cromo (VI) en el reactor discontinuo empleando
como fuente de carbono S+AR (50:50 v/v) e inyecciones de 250 mg/L de Cr (VI).

CONCLUSIONES

Con este estudio se concluye que existen efluentes residuales que pueden implementarse para
la reduccion de Cr(VI) en reactores anaerobios. Debido a que no todas las fuentes de carbono
presentan un potencial elevado para la reduccion (AR) y no son muy disponibles(S), se
considera conveniente el uso de mezclas, ya que presentan mayor porcentaje de reduccion en
los sistemas batch, (S+AR para 300 mg Cr(VI)/L, reduccion de 100% en 6 dias, mientras AR
para misma concentracion en 10 dias alcanz6 s6lo un 12.5% de reduccion. La mejor
composicion de mezcla de fuentes de carbono naturales estudiada en reactores discontinuos de
(S+AR), fue 50:50, generando un tiempo de reduccién total de 3 dias para 250 mg/L de cromo
(VI). Mientras que la mezcla 30:70, requiri6 mayor tiempo (10 dias).La capacidad de reduccién
en los sistemas no se pierde con las reinyecciones sucesivas a pesar del incremento del pH,
esta se llevé a cabo en el mismo tiempo. Estos estudios generan condiciones para implementar
un posterior escalamiento.
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ABSTRACT

Various industrial activities such as tanning, dye production, electroplating, among others, use
chromium salts as raw material and in most cases the untreated waste is released into the environment
without control. This results in areas with serious pollution problems due to the presence of hexavalent
[Cr(VD)] and trivalent [Cr(l11)] chromium, which are the most stable oxidation states; the former is highly toxic
to most organisms due to its solubility and because is actively transported into cells, whereas the latter is
relatively innocuous. In recent years there is growing interest in employing microorganisms for the
development of methods of biotreatment and bioremediation to remove Cr(VI), however this type of strategy
is not widely used.This study describes the isolation and characterization of chromate-tolerant fungal strains
indigenous to non-contaminated soils, which were compared to the chromate-tolerant strain Ed8 of
Aspergillus tubingensis, indigenous to chromate-contaminated soils. The results indicated that fungal strains
indigenous to chromate-free environments have the ability to decrease Cr(VI) levels in the growth medium
similarly or better than a chromate-tolerant strain indigenous to chromate contaminated soils and all the
strains show no acumulation of total chromium in the biomass; these results suggested that chromate-
tolerance and the capability to decrease Cr(VI) levels are not directly related. By sequencing of actin and
calmodulin genes, as well as the internal transcribed spacer (ITS) region, strains Ax5, R2 and R7 were
identified as Hypocrea lixii, strains Ax6 and Lx9 were identified as Fusarium oxysporum.

Keywords : Biotecnology, chromate-tolerant fungi, chromate reduction, Hypocrea lixii,Fusarium oxysporum.

RESUMEN

Varias actividades industriales como la de curtiduria de pieles, produccion de tintas, cromado
electrolitico, entre otras, usan sales de cromo como materia prima y en la mayoria de los casos los
desechos sin tratamiento son liberados al ambiente sin control. Esto resulta en areas con problemas de
contaminacion, debido a la presencia de cromo hexavalente [Cr(VI)] y trivalente [Cr(ll)], los dos estados de
oxidacion mas estables; el primero es altamente toxico para la mayoria de los organismos debido a su
solubilidad y a que es transportado activamente al interior celular, mientras que el ultimo es relativamente
inocuo. En afos recientes ha crecido el interes en emplear microorganismos para el desarrollo de métodos
de biotratamiento y biorremediacion para la remocion de Cr(VI), sin embargo este tipo de estrategias no es
usada comunmente. Este estudio describe el aislamiento y caracterizacién de cepas fungicas cromato
tolerantes nativas de suelos no contaminados com cromo, las cuales fueron comparadas con la cepa
cromato tolerante Ed8 de Aspergillus tubingensis, nativa de suelo contaminado con cromo. Los resultados
indican que las cepas provenientes de sitios no contaminados tienen la habilidad de disminuir los niveles de
Cr(VI) en el medio de crecimiento de manera similar o mejor que la cepa cromato-tolerante proveniente de
un sitio contaminado y que las cepas no muestran acumulacion significativa de cromo en su biomasa; esto
sugiere que la tolerancia a cromato y la capacidad de disminuir el Cr(VI) no esta directamente relacionada.
Secuenciando regiones de los genes de actina, calmodulina y tubiulina, asi como los espaciadores internos
transcritos (ITS), las cepas Ax5, R2 y R7 fueron identificadas como Hypocrea lixii y las cepas Ax6 y Lx9
como Fusarium oxysporum.

INTRODUCCION

Diversas actividades industriales tales como el curtido de pieles, produccién de
colorantes, cromado electrolitico, entre otras, usan sales de cromo como materia prima y en la
mayoria de los casos los desechos sin tratamiento son liberados al ambiente sin control alguno.
Esto genera, en las zonas donde se realizan este tipo de actividades industriales un problema de
contaminacion serio debido a que el Cr(VI), forma iénica mas téxica de desecho, provoca graves
dafios a los seres vivos. En la naturaleza las formas trivalente y hexavalente del cromo son los
estados de oxidaciobn méas estables. El cromo hexavalente es una forma i6nica altamente toxica
para los seres vivos; su toxicidad se debe principalmente a que las sales de Cr(VI), como
cromatos y dicromatos, son altamente solubles y son activamente transportadas al interior de las
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células provocando dafios a diversas biomoléculas debido al estrés oxidativo que generan [4].
Por otro lado, el cromo trivalente, la otra forma estable del cromo, es altamente insoluble razén y
es relativamente inocuo.

Los tratamientos convencionales de efluentes industriales y tierras contaminadas con
Cr(VI) son de tipo fisicoquimico e incluyen la reduccién quimica seguida de la precipitacion,
intercambio iénico o adsorcion sobre carbon activado, alumina, kaolinita o ceniza. Sin embargo,
la mayoria de esos tratamientos son de elevados costos energéticos y monetarios y en
ocasiones se generan otro tipo de contaminantes, haciendo de la solucién un problema nuevo.
En afios recientes, existe un creciente interes en el empleo de métodos bioldgicos para la
remocion del Cr(VI), que contemplan el uso microorganismos o plantas para remover el ion
Cr(VI), sin embargo este tipo de estrategias no es muy utilizada.

Se sabe que en sitios contaminados con Cr(VI) las altas concentraciones del ion
permiten la selecciébn de cepas de microorganismos adaptadas que poseen mecanismos de
interaccién con cromo que les ayudan a sobrevivir en dicho ambiente hostil; tales mecanismos
incluyen procesos de destoxificacion de Cr(VI), como su conversion en Cr(lll) por enzimas y/o
metabolitos, su expulsion del medio intracelular por proteinas expulsoras o su adsorcion a la
superficie celular mediante la unién a compopnentes de la pared celular. Algunos de estos
mecanismos, como la biotransformacioén o la bioadsorcion de cromo, son de interés para el
desarrollo de procesos biotecnologicos para la remocion de cromo [2].

En el grupo de trabajo, con anterioridad se han aislado cepas fungicas provenientes de
sitios contaminados con Cr(VI), que incluyen aislados de los géneros Aspergillus y Penicillium,
las cuales muestran resistencia a altas concentraciones del ion, ademas de que son capaces de
llevar a cabo la reduccién de Cr(VI) a Cr(lll) [1, 3]. En este estudio se aislaron cepas fangicas
tolerantes a cromato nativas de suelo libre de contaminacién por cromo; mediante secuenciacion
de fragmentos de genes constitutivos (actina,, calmodulina y tubulina) y de secuencias ITS se
logré su identificacion a nivel molecular. Se determinaron algunas de sus caracteristicas de
interaccién con cromo hexavalente, observandose que algunas de ellas son altamente eficientes
para disminuir los niveles de cromo hexavalente del medio de crecimiento y mediante la
determinacion del cromo acumulado en la biomasa se pudo establecer que dicha reduccién se
llevaba mayoritariamente en el medio extracelular. Los resultados obtenidos indican que algunos
aislados de Hypocrea lixii y de Fusarium oxysporum poseen potencial para ser considerados
para estudios posteriores de remocién de Cr(VI) de residuos industriales.

METODOLOGIA

Organismos y condiciones de cultivo. Se utiliz6 como referencia para los experimentos de
sensibilidad y disminucion de cromo la cepa ambiental Ed8 de Aspergillus niger var. tubingensis.
Los aislados de hongos filamentosos se denominaron Ax5, Ax6, R2, R7 y Lx9. Para los
experimentos en donde se exponia a los aislados a Cr(VI) se us6 el medio minimo Lee (LMM)
[5].

Aislamiento y selecciéon. Se realizaron muestreos en un sitio no contaminado con cromo
hexavalente, ubicado en la sierra de Santa Rosa, Guanajuato, México. Diluciones seriadas de las
muestras se inocularon en medio LMM solido suplementado con 100 mg/L de Cr(VI), se observo
crecimiento a las 72 h. Para la seleccion y determinacion de sensibilidad a Cr(VI) se inoculo con
cada una de las cepas (1x10° conidias) en medio LMM solido suplementado con Cr(VI) a
diferentes concentraciones (100, 125, 150, 175, 200, 250 mg/L) y se observo el crecimiento.
Identificacion molecular de los aislados. Se amplificaron mediante PCR fragmentos de los
genes de actina, calmodulina, tubulina y las regiones ITS (en este caso utilizando los iniciadores
universales ITS1, ITS2 e ITS4), empleando DNA genémico como templado. Los fragmentos
amplificados se purificaron, se clonaron en el vector pJET1.2 (Thermo Scientific, EUA) y se
secuenciaron. Las secuencias obtenidas se analizaron mediante BLAST usando como
referencias la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Capacidad reductora. Para determinar la capacidad reductora de los aislados se sigui6 el
procedimiento previamente descrito [3]. Se determiné el Cr(VI) inicial y final (después de 48 h)
determinando asi el porcentaje de disminucion. Se calcul6 la reduccion especifica dividiendo los
microgramos de cromo reducido por los miligramos de biomasa producida (peso seco).
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Acumulacién de cromo en biomasa.
Siguiendo un protocolo previamente establecido [1], se determino mediante ICP-MS el Cr total en
la biomasa despues de la exposicion durante 48 h a 20 y 50 mg/L de Cr(VI).

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento, seleccion e identificacion de cepas fu ngicas tolerantes a cromato.

Para el aislamiento de cepas de hongos nativas de suelo libre de cromo, se tomaron muestras
de tierra de la sierra de Santa Rosa y de Santa Teresa, Guanajuato, México; el andlisis de las
muestras indicé que contenian <1 mg/L de cromo total. Las muestras fueron diluidas y con ellas
se inoculo medio LMM solido suplementado con cromo hexavalente; de esta manera se realizo
un proceso conjunto de aislamiento y selecciéon de cepas ambientales con capacidad de crecer
en presencia del ion toxico Cr(VI). Se obtuvieron 5 aislados, lograndose observar que son aptos
para crecer en un rango de concentraciones de cromo hexavalente que va de 125 hasta 175
mg/L (Tabla 1).

Tabla 1. Aislados fungicos obtenidos y su sensibilidad a Cr(VI). El nivel de sensibilidad corresponde a la
concentracion de Cr(VI) maxima donde se observé crecimiento en medio LMM solido a las 72h de

incubacion.
Aislado AX5" Ax6" R2° R7° Lx9" Ed8g*
Nivel de sensibilidad a 150 125 175 150 125 250
Cr(VI) (mg/L)

*Cepa de referencia cromato-tolerante. “Cepas aisladas en Santa Teresa; “Cepas aisladas en Santa Rosa

Se realizé la identificacién molecular de los aislados mediante amplificacion por PCR y
secuenciacion de regiones de los genes de actina, calmodulina y tubulina, asi como los
espaciadores internos transcritos (ITS); la Figura 1 muestra como ejemplo los resultados de
amplificacion por PCR obtenidos con la cepa Ax5. El escrutinio de las secuencias mediante
andlisis tipo BLAST contra la base de datos del NCBI, permitié identificar a las cepas Ax5, R2 y
R7 como aislados de Hypocrea lixii y a las cepas Ax6 y Lx9 como aislados de Fusarium
oxysporum.

Figura 1. Amplificacién por PCR de genes constitutivos y regiones ITS para la identificacion de la
cepa Ax5. Se uso como templado DNA gendmico. Carriles: 1 Marcadores *500pb **1000pb, 2 Act', 3 cad', 4
Tub', 5 1TS"?, 6 ITS™,

Determinacion de la capacidad reductora de los aisl  ados.

La cinética de disminucién de Cr(VI) en incubaciones de 48 h, utilizando biomasa micelial de
cada uno de los aislados (Figura 2), asi como de la cepa Ed8 de A. niger var. Tubingensis [1, 2],
se verifico que estas son capaces de llevar a cabo la transformacién de Cr(VI) a Cr(lll). Como se
observa en la Figura 2A, la disminucion volumétrica de Cr(VI), en orden decreciente, fue
Ax5>Ed8>Ax6>R7>Lx9>R2. En la Fig. 2B se muestra que la biomasa producida es distinta entre
las cepas, de modo que el orden decreciente fue AX5>R2>Ed8>R7>Lx9>Ax6; esto indica que en
presencia de Cr(VI) las cepas pertenecientes a los géneros Hypocrea y Aspergillus producen
cantidades de biomasa aproximadamente similares, las cuales son mas altas que las que
producen las cepas del género Fusarium. Cuando se normalizé la disminucion de Cr(VI) a la
biomasa producida por las cepas, para obtener el dato de reduccion especifica, el orden
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decreciente fue Ax6>Lx9>Ax5>R7>Ed8>R2. De lo anterior se desprende que, en comparacion
con la cepa Ed8, que mostr6 un valor de reduccién especifica de 17.8 pg Cr(VI)/mg, la mayoria
de los aislados, excepto la cepa R2 (reduccién especifica <5 pg Cr(VI)/mg), mostraron una
mayor eficiencia especifica de disminucion de Cr(VI).
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Figura 2. Capacidad de disminucion de Cr(VI) y crecimiento de los aislados fungicos en incubaciones
realizadas por 48 hs en presencia de 50 mg/L de Cr(VI). (A) Porcentaje de disminucién de Cr(VI); (B) Peso
de la biomasa producida; (C) Reduccion especifica calculada en base a los microgramos de cromo reducido
sobre los miligramos de biomasa producida.

Acumulacién de Cr(VI) en biomasa.

Los valores de Cr(VI) en el medio no establecen si efectivamente la disminucién de cromo esta
dada por la reduccion o por la posible incorporacion de cromo a la biomasa micelial, por lo que
se determind la incorporacion de Cr total a la biomasa mediante ICP-MS. Como se puede
observar en la Figura 3, los valores de Cr incorporado en la biomasa expuesta a dos
concentraciones distintas de Cr(VI) (20 y 50 mg/L) son menores a 0.2% para todas las cepas;
esto indica que la disminucion de Cr(VI) observada en el medio de cultivo de todas las cepas no
se debe a la incorporacion de Cr en la biomasa.

(A) (B)

% de incorporacion de %2Cr
=}
[=} =
—_ w

% de incorporacion de 52Cr
o
o
(s3]

Ed8 Axd Ax6 R2 R7 LX9 Ed8 AxS Ax6 R2 R7 LX9

Figura 3. Incorporacion de cromo total a la biomasa. Se determino el *Cromo mediante ICP-MS. La
acumulacion se observo en dos condiciones, exponiendo el micelio a 20 mg/L (A) y 50 mg/L (B) de Cr(VI)
durante 48 h. Los valores corresponden al cromo total acumulado con respecto al cromo total en el medio.
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CONCLUSIONES

Es factible aislar de sitios no contaminados con Cr(VI) cepas fungicas tolerantes al ién que
poseen alta eficiencia para reducirlo; entre los aislados obtenidos se encuentran cepas de H.
lixii y de F. oxysporum.

El andlisis de la tolerancia a Cr(VI) y de la capacidad de reduccion del ién del conjunto de cepas
estudiadas indica que dichas caracteristicas no estan directamentes relacionadas.

Los aislados Ax5, Ax6 y Lx9 de H. lixii y R7 de F. oxysporum poseen potencial para ser
considerados para estudios posteriores de remocién de Cr(VI) de residuos industriales.
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ABSTRACT

This study examined the feasibility of removing Direct Blue 71 (DB71) from aqueous solutions
using calcium alginate beads (CABs). The effects of dye concentration, CAB dosage,
temperature and pH on adsorption of DB71 by CABs were also evaluated. Pseudo second-order,
Elovich and Lagergren models were adopted to evaluate experimental data and thereby elucidate
the kinetic adsorption mechanism, as well as kinetic parameters of the system. Additionally, this
study used the Langmuir, Freundlich and Langmuir-Freundlich (L-F) isotherms to describe
equilibrium adsorption. The adsorption percentage of DB71 increased as dye concentration and
CABs dosage increased. The experiments were performed at three different temperatures (25, 35
and 45T) and at seven different pH conditions (pH 3-9). The highest adsorption percentage was
reached at 25 and at pH of 6.

Based on the regressions of Pseudo second-order, Elovich and Lagergren models, experimental
data suggest that the adsorption of DB71 onto CABs follows a Lagergren model kinetics. The
equilibrium adsorption of DB71 is best fitted by the L-F isotherm, suggesting that the mechanism
involved on this system is related to chemisorption on heterogeneous surfaces. The capacity of
CABs to adsorb DB71 (qe) was 3.98 mg/g.

Keywords : Alginate , dye, adsorption, Direct Blue 71.

RESUMEN

En este estudio se examino la factibilidad de remover Azul Directo 71 (DB71) de soluciones
acuosas mediante esferas de alginato de calcio (CABs). Los efectos de la concentracion de
colorante, la dosis de CABs, la temperatura y el pH en el proceso de adsorcion de DB71 por
CABs también fueron evaluados. Los modelos de pseudo-segundo 6rden, Elovich y Lagergren
fueron adoptados para evaluar los datos experimentales y de ese modo, elucidar el mecanismo
cinético de adsorcion, asi como los parametros cinéticos del sistema. Adicionalmente, se usaron
las isotermas de Langmuir, Freundlich y Langmuir-Freundlich (L-F) para describir el equilibrio de
adsorcién. El porcentaje de adsorcion del DB71 incrementé al incrementar la concentracion del
colorante y la désis de CABs. Los experimentos se llevaron a cabo a tres temperaturas
diferentes (25, 35 y 45C) y a siete condiciones diferentes de pH (pH 3-9). El porcentaje de
adsorcién mas alto se alcanzé a 25C yaun pH de 6.

Basado en las regresiones de los modelos de pseudo segundo orden, Elovich y Lagergren, los
datos experimentales sugieren que la adsorcion de DB71 en CABs sigue una cinética descrita
por el modelo de Lagregren. El equilibrio de adsorcion de DB71 se ajusta a la isoterma de L-F,
sugiriendo que el mecanismo involucrado en el sistema esta relacionado con la quimisorcion
sobre superficies heterogéneas. La capacidad de CABs para absorber DB71 (g.) fue de 3.98

mag/g.

Palabras clave : Alginato , colorante, adsorcion, Direct Blue 71.
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INTRODUCCION

La contaminacion ambiental es inherente al avance de la modernidad y afecta en forma
negativa la salud de la poblacion y el equilibrio de los ecosistemas. La contaminacion del agua,
causada por la descarga de efluentes provenientes de industrias que producen o utilizan
colorantes, genera un ambiente toxico para la vida acuatica [1]; quita transparencia al agua con
lo que ocasiona variaciones en la actividad fotosintética de los cuerpos de agua [3] y la
degradacion de estos colorantes puede generar compuestos amino aromaticos, los cuales son
potencialmente toxicos, mutagénicos y carcinogénicos [2]. Los colorantes azoicos, como el azul
directo 71, son compuestos organicos complejos los cuales tienen la funcién de darle color a las
prendas y conforman mas del 50% de los colorantes utilizados en el mercado. Existen distintos
métodos para remover colorantes azoicos, donde destaca el uso de carbdn activado por su alta
eficiencia de remocion, sin embargo, el costo de recuperaciéon de este material es elevado.
Debido a esto, surge la necesidad de encontrar un tratamiento, simple, de bajo costo y eficaz
para la remocién de colorantes azoicos en el agua [5]. Diversas investigaciones muestran
resultados prometedores de remocion de colorantes azoicos utilizando biosorbentes biolégicos
obtenidos de residuos de frutos o plantas superiores e inferiores como es el caso del alginato,
um polisacarido complejo que es extraido de microalgas que a su vez representan uma fuente
abundante de biomasa em el planeta. [4],[6]. La hip6tesis de esta investigacion es que las
esferas de alginato de calcio son eficaces en la adsorcidon de colorante azul directo 71 en
solucién acuosa y son una alternativa al uso de carbén activado.

El objetivo del presente proyecto es analizar la eficacia de la adsorcién del colorante Azul
Directo 71 en solucidn acuosa mediante esferas de alginato de calcio bajo diferentes condiciones
de temperatura, pH, ddsis de esferas de alginato de calcio y concentracion inicial de colorante.

METODOLOGIA

Elaboracion de esferas de alginato de calcio.

Se prepard una solucién al 2% (w/v) de alginato de sodio: se pesaron 2 g de alginato de
sodio y se disolvieron en 100 mL de agua desionizada. Después se colocé la disolucién en una
parrilla de agitacion por 3 horas a una temperatura de 50C hasta obtener una solucién
transparente y viscosa, la cual se dejé reposar por 24 horas; después de este tiempo, se
prepararon 1000 ml de una solucién 150mM de cloruro de calcio.

Para la preparacion de las esferas de alginato de calcio se afiadié la soluciéon de alginato de
sodio gota a gota en intervalos de 1 segundo aproximadamente en un vaso de precipitados el
cual contenia la solucion de cloruro de calcio mantenida en agitacion constante (60 rpm
aproximadamente). Las esferas formadas se dejaron en la solucion agitando por 1 hora. Estas,
finalmente se separaron y se lavaron 5 veces con agua desionizada. Las esferas se secaron en
una estufa a 100 durante 5 horas.

Cinética de remocion de colorante

Se realiz6 una cinética de remocidn de colorante con la cantidad de esferas de alginato
de calcio y el volumen de solucién de colorante constantes (por cada 10 ml de solucién, 1g de
esferas) la concentracion inicial de la solucién de DB71 fue de 50 mg L-1. La solucion con las
esferas se mantuvieron en contacto y en agitacion constante a temperatura ambiente durante
dos horas, se tomé absorbancia a 590 nm y a distintos intervalos de tiempo, de esta forma, se
obtuvieron las concentraciones del colorante a lo largo del tiempo de contacto, asi como el
porcentaje de remocion.

Obtencién de ddsis Optima de esferas de alginato de calcio.

Para obtener la dosis éptima de esferas de alginato de calcio que se usarian en los
experimentos posteriores, se hicieron varios ensayos en los que se vari6 la cantidad de esferas
de alginato de calcio (g) y se dej6 fijo el volumen de solucion de DB71, asi como su
concentraciéon (10 ml a 50 mg L ™). Se colocé en 10 tubos falcon 10 ml de la solucién de
colorante, uno de estos tubos se us6é como control y en los otros nueve se varid la cantidad de
esferas de 0.1g a 1g. Las condiciones de los tubos fueron agitacién a 130 rpm y 25T durante 1
hora.
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Efecto del pH en el proceso de adsorcion.

Se prepararon 500 ml de una solucién de 50 mg L de DB71, y ésta se separé en 7
frascos diferentes, el pH de las soluciones en cada uno de los frascos se modificé a 3, 4, 5, 6, 7,
8 y 9 con HCI 0.1M y NaOH 2M. Se pusieron en contacto 10 ml de cada solucién de colorante
con la dosis optima de esferas de alginato de calcio a 130 rpm y 25T durante 1 hora.

Isotermas de adsorcion.

Se realizaron tres isotermas de adsorcion a 25, 35 y 45T, en donde se varié la
concentracion inicial de solucién de DB71 desde 10 hasta 500 mg L™ se tomaron 10 ml de cada
solucion a pH 6 y se pusieron en contacto con la dosis éptima de esferas de alginato de calcio
durante una hora a 130 rpm. El ensayo se realiz6 por triplicado.

Analisis de datos.
Los resultados fueron analizados con el software Statistica para ajustar nuestros datos

experimentales a los modelos cinéticos de Elovich, Lagergren y de pseudo-segundo érden y a
los modelos de isotermas de Freundlich, Langmuir y Freundlich-Langmuir. De esta forma
identificamos a qué modelo se ajustan mejor los datos y obtuvimos los parametros que nos
permitieron conocer el comportamiento del sistema durante el proceso de adsorcion.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a la grafica que se muestra en las figura 1, la absorbancia mayor se alcanzé
a una longitud de onda de 590nm, este mismo comportamiento se observé para las otras dos
concentraciones, por lo que la curva estandar y los experimentos posteriores se midieron a esta
misma longitud de onda.

Cinética de remocion de colorante.

qt vs tiempo de contacto

0.4
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Fig 2. Cinética de remocién de colorante DB71.

Se grafico la capacidad de adsorcién (qt) contra el tiempo de contacto de CABs y la
solucion de colorante. Se observa en la figura 2 que su maxima capacidad de adsorcion, que
corresponde a 0.3472 mg g'l, se alcanza a tiempos cortos lo que implica una ventaja para el uso
de este biosorbente, ya que puede reducir tiempos para el tratamiento de agua residual.
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Model: gt=ge*(1-Exp(-KL*t))
y=(.344538)*(1-exp(-(.675746)*x))
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Fig 3. Ajuste de datos experimentales al modelo cinético de Lagergren.

Los datos experimentales de la cinética de remocién de colorante se ajustaron a los
modelos cinéticos de pseudo-segundo orden, Lagergren y Elovich; el mejor ajuste se logré con el
modelo de Lagergren mostrado en la figura 3 con un coeficiente de correlacion de 0.99991. Esto
indica que el sistema sigue una cinética de pseudo-primer orden, en donde el colorante DB71 se
encuentra en exceso respecto al alginato de calcio y se considera que la concentracién del
colorante permanece constante a lo largo del tiempo. Los parametros cinéticos del sistema,
arrojados por el software se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Parametros cinéticos del modelo descrito por Lagergren
Parametros cinéticos
qe (mg/g) K1 (8/mg min) R’
0.3445 0.6757 0.99991

Désis 6ptima de esferas de alginato de calcio.

En la tabla 2 se muestran los resultados del contacto de diferentes cantidades de CABs
con la solucién de colorante. Se observé que conforme se incrementd la cantidad CABs, el
proceso de adsorcion se veia favorecido, se llegé al maximo porcentaje de remocién de DB71
cuando se usaron 0.7 g de CABs en 10 ml de solucién de colorante. A cantidades mayores de
0.7 g, disminuia dicho porcentaje probablemente por el fenébmeno de desorcién al saturarse el
material.
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Tabla 2. Datos de obtencién de dosis 6ptima de esferas de alginato de calcio.

Esferas Tubo abs 1 Conc. abs 2 Conc. Promedio %
(g) remocion
0 control 2.28 42.3650794 2.26 41.968254 42.1666667 0
0.1 1 0.516 7.36507937 0.555 8.13888889 7.75198413 81.6158479
0.2 2 0.448 6.01587302 0.457 6.19444444 6.10515873 85.5213627
0.3 3 0.426 5.57936508 0.451 6.07539683 5.82738095 86.1801242
04 4 0.413 5.32142857 0.462 6.29365079 5.80753968 86.2271786
0.5 5 0.403 5.12301587 0.435 5.75793651 5.44047619 87.0976849
0.6 6 0.367 4.40873016 0.419 5.44047619 4.92460317 88.3210992
0.7 7 0.338 3.83333333 0.384 4.74603175 4.28968254 89.8268398
0.8 8 0.371 4.48809524 0.394 494444444 4.71626984 88.8151703
0.9 9 0.352 411111111 0.542 7.88095238 5.99603175 85.7801619
Efecto del pH en el proceso de adsorcién.
ge promedio vs pH
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Fig 4. Grafica para evaluar el efecto del pH en el proceso de adsorcion.

Se midié el pH inicial de la solucién 50 mg L™ de colorante DB71 con un potenciémetro y

resulté de 6.1. En este experimento se evalué la capacidad de adsorcion de DB71 en CABs a
siete condiciones diferentes de pH de 3 a 9. Con los datos experimentales, se calculé la cantidad
de colorante adsorbido en el tiempo de equilibrio, ge, con la féormula ge = ((Co-Ce)*V)/m y se
grafico contra los diferentes valores de pH, como se muestra en la figura 4.

Se observa que al aumentar el pH, incrementa la capacidad de adsorcién de DB71 por

CABs hasta llegar a un valor de pH de 6 al cual le corresponde una ge de 0.4917 mg g'l; a partir
de este pH, la capacidad de adsorcién permanece relativamente constante, lo que indica que el
sistema se ve favorecido a pH alcalino. Ademas, representa una ventaja ya que no hay

necesidad de modificar el pH inicial de la solucién para mejorar el proceso de adsorcion.
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Isotermas de adsorcién

Isotermas de adsorcion
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Fig 5. Isotermas de adsorcion a 25, 35y 45C

Se graficd la capacidad de adsorcion de DB71 por CABs (ge), contra la concentracién
final de las soluciones de colorante después de una hora de contacto (Ce) para las tres
temperaturas y se muestra en la figura 5.

Se observo que el proceso de adsorcion de DB71 sobre CABs es mejor a la temperatura
25T alcanzando la capacidad de adsorcién de 3.98 mg g'l, es decir, por cada gramo de alginato
de calcio, se adsorbe 3.98 mg de DB71 en el tiempo de equilibrio, ademas de un porcentaje
maximo de remocion de colorante de 80.22%; por el contrario, a mayor temperatura disminuyo la
capacidad de adsorcién del sistema.

Model: ge = (K*(Ce”n))/(1 + ((@*Ce)*n))

y=((.008675)*(x*(1.67976)))/(1+(((.022324)*x)*(1.67976)))
45 , , , ,
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Figura 6. Ajuste de isoterma al modelo de Langmuir-Freundlich.
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Los datos experimentales se ajustaron a los modelos de isotermas de Langmuir,
Freundlich y Freundlich-Langmuir para saber cual es el modelo que describe de mejor manera su
comportamiento. Se determind, de acuerdo al coeficiente de correlacion de las gréaficas
generadas con el software Statistica, que los datos de las isotermas se ajustan mejor al modelo
de Freundlich-Langmuir a 25C como se muestra en la figura 6. Se tomo esta temperatura
debido a que con ella, se obtuvo la mayor capacidad de adsorcién. Este modelo sugiere que el
mecanismo involucrado en el sistema esta relacionado con la quimisorcién sobre superficies
heterogéneas. Los parametros de la isoterma de Langmuir-Freundlich que se obtuvieron con el
software Statistica se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Parametros del modelo L-F para diferentes temperaturas

Temperatura (°C) K n a
Modelo de 25 0.008675 1.679763 0.022324
Freundlich- 35 0.001582 1.863176 0.013021
Langmuir 45 0.009662 1.320079 0.000029

CONCLUSIONES

El uso de esferas de alginato de calcio para remover el colorante Azul Directo 71 de
soluciones acuosas, demostré ser una alternativa eficaz al uso de carbén activado, ya que
alcanz6 porcentajes de remocion arriba de 80% y una capacidad maxima de adsorcion de 3.98
mg g*. Se trata de un compuesto organico, abundante, de bajo costo de produccién y sobre
todo, su uso no implica un riesgo para el medio ambiente. Por lo anterior, se demuestra que el
sistema propuesto en la presente investigacion una opcién viable de usar en el tratamiento de
agua contaminada con colorantes azoicos como el Azul Directo 71.
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ABSTRACT

The effect of untreated Sugar Cane Bagasse Ash(SCBA) on concrete mechanical properties and
durability was studied. Concrete specimens made with SCBA were tested for compressive
strength, modulus of elasticity and Poisson's ratio. The durability of the concrete was evaluated
by testing for resistance to chloride ion ingress andby electrochemical tests in reinforced
concrete. Concrete mixtures modified with SCBA also contained 20% fly ash (FA) an industrial
waste. The results from tests in the hardened state show that the combination of
20%SCBA+20%FA presents a reduction in the mechanical properties at early ages, but shows an
improvement after 90 days. Results from the durability tests show that specimens withthe
combination of 10%SCBA+20%FA and 20%SCBA+ 20%FA have more resistance to chloride ion
ingress. The corrosion potentials suggest that all samples present an intermediate to high risk of
corrosion, but the samples containing SCBA+FA,present low to moderate corrosion.

Keywords : Biotechnology ,environmental care, agricultural waste ash, recycling, construction industry.

RESUMEN

Se estudid el efecto de la Ceniza de Bagazo de Cafia de Azlcar(SCBA)sin tratar en las
propiedades mecanicas y durabilidad del concreto. Probetas de concreto elaboradas con SCBA
fueron evaluadaspor medio dela prueba de resistencia a compresién, médulo de elasticidad y
coeficiente de Poisson. La durabilidad se evalué mediante la prueba de resistencia al ingreso del
i6n cloruro ypruebas electroquimicos en concreto armado. Las mezclas de concreto modificados
con SCBA contenian 20% de ceniza volante (FA), un residuo industrial. Los resultados de las
pruebas en estado endurecido muestran que la combinacion de 20%SCBA+20%FA produce una
ligera reduccion en las propiedades mecanicas a edades tempranas, pero presentan una mejora
después de 90 dias. Los resultados de las pruebas de durabilidad indican que la combinacion de
10%SCBA+20%FA y 20%SCBA+20%FA producen mezclas mas resistentes a la penetracion de
iones cloruro. Los potenciales de corrosion indican que todas las muestras tienen un riesgo
intermedio de corrosién, mientras que las muestras que contienen SCBA+FA, después de 102
semanas de exposicion, presentan corrosioén de baja a moderada.

Palabras clave: Biotecnologia , cuidado del medio ambiente, cenizas de residuos agricolas,
reciclaje, industria de la construccion.

INTRODUCCION

El concreto es el material de construccion mas ampliamente usado en el mundo. Sin
embargo, para la produccién de concreto se utilizan grandes cantidades de cemento Portland y
éste es el componente mas costoso y de mas alto consumo energético de todo el concreto. Tres
mil millones de toneladas de materias primas (arcilla y caliza) se utilizan cada afio para la
produccion de cemento en el mundo, esta produccién implica ademas,grandes emisiones de
CO,que es uno de los gases que mas incide en el calentamiento global; durante laproduccion de
una tonelada de cemento se emite aproximadamente una tonelada de CO,al ambiente [1]. Por
otra parte, hasta hace algunas décadas, el concreto era considerado un material durable; sin
embargo, en los Ultimos afios se han presentados dafios y deterioro prematuro en estructuras de
concreto reforzado[2]. Para tratar de garantizar el desempefio y durabilidad de las estructuras en
ambientes agresivos, los paises industrializados han adoptado el uso de concretos ternarios
[3].Para su elaboracion se utilizan adiciones minerales, las cuales son desechos de origen
industrial. Desafortunadamente esta solucion no ha podido aplicarse en todos los paises
principalmente porque no todos cuentan con la disponibilidad de esas adiciones.
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En los dltimos afios, el uso de cenizas de desechos agricolas como reemplazo parcial
del cemento Portland ha despertado interésentre los investigadores[4]. La ceniza de bagazo de
cafia de azucar (SCBA) que es un residuo resultante de la quema del bagazo de cafa en las
calderas de la industria azucarera,suele desecharse en vertederos o depositarse en terrenos a
cielo abierto causando problemas de contaminacién y de salud en los habitantes de los pueblos
circunvecinos. Sin embargo, contienen altos niveles de SiO, y Al,O3 que reaccionan con Ca(OH),
en presencia de agua durante la hidratacion del cemento. Hay reportes que la incorporacion de
SCBA en las mezclasa de concreto puede mejorar sus propiedades mecanicas y de
durabilidad;pero, para obtener esos resultados se requiere la aplicacion de postratamientos a la
SCBAlos cuales consisten en moliendasprolongadas y recalcinaciones, que son muy
demandantes de energia[5].Hasta la fecha son pocos los estudios realizados sobre el uso de
cenizas de desechos agricolas en la elaboracién de concretos ternarios.Es por lo anterior que el
objetivo de estetrabajo fue evaluar las propiedades mecéanicas y de durabilidad de concretos
elaborados con ceniza de bagazo de cafia de azlcar, Gnicamente cribada durante cuatro minutos
por el tamiz # 200,y combinadacon ceniza volante. El proyecto se dividié en tres fases. En la
primera se caracterizaron las cenizas desde el punto de vista quimico, mineralogicoy
morfolégico; en la segunda se evaluaron las propiedades de concreto en estado endurecido, y en
la dltima se evalu6 su durabilidad.

METODOLOGIA
Materiales

Se empleé ceniza de bagazo de cafia (SCBA) recolectada de un tiradero a cielo abierto
del Ingenio Azucarero “Constancia’en la comunidad de Tezonapa Veracruz; ceniza volante
comercial clase F (FA), cemento de grado comercial CPC30R (CP), agregado grueso triturado de
3/4”, arena de rio, agua bidestilada y un aditivo superplastificante base policarboxilatos.

Métodos
Caracterizacion de la ceniza
La SCBA se sec6 exponiéndola al soly se cribé para que el 100% pasara el tamiz # 200
(75 pm), Fig.1.Se cuantificaron los o6xidos principales(SiO,, Al,O; y Fe,O3;) de las cenizas
mediante analisis quimicos. Para conocer los principales compuestos de las cenizas se
realizaron pruebas de difraccion de rayos X con un difractbmetro marca Bruker AXS D8
advance®.El estudio de las formas de sus particulas se realizé con un microscopio electrénico
de barrido de alto vacio JEOL® modelo JSM-6490LV.

BRS  LE =18 s

Fig. 1.- Tratamiento de la SCBA.
(a) Tezonapa Veracruz, lugar de recoleccién, (b)Secado al sol, (c) Cribado, (d) SCBA

Disefio de mezclas

Se consideraron cuatro mezclas de concreto, una de referencia con sélo CP, tres
ternarias CP+0%SCBA+20%FA, CP+10%SCBA+20%FA y CP+20%SCBA+20%FA. Las cuatro
mezclas se disefiaron de acuerdo con el método de volimenes absolutos del ACI 211.1.

Elaboracion de probetas
Se elaboraron 108 probetas cilindricasde 100mm x 200mm. Después de coladas, las
probetas se cubrieron con una membrana plastica por 24 h; posteriormente se desmoldaron y
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recibieron un curado por inmersio

JF)

Fig. 2.- Elaboracion de probetas.
(b) Elaboracion de la mezcla, (b)Llenado de moldes, (c)Enrasado, (d) Curado

Pruebas en estado endurecido - Las pruebas de resistencia a compresion se realizaron a
7,14,28,56,90 y 120 dias de acuerdo a la norma ASTM C 39-4; se utilizé una prensa hidraulica
marca ELVEC de 120 toneladas de capacidad. Las pruebas de médulo de elasticidad y relacién
de Poisson se llevaron a cabo edades de 28, 56 y 90 dias mediante la utilizacion del dispositivo
de anillos de medicién extensémetro-compresémetro de acuerdo a la norma ASTM C469-05.

Pruebas de durabilidad - Para la prueba rapida de permeabilidad de cloruros (RCPT-ASTM C
1202-05) se utilizé el equipo Proove it de Germann Instruments®, las edades de ensaye fueron
28, 56, 90 y 120 dias.Laspruebas de potenciales de corrosion (ASTM C 876-91) se
realizarondiariamente durante 705 dias en 12 prismas de concreto (con dos varillas de acero al
carbon inmersas en cada uno), se utilizd una media celda de plata/cloruro de plata y un
voltimetro digital de alta impedancia. Las pruebas de Resistencia a la Polarizacion LinealRPL
(ASTM G 59-91) se llevaron a cabo durante 109 semanas y se utilizé el Equipo Gamry Serie G
300 Potenciostato/Galvanostato/ZRA.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de la SCBA.

En la tabla 1 y en la Fig.3 se presentan los resultados de los analisis quimico,
mineralogico y morfolégico de la SCBA.

_ Compuesto Férmula % 0.
Oxido de Aluminio, (ALOz) 1461 -
Oxido de Calcio (Ca0) 2.36
Fe (Total) (Fe) 4.38 200 BagnE)
{Oxido de Hierro (Fez03)111115.04 i o)
Oxido de Potasio (K20) 3.29 150 Q M-Maghenita C (Fe,0.)
Oxido de Magnesio (MgO) 1.43 % £-Oxdads Auminig (1,0,)
Qxido de Manganeso (MnO) 0.18 % o] a Tcr CO-Carbonato de Calio. CaCO,
Oxido de Sodio (Na0)  1.57 |
Oxido de Fésforo (P20s) 0.85 M@h or M
Dioxido de Silicio] (Si02)156.37 0 Mkt M 1\ oo
Oxido de Titanio (TiO,) 0.96 ‘ ‘
P x| a 1000°C 10.53 O rvrrmrrmpmrrmere e —————n
SIOz + A|203 + Fezoa 7602 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 55 70 75 80 85
290
Tabla 1.-Resultado del Analisis a b
Quimico Fig. 3.- Resultado de la caracterizacion de la SCBA,

a) Mineralégico, b) Morfoldgico
Los valores de la Tabla 1 muestran que la suma de los tres 6xidos mayores de la SCBA
(SiO,+AlL,O3+Fe,03) es mayor que 70%, el contenido de CaO es menor al 10%, pero contiene
mas del 6% de pérdidas por ignicion (ASTM 618-05). Sin embargo se decidié utilizarla debido al
interés que se tiene de estimar sus efectos sin que reciba un pos-tratamiento adicional.En el
difractograma (Fig. 3a), se detectaron fases cristalinas de 6xido de aluminio (Al,O3) y maghemita
(Fe,03) las cuales, junto con el silice amorfo, favorecer las reacciones puzolanicas con el
hidréxido de calcio generado durante la hidratacion del cemento.En la micrografia (Fig. 3b) se
observa que las particulas de SCBA son alargadas y angulares, lo anterior tiene un efecto
importante en las propiedades en estado fresco de las mezclas de concreto, (los resultados de la
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caracterizacion de las mezclas en estado fresco se reportan en [6]).

Pruebas en estado endurecido - Las resistencias a compresion (f'c) de las probetas ensayadas
se presentan en la Fig. 4. Se observa que en todas las mezclas la f'c se incrementa con la edad
porque existe suficiente humedad para propiciar las reacciones de hidrataciéon del cemento y las
reacciones puzolanicas de la SCBA y la FA, tal como se ha reportado en la literatura [7]. Los
valores de modulo de elasticidad presentan un comportamiento similar a los resultados de
resistencia a compresion y los valores de la relacién de Poisson permanecieron practicamente
constantes.

——&—Referencia ——MezclaT0O —a&—MezclaTl —@—MezclaT2 —+—Referencia -@-MezclaTO0 -A-MezclaT1 -@-Mezcla T2
45
7000 -
Alta permeabilidad
40 6000
35 __ 5000
[}
- Q
£ g 4000
= R0 5 Moderada permeabilidad
= § 3000
2 2000
] k- ——
20 o T .
1000 - . TR === -y
Muy baja permeabilidad
15 0 .
7 1 28 36 20 14 20 40 60 L 100 120
Edad (dias) Edad (dias)
Fig. 4.- Resultados de f'c a diferente edad Fig. 5.- Resultados de la prueba RCPT

Pruebas de durabilidad - La Figura 5 muestra los resultados de la prueba RCPT, éstos sugieren
de manera general la disminucion de la permeabilidad con la edad para todas las mezclas y se
observa que los concretos que contienen las adiciones de SCBA y FA (T1 y T2) son menos
permeables que el de referencia. Lo anterior corrobora el hecho que la matriz del concreto se
densifica a edades tempranas por la hidratacion del cemento y a edades tardias con el uso de
adiciones minerales debido a la formacion de compuestos estables. Los resultados de
potenciales de corrosién sugieren que las probetas se encuentran entre riesgos intermedio y alto
de corrosién y los valores de RPL indican que las probetas que contienen SCBA+FA, después
de 102 semanas de exposicion, presentan corrosion debaja a moderada.

CONCLUSIONES

La combinacion deSCBA y FA permite mejorar la durabilidad del concreto sin afectar
negativamente sus propiedades mecénicas, ademas el uso de la SCBA, como ingrediente para
la elaboracion de concreto, representa una alternativa de solucién al problema de la disposicion
final de este desecho,el cual actualmente ademas de contaminar los sustratos del suelo y el
agua, contamina el aire provocando serios problemas de salud.
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ABSTRACT

This project is in focused on determination of Chromium, Cadmium, Lead and Zinc
concentration in the soil’s kinds Phaeozem, Vertisol, Chernozem, Planosol and Fluvisol; as well
the characterization of the following parameters: humidity, cationic exchange capacity (C.1.C.),
organic materials percent, pH and texture.The heavy metal concentrationsdetermined were: to
chromium (45-13Phaeozem mg/kg’ 26-48Vertisol mg/kg, 6-480hernozem mg/kg, 6-22Planosol mg/kg and
4-39Fluvisol mg/kg), to lead (23-81Phaeozem mg/kg, 19-81Vertisol mg/kg, 15-42Chernozem mg/kg!
16.87pjanosol Ma/kg and 20.92g,is00 Ma/kg) and to cadmium (1.28phacozem MA/KG, 1.00verisor Mg/kg,
0.92¢hernozem MA/Kg, 1.10pan0sor MG/Kg, 0.70ruiso M/Kkg). Thes values no overpass the reference
values established on the Mexican norm NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004. Only on the Zinc
case to the Vertisol soil overpass thereference value (of the 125 mg/kg) with 133.41 mg/kg.
Unfortunatelly was impossible to determine the Mercury concentration.

Keywords : Soil, heavy metals, concentration,spectrophotometric.

RESUMEN

El presente proyecto esta enfocado a la determinacion de la concentracion de Cromo (Cr),
Cadmio (Cd), Plomo (Pb) y Zinc (Zn) en los suelos de tipo Phaeozem, Vertisol, Chernozem,
Planosol y Fluvisol; asi como a la caracterizacion de los parametros de humedad, capacidad de
intercambio catiénico, % de materia organica, pH y textura. Los resultados muestran que las
concentraciones obtenidas de Cr fueron 45.13pc0em MA/KG, 26.48venissmMg/Kg, 6.48chemoenMa/kyg,
6.22000sa MQ/kg and 4.39.sa Mg/kg, para el Pb 23.81onacorem MA/KG, 19.81vensmM@/Kg, 15.42chemozem
mg/kg, 16.87paesaMg/kg and 20.92q.issmg/kg vy para el Cd 1.28phe0enMd/kg, 1.00vensmg/kg,
0.92¢hemozem MA/KG, 1.10pi0s M/kg, 0.70ruiMg/kg. EStos no sobrepasan los valores de referencia
establecidos con base a la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004. Sin embargo, que en el caso de
Zn, solo el suelo de tipo Vertisol sobrepasa el valor de referencia (de 125 mg/kg) presentando
valor de 133.41 mg/kg. Desafortunadamente, debido a la falla del equipo de absorcion atdmica,
no fue posible determinar la concentracién de Hg.

INTRODUCCION

El municipio de Ledn, Guanajuato se encuentra dentro de uno de los corredores industriales mas
importantes del pais, esto trae consigo grandes beneficios como una mayor derrama econémica
y el crecimiento de la ciudad. Sin embargo, esto también repercute negativamente acentuando
algunos problemas ambientales derivados del desarrollo de distintos tipos de actividades
antropogénicas que emiten al ambiente metales pesados, los cuales tarde o temprano, tienen
contacto con la gedsfera actuando de manera diferente segun el tipo de suelo. El presente
estudio forma parte de la cuarta etapa del macroproyecto “Transporte quimico de sustancias
toxicas persistentes en la ciudad de Ledn, Guanajuato” desarrollado por la Universidad
Tecnoldgica de Ledndesde el afio 2012. Este estudia la movilidad de los contaminantes en las
cinco esferas ambientales (atmésfera, geosfera, hidrosfera, biosfera y antroposfera) y consta de
4 etapas , de las cuales las tres primeras se enfocan al movimiento de los contaminantes en la
atmésfera mientras que la cuarta busca estudiar la movilidad en las otras cuatro esferas
ambientales.
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Cabe mencionar que previo a este estudio se desarrollé un proyectoen el suelo Vertisol en la
zona sur de la cuidad de Ledn, Guanajuato, donde se encontraron niveles de Cr total que
sobrepasaron los 7,000.00 mg/kg.'El objetivo de este estudio es dar continuidad a la cuarta
etapa del macroproyecto anteriormente mencionado y determinar la concentracion de los
metales pesados Cr, Cd, Pb, Zn y Hg, mediante una caracterizacion de los suelos de tipo
Vertisol, Phaeozem, Chernozem, Planosol y Fluvisol.

METODOLOGIA

Para la determinacion de los metales pesados Cr, Cd, Pb y Zn se elaboré el plan de muestreo
basado en la norma mxicana NMX-AA-132-SCFI-2006° y libro “Contaminacién de suelos por
metales y metaloides””.Dicho documento establece la ubicacién de las zonasy la toma de las
muestras (cuarteo y tamizado, entre otros). Adicionalmente se utilizaron herramientas
geograficas (por ejemplo, el Google Earth y Mapa Digital para Escritorio proporcionado por el
INEGI) para la ubicacion de las zonas y de los puntos de muestreo, en los cinco tipos de suelos
muestreados (Vertisol, Phaeozem, Chernozem, Planosol y Fluvisol).

En cuanto a los analisis fisicoquimicos, también se basaron en la norma maxicanaNOM-021-
RECNAT-2000" y en el Manual de microbiologia del suelo?, mientras que para
determinacion de la concentracion de los metales pesados, se realizo el pretratamiento de las
muestras con base al método EPA 3050 A (modificado y traducido al espafiol), posteriomente se
prosiguio con la determinacion de la concentracion de Cr, Pb, Cd y Zn mediante el equipo de
absorcién atémica SpectrAA marca AGILENT; se realiz6 una curva de calibracién con cinco
estandares del metal de interes con un coeficiente de correlacién mayor o igual a 0.99.

RESULTADOSY DISCUSION
En la figura 1 se muestra la ubicacién de las zonas de muestreo:

=-* Dir. yignto invierno 2012-
» 2013
Dir. viento primavera
52013
Dir. viento verano 2013

*

= = ¥ Dir. yientp verano y otofio
2012.

X Puntos de muestreo

=== Limite municipal
= Limite estatal
[ suelo Phaeozem
— Suelo Vertisol
B 510 Chemozem
[ suelo Fluvisal
[ Suelo Pianosol

Figura 1. Mapa del municipio de Leén, Guanajuato co  n zonas de muestreo (INEGI, 2013) y direccion del v iento
durante las cuatro epocas en el afio 2012 y veranod e 2013 (Fundaciéon Guanajuato, 2013.

En la tabla 1 se muestran los resultados de la caracterizacion realizada a las zonas de muestreo.
Se puede observar la relacion que existe entre el alto contenido de materia organica en los
suelos (Chernozem, Fluvisol y Phaeozem) y la alta capacidad de intercambio catiénico. En
cuanto a la humedad del suelo los resultados son bajos en todos los casos. Es importante decir
gue la humedad del suelo cambia en funcion de las condiciones del clima, el tiempo, la
vegetacion y del uso del suelo (Gonzélez, C; 2011). El porcentaje de humedad en suelo es bajo
(entre 2.74 y 7.59 %) sin importar la textura, probablemente esto sucede porque en las zonas
muestreadas habia poca presencia de vegetacion. Las temperaturas observadas estaban por

66

© 2013 Aplicaciones en Bioingenieria Ambiental
ISBN: 978-607-441-276-5



Primer Simposio Internacional de Bioingenieria Ambiental 4, 5y 6 de septiembre de
2013

encima de 27° C, ademas de la escasa precipitacion fluvial. Respecto al pH las muestras fueron
clasificadas como neutro para las zonas 3 y 5 (Chernozem 7.0 y Fluvisol 7.3), o medianamente
alcalino, para las muestras de los puntos 1, 2 v 4 (Phaeozem 7.6, Vertisol 7.6 y Planosol 7.7).
Cabe mencionar gue en las zonas de muestreo no se encontrd gran cantidad de vegetacion.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos de los diferente s tipos de suelo (municipio de Ledn,
Guanajuato).

Propiedades Fisicoquimicas del suelo.

Tipo % HW c..c? Textura pH® % de M.O.®
Vertisol 4.07 84 meq Franco arcilloso 7.6 1.68
(zona 2) Bajo /100g Ar*; 31.88 L% 36.00 Medianamente Medio

Muy alto A% 32.12 alcalino
Phaeozem 7.59 84 meq Franco arcilloso 7.6 3.8
(zona 1) Bajo /100g arenoso Medianamente Alto
Muy alto Ar*: 51.58 L 19.18 alcalino
A% 29.24
Chernoze 2.74 84 meq Franco arcilloso 7.0 3.22
m Bajo /100g arenoso Neutro Alto
(zona 3) Muy alto Ar*: 57.30 L" 14.36
A% 28.34
Fluvisol 4.39 140 Arcilla 7.3 4.128
(zona b5) Bajo meq/100g Ar*: 34.60 L 20.00 Neutro Alto
Muy alto A% 45.40
Planosol 5.15 42 meq/100g Franco arcilloso 7.7 291
(zona 4) Bajo Muy alto arenoso Medianamente Medio
Ar’: 4588 L":20.00 alcalino
A% 34.12

(1) % H: Porcentaje de humedad; (2) C.I.C: Capacidad de intercambio cationico; (3) Ar®:Arena; A®: Arcilla; ; L®: Limo;
(4) pH: Potencial de hidrégeno; (5) % de M.O: Porcentaje de materia organica

En la Figura 2 se muestran los valores de los metales determinados en los diferentes tipos de
suelo y su comparacion con los valores de referencia @9 El metal con mayor concentracion es
Zn (133.41 mg/kg), probablemente a que es un micronutriente en el suelo; el Cd tiene bajas
concentraciones (1.28pnacozemMg/Kg,1.00veriss MA/KG, 0.92chemozems 1-10pianosa MA/KG Y 0.70ruisa Mg/kg)
en comparacion con los demas metales: Cr(45.13pmcozem MY/KG, 26.48venisemMg/Kg, 6.48chemoemMa/kg,
6.225050 MOKG Y 4.3%miss MY/KG), PD(23.81pmeccem MA/KY, 19.81veriscomM/Kg, 15.42chemozem MO/KQ,
16.8751anosoMa/Kg Y 20.92¢1i5sMG/KQ) Y ZN (88.34phae0zem MAKG, 133.4LverisomMa/Kg, 38.05¢hemoremMa/kg,
64.376m0sa MQ/kg Y 74.02q0i0 Mg/kg) los suelos de tipo Vertisol y Phaeozem mostraron
aproximadamente el doble de concentracion de metales pesados (Cd:1.00veriso, Cr:26.48uerisol
Pb19.81vensemg/kg, Zn:133.41venisomMg/kg, Cd:1.28pnacorem, Cr:45.13pnmaeozem MA/KG, PD23.8Lpnaeorem
mg/kg, Zn:88.34me0em M@/kg) en comparacion con el suelo Chernozem el cual contiene desde
0.65 mg/kg de Cd hasta 34.45 mg/kg de Zn. La elevada concetracion observada en los suelos de
la zona 1 y 2, pobablemente es influenciado por la actividad economica de esa zona, que es
principalmente de elaboracion de ladrillos y curtido de cuero. Sin embargo, no se cuenta con
informacion suficiente para afirmar que la fuente principal es la industria, ya que los metales
pueden estar en el suelo de manera natural o llegar a este derivado de las actividades
antropogénicas. Cabe mencionar que las concentraciones encontradas no sobrepasan los
valores de referencia, excepto en el caso del suelo de tipo Vertisol, ya que el Zn tiene una
concentracién de 133.41 mg/kg y su valor de referrencia es 125 mg/kg.
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Comportamiento de los metales pesados en los distin tos tipos
de suelo
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Phaeozem | referencia Vertisol referencia | Chernozem | referencia Fluvisol referencia Planosol referencia
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
uCr total 45.13 221 26.48 221 6.48 221 4.39 221 6.22 221
uCd 1.28 37 1 37 0.92 37 0.7 37 1.1 37
Pb 23.81 400 19.81 400 15.42 400 20.92 400 16.87 400
mZn 88.34 125 133.41 125 38.05 125 74.02 125 64.37 125

Figura 2. Comportamiento de los metales pesados en los tipos de suelo Phaeozem, Vertisol,
Chernozem, Planosol, Fluvisol.

CONCLUSIONES

Se determiné la concentracion de metales pesados (Cr, Cd, Pb y Zn) en los suelos de interés, la
mayoria de los valores obtenidos no sobrepasan los valores de referencia establecidos, debido al
tiempo y a los recursos disponibles fue imposible determinar los niveles genéricos de referencia
para los suelos caracterizados, por lo que se tomaron los valores descritos en el estudio
realizado en Colombia: y de la NOM-147-SEMARNAT-SSA1/2004.
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ABSTRACT

In this research the main objetive was to determine the mechanical properties of lime-sand
masonry with tequilana agave fiber wasted from Tequilera Corralejo in Penjamo Guanajuato. It
was expected that the addition of agave fiber tequilana will confer improved mechanical
properties, in order to be used as restoration mortar of historic sites and monuments of the city of
Guanajuato[1]. Initially we proceeded with the characterization of the three raw materiales that
make up the mortar, sand that was provided by CEMEX Silao, lime and agave fiber provided by
the distiller Corralejo. Following ASTM standards were developed 18 specimens (cubes) with
different percentages of fiber and 18 cubes as the pattern (reference sample) without fiber.
Specimens were tested for compressiveaccording to ASTM standards for 7,14 and 28 days of
setting. Of the tests performed on the fiber, it was observed that this pose a great capacity for
water absorption, tests conducted to determine the amount of water needed to produce a mortar
with appropriate fluidity and good workability (approx. at 25 to 30 % flow), resulting in nearly twice
the theoretical water was necessary to hydrate a masonry reference sample [2].

From observations of the mortars in a very humid environment (curing room with controlled
humidity), was achieved not conclude that mortars reach maximum compressive strengthunlike
that set in normal humidity conditions (outdoor). Finally, we can conclude that the agave tequilana
fiber decrease the mecanical properties of masonry samples nearly in 40 %.

Keywords :agave tequilana waste , construction materiales, masonry.

RESUMEN

En esta investigacion el objetivo principal fue determinar las propiedades mecanicas de
mamposteria de cal-arena con fibra de agave tequilana residuo de la Tequilera Corralejo en
Pénjamo Guanajuato. Se esperaba que la adicion de fibra de agave tequilana conferira
propiedades mecéanicas mejoradas, con el fin de ser utilizado como mortero de restauracion de
sitios historicos y monumentos de la ciudad de Guanajuato [1]. Inicialmente se procedid a la
caracterizacion de los tres Materiales primas que componen el mortero, arena que fue
proporcionada por CEMEX Silao, cal y fibra de agave proporcionada por la tequilera Corralejo.
Siguiendo las normas ASTM se desarrollaron 18 muestras (cubos) con diferentes porcentajes de
fibora y 18 cubos patron (muestra de referencia)sin fibra. Las muestras se ensayaron para
determinar la compresién de acuerdo con las normas ASTM para 7,14 y 28 dias de edad. De los
ensayos realizados en la fibra, se observd que esta posee una gran capacidad de absorcion de
agua, las pruebas realizadas para determinar la cantidad de agua necesaria para producir un
mortero con una fluidez apropiada y buena manejabilidad (aprox. a 25 a 30% de flujo), lo que
resulta en casi dos veces el agua tedrica era necesario para hidratar una muestra de referencia
de mamposteria [2].

A partir de observaciones de los morteros en un entorno muy humedo (cuarto de curado con
humedad controlada), se concluyé que los morteros no alcanzan su maxima resistencia a la
compresion a diferencia de ese conjunto en condiciones normales de humedad (al aire libre).
Finalmente, podemos concluir que la fibra de agave tequilana disminuye las propiedades
mecanicas de las muestras mortero en aproximadamente en 40%.
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INTRODUCCION

Los morteros son mezclas plasticas obtenidas con un aglomerante, arena y agua, que
sirven para unir las piedras o ladrillos que integran las obras y para revestirlos con enlucidos o
revoques. Asi mismo, los morteros se denominan segun sea el aglomerante de yeso, cal,
cemento, y se llaman bastardos cuando intervienen dos aglomerantes como yeso y cal; cemento
y cal, u otros. La mezcla de un aglomerante y agua se denomina pasta y se dice de consistencia
normal cuando la cantidad de agua de amasado es igual a los huecos del aglomerante suelto; si
es menor sera seca y mayor sera fluida, llamandose lechada cuando se amasa con mucha agua.
Los morteros, como los aglomerantes, se clasifican en aéreos e hidraulicos, para cuando fraguan
en el aire 0 en el aire y el agua, respectivamente.

Morteros de cal. Son morteros quimicos que pueden ser de cal hidraulica o cal
hidratada (aérea), se utilizan principalmente en el pegado de rocas.

Morteros de cal hidraulica. El mortero de cal hidraulica fue empleado en la construccion
en los siglos XVII y XVIII, supliendo a los morteros de cal hidratada, se clasifica como un mortero
guimico hidraulico, ya que endurece por medio de una reaccién quimica y tienen la ventaja de
fraguar en lugares humedos y en contacto con el agua en tiempos mas cortos, debido a la
presencia de silicatos y aluminatos en la cal, que son los que dan la caracteristica hidraulica al
mortero, su resistencia esta directamente relacionada con la cantidad de agua que se afiade a la
mezcla [3].

Mortero de cal hidratada . Se clasifica como un mortero quimico aéreo, ya que
endurece por medio de una reaccién quimica y fragua a la intemperie, su endurecimiento no se
lleva a cabo en lugares hiumedos ni en presencia de agua, en su elaboracion es favorable usar
una buena dosificacion de materiales, ya que presenta mayores contracciones que los morteros
de cal hidraulica, debido a la evaporacion del agua de amasado, de ahi que sea conveniente
afadirle un material arido que cumpla con la funcién de favorecer la entrada de oxigeno, para
gue pueda carbonatarse el hidréxido de carbono del interior, este proceso es muy lento y puede
durar varios meses, es utilizado para adherir blogues de piedra y recubrimiento de muros.

Propiedades del mortero de cal hidratada. Las propiedades superiores de la cal, pueden
notarse en las dos fases del mortero, en estado plastico y en estado endurecido, en estado
plastico logra una consistencia adecuada para su colocacion y en estado endurecido presenta
una buena adherencia, es capaz de soportar cargas, agua y temperaturas extremas. Su
manejabilidad depende de la cantidad de agua en la mezcla y de la capacidad que tiene la cal
para retenerla, también tiene menor rigidez lo que se hace que se adapte mejor a los
movimientos que se presentan en las mamposterias, originandose dafios menores. El mortero de
cal puede curarse por si solo, si el agua entra por las fisuras y disuelve una pequefia cantidad de
hidréxido de calcio del mortero, el agua absorbe ademas el bioxido de carbono del aire, por lo
tanto, el biéxido de carbono vy el hidréxido de calcio reaccionan y forman carbonato de calcio que
tapa la fisura.

Morteros de cal y arena . Los morteros de cal-arena que se emplean en la actualidad se
recomiendan para enlucidos (1:1 en volumen), revoques (1:2 en volumen), muros de ladrillo (1:3
en volumen) y muros de mamposteria (1:4 en volumen). En el caso de los morteros cemento-
arena y morteros bastardos se recomienda la dosis que se presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Resistencia de los morteros dosificados en volumen

Clase mortero Dosificacion Resistencia (kg/cm2)
Mortero Cemento-Cal-Arena 1:1:10y 1:1:6 20y 50
Mortero Cemento-arena con 250 kg de cemento por m3 1:6 50
Mortero Cemento-arena con 380 kg de cemento por m3 1:4 100
Mortero Cemento-arena con 450 kg de cemento por m3 1:3 150

Aditivos . Un aditivo para el mortero es un material diferente del agua, de los agregados y
del cemento hidraulico que se emplea como componente del mortero y que se agrega a la
mezcla inmediatamente antes o durante el mezclado segin ASTM C-125 [4]. Algunos de los
fines mas importantes para los que se utilizan los aditivos son para

a. Aumentar la trabajabilidad sin incrementar el contenido de agua.

b. Reducir el contenido de agua con la misma trabajabilidad.
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Retardar o acelerar el tiempo de fraguado inicial.

Reducir o evitar el fraguado o para crear expansion ligera.
Modificar la tasa o capacidad de sangrado, o ambas.
Reducir la segregacion.

Mejorar la penetracion y la bombeabilidad.

Reducir la tasa de pérdida de revenimiento.

S@~oao

El empleo de la fibra de agave tequilana como aditivo. El empleo de los desechos o residuos
agroindustriales como la fibra de agave tequilana, puede significar un paso mas cerca de la
explotacion de forma sustentable de los recursos naturales. La fibra de agave tequilana, después
de su cocimiento para la obtencién de sus azucares, representa para nuestra investigacion una
materia prima esencial en el mejoramiento de las propiedades mecéanicas de los morteros cal-
arena para restauracion; por el contrario para los productores de tequila, la fibra es el desecho
resultado de un procesos de fabricacidon que afecta al medio ambiente con el riesgo de incendio
y la formacion pequefios ecosistemas.

METODOLOGIA

De las materias primas, arena, proporcionados por CEMEX Silao, cal y fibra de agave
tequilana proporcionada por Corralejo. La caracterizaciéon de la arena se resume en:
Determinacion del Peso especifico y Absorcion (ASTM C127), Contenido de Humedad (ASTM
C71), Granulometria (ASTM C136. A la cal se le caracteriz6 mediante la prueba de Consistencia
normal (ASTM C191). Las propiedades de las fibras fueron tomadas y se les determiné ademas
el contenido de humedad. Con la caracterizacion de las materias primas se propuso la
dosificacion.

Para disefiar una mezcla de mortero, no existe un método que nos determine las
cantidades exactas de materiales que debemos utilizar para que nos dé una resistencia
predeterminada, como en el caso del disefio de las mezclas de concreto, en caso contrario hay
que tantear, elegir 6 proporcionar determinadas cantidades de materiales para elaborar un
mortero y probar sus propiedades mecéanicas. Se tomo la proporcién 1:3 de materiales en peso
cal-arena, generalmente empleada para restauracién. Ejemplo: en la proporcion 1:3, que se
utilizé una porcion en peso de aglomerante, en éste caso cal hidratada, por tres porciones de
arena.Con la dosificacién resultante se elaboraron 4 series 6 cubos para ser probados a
compresion simple a 7, 14 y 28 dias de fraguado con 0 %, 0.25 %, 0.50 %, 0.75 % de contenido
de fibra. Por ultimo se realiz6 el andlisis de los resultados y se llegéb a observaciones y
conclusiones (figura 1).

Caracterizacion | Caracterizacion | ‘ Caracterizacion |

‘ Arena ‘ | Cal | | Fibras de agave tequilana|

l

| Dosificacién mortero |

| Elaboracién de muestra |

L
Muestras de referencia ‘ | Mortero con fibra
L J
)

‘ Propiedades mecdnicas ‘

| Observaciones v conclusiones |

Figl. Diagrama de flujo de la metodologia de la investigacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de la arena. La arena normalizada empleada en la confeccion del mortero
difiere de un pais a otro, por su origen, su forma, su granulometria. Siguiendo las normas de la
ASTM, se tomd una muestra de arena y se someti6 a pruebas para determinar cual cumplia con
las especificaciones y cudles eran sus caracteristicas, los resultados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Resultados de la caracterizacion de la arena.

Prue ba ASTM Resultado Unidades Limite Observacion
Toma de muestra D-75 | e | e | e | e
Cuarteo C-702 | e | e | e | e
Peso volumétrico seco y suelto C- 29-09 1461 [ e H
Peso Volumétrico seco y varillado C- 29-09 1461 glcm3 | om0 e
Granulometria C-136-06 Tabla3 | | | e
Modulo de Finura C-136-06 3.59 S/U 3.0 No cumple
Contenido de humedad C-566-13 1.45 % | e | -
Contenido de humedad C-566-13 0.99 7 I
Equivalente de Arena D-2419-09 64 L7 S
Peso especifico C-128-04 2.4 g/cm3 23 | e
Absorcion C-128-04 2.23 % <4 Cumple
Material gue pasa la malla No. 200 C-117-13 6.43 % 15 Cumple
Impureza inorgénicas C-40-04 >3 S/U <3 No cumple

Tabla 3. Granulometria de la arena y los limites.

Malla Abertura (mm) % que pasa Limite Inferior Limite Superior Observaciones
4 4,75 97,80 95 100 Cumple
8 2,38 92,89 80 100 Cumple
16 1,19 82,91 50 85 Cumple
30 0,59 49,08 25 60 Cumple
50 0,297 19,18 10 30 Cumple
100 0,147 3,29 2 10 Cumple
200 0,074 0,68 0 5 Cumple
Charola 0 0,00 0 0 Cumple

De la tabla 2 y 3, se puede observar que la arena empleada en la ciudad de Guanajuato
cumple casi todos los requisitos del reglamento de construccion DF y especificamente con la
NMX-C-111-2004, excepto por que presenta un alto contenido de materia organica que puede
provocar efectos negativos en las propiedades mecanicas del mortero, asi mismo el modulo de
finura es 3.59, que es superior recomendado para la elaboraciéon de concreto pero no esta
limitado para ser usado en morteros, sin embargo, si se emplea en la fabricacion de materias
aglomerados, puede redundar en un alto consumo de cemento o en el disminuciéon de la
propiedades mecanicas.

Caracterizacion de la cal. Consistencia normal de la cal. Con esta prueba se desea obtener la
cantidad de agua necesaria para que un determinado peso de cal tenga consistencia normal,
entendiéndose como la cantidad de agua necesaria para que la aguja de 1 cm de didmetro del
aparato de Vicat, penetre dentro de la pasta de cal 10mm + 1mm bajo la superficie libre, durante
30 s. Los resultados estan en la tabla 4 registrados como muestral.

Tabla 4. Consistencia normal de la cal.

Muestra Cal Agua (%) Agua (ml) Penetracién (mm)

1 150 25% 375 -

+ 10%
1 150 35% 52.5 -

+ 10%
1 150 45% 67.5 -

+ 10%
1 150 55% 82.5 3

+ 10%
1 150 65% 97.5 21
2 150 55% + 4% 82.5+6 3+1.8*4 =102
2 150 59 88.5 10.2
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Segun los resultados obtenidos en la muestra 1, la aguja penetré 1.8 mm/%, por tanto se
pudo deducir que si aumentabamos 4% a la muestra que posee 55% de agua, se llegaria
aproximadamente a los 10 mm necesarios para completar la prueba, los resultados se muestran
la tabla 4 registrados como muestra 2.

Caracterizacion de la fibra.

Se determiné la humedad actual de la fibra,que ayudara a establecer el contenido de humedad
para elaborar el mortero, y asi poder realizar la correccion por humedad. Resultando un
contenido de humedad actual de 182 %.

Caracterizacion de mortero.

Se elaboraron 6 muestras de motero 1:3 con 0, 0.25, 0,5 y 0,75 % de contenido de fibra de
agave tequilana, todo anterior en peso.Asi mismo se limitdé la fluidez al 30 %. Los valores
promedios de los resultados se muestran en la tabla 5 y en la figura 2 para 7, 14 y 28 dias.

Tabla 5. Resistencia a compresion simple de mortero a 7 dias

Edad (dias) Contenido de fibra (%) Resistencia a compresion simple (kg/cm2)
7 0 12.34
7 0.25 11.45
7 0.50 9.76
7 0,75 6.36
14 0 16.75
14 0.25 14.23
14 0.50 13.45
14 0,75 9.78
28 0 19.55
28 0.25 17.65
28 0.50 14.89
28 0,75 11.45

—k—0%
—8—0.25%
—4+—0.50%

11 —m—0.75%

Resistendaacompresion simple (kg{cm2)

-~

14 21 2

Edad de fraguado (dias)

o

Fig2. Valores promedio de los resultados del mortero con fibra

De la figura 2 se puede observar que la presencia de la fibra no tuvo efecto sobre el fraguado del
mortero de cal, asi mismo el valor de la resistencia de mortero con fibra siempre es menor que el
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patrén y disminuye mas con respecto al incremento en el contenido de fibra.

CONCLUSIONES

1.- Es posible realizar morteros con fibra de agave tequilana.

2.- La presencia de la fibra no tiene efecto negativo sobre el curado de los morteros.

3.- Las propiedades mecanicas de los morteros con fibra son menores que el patrén.

4.- Las propiedades mecanicas del mortero disminuyen directamente proporcionar al contenido
de fibra de agave tequilana.
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ABSTRACT

Nanomaterials(NMs) are drawing the attention of a large number of active economic sectors due
to their potential in a wide range of applications.In parallel, there is a great interest to determine
the toxicity of NMs, since various studies have indicated their toxic effect to biological systems. In
this work CuO and SnO NPs were synthesized and they were characterized using advanced
microscopic techniques, in order to evaluate the toxic effect of NPs in E. coli ATCC 4157. The
NPs toxicity was evaluated by exposing different concentrations of CuO (10-200 ppm) and SnO
(10-300 ppm) to E. Coli. The cell activity was determined through plate counting (Milles-Misrra
technique) and minimal inhibitory concentration (MIC) assay (using resazurine as activity
indicator).

The characterization results obtained by transmission and emission electronic
microscopy indicated that CuO NPs had spherical morphology and size of 5-10 nm. In the case of
SnO NPs, they showed a flower-type morphology (formed by rods of 50-750 nm). Toxicity assays
(by plate counting) indicated that CuO NPs decreased the activity of E. coli (30%) at 100 ppm. In
the other hand, SnO NPs showed the MIC value at 250 ppm. In conclusion, E. coli was more
sensitive to CuO NPs. However, CuO and SnO NPs had different morphology and size.

Keywords: Toxicity, nanopatrticles, E. coli, resazurina

RESUMEN

Los nanomateriales(NMs) estan llamando la atencién endiversos sectores econdémicos debido a
su potencial de aplicaciones.Asi mismo hay gran interés por conocer la toxicidad de NMs, ya que
varios estudioshan indicado su toxicidad en sistemas biolégicos.En el presente trabajo se
sintetizaron las NPs (CuO y SnO) y se caracterizaron por técnicas de microscopia de alta
resolucion, con el fin de evaluar su efecto toxico en E. coliATCC 4157. La toxicidad se evalu6
exponiendo E. coli a diferentes concentraciones de NPsde CuO (10-200 ppm) y SnO (10-300
ppm). La actividad de las células se determiné por conteo en placa (técnica de Milles-Misrra) y
ensayos de concentracion minima inhibitoria (CMI) con resazurina como indicador de la
actividad.

Los resultados de caracterizacién por microscopia electrénica de transmision y barrido
indicaron que las NPs de CuO tenian forma esféricay tamafio de 5-10 nm. En cambio lasNPs de
SnOtuvieron morfologia tipo flor (palillos entre 50-1500 nm).Los ensayos de toxicidad (conteo en
placa) indicaron que las NPs de CuO disminuyeron la actividad de E. coli(30%) a partir de 100
ppm. Por otro lado, las NPs de SnO mostraron una CMI a 250 ppm. En conclusién E. coli fue
mas sensible a las NPs de CuO. Sin embargo, las NPs de CuO y SnOtienen diferente morfologia
y tamano.

Palabras clave: Toxicidad, nanoparticulas, E. coli

INTRODUCCION

Actualmente la nanotecnologia se considera un area de gran avance en la ciencia, la cual ha
tocado muchas esferas de servicios de utilidad incluyendo, productos de consumo, cuidado de la
salud, transporte, energia, agricultura, medicina, etc. [6]. En los ultimos 20 afios se han disefiado
y sintetizado gran variedad de materiales en escala nanométrica (1 a 100 nm), denominados
nanomateriales (NMs). Estos poseen caracteristicas Gnicas como: tamafio muy pequefio, area
de superficie grande, reactividad alta, etc. [7].
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En particular, las nanoparticulas (NPs) inorganicas estan adquiriendo gran interés en
una amplia gama de aplicaciones industriales, manufactura, cuidado personal, ambiental, etc. [8].
Las NPs de CuO se han utilizado como agentes antimicrobianos, preservadores de madera, en
pinturas anti-incrustantes, etc. [3]. Por su parte las NPs de SnO se han evaluado como sensores
de gases, en especial aquellas con morfologias tipo flor debido a su alta sensibilidad [9]. El uso
extenso de NMs conlleva su liberacion en el ambiente, lo cual ha generado gran preocupacién a
nivel publico, académico y cientifico en relacion al potencial de toxicidad en sistemas biolégicos y
salud humana. De hecho, estudios previos han indicado el efecto téxico de los NMs en células
humanas, bacterias y organismos acuaticos [4]. La magnitud de la toxicidad depende de muchos
factores, como tipo de nanomaterial, tamafio, composicién y carga en la superficie, morfologia,
etc. En este sentido, varios cientificos coinciden en destacar la gran importancia de la
caracterizacion apropiada de los NMs en estudios de toxicidad [1].

Actualmente hay técnicas de alta resolucién para la caracterizacién de NMs, como la
microscopia electrénica de transmision (TEM) y microscopia electrénica de barrido acopladas a
detectores de energias de rayos x (EDS, EDX), utiles en la determinacion de la morfologia,
tamafio de particula primario y composicion elemental. Otras técnicas Utiles son difraccion de
rayos X, microscopia electronica confocal, etc. [7].

En este trabajo se evalud la toxicidad de NPs de CuO (esféricas) y SnO (tipo flor) en E.
coli, la cual es una bacteria relevante del ambiente. Ambas NPs se sintetizaron y caracterizaron
para conocer la morfologia, tamafio y composicién. Estudios con organismos simples tienen la
ventaja de efectuarse en forma rapida y sencilla comparado con estudios con células humanas.
Ademas las bacterias son organismos que estarian sujetos a exposiciones primarias de NPs
(disposicion o descargas accidentales), por lo que son un buen modelo en estudios
ecotoxicoldgicos.

OBJETIVO
Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de CuO y SnO, con el fin de evaluar su efecto toxico en el
modelo bioldgico E. coli.

METODOLOGIA

SINTESIS DE NANOPARTICULAS

Las NPs de CuO se sintetizaron mediante el método de precipitacion alcalina [5], a partir de una
solucién de acetato de cobre 0.02 M (300 mL) adicionada con 1 ml de &cido acético glacial. Esta
mezcla se llevé a 100C con agitacion constante y s e le afiadieron 0.4 g de NaOH. La agitacion
se mantuvo por 30 min y después se enfrié (temperatura ambiente). Las NPs se separaron por
centrifugacién (10,000 rpm, 30 min) y se le hicieron dos lavados con agua destilada. Las NPs
lavadas y libres de agua se secaron a temperatura ambiente y se almacenaron en un recipiente
seco.La sintesis de NPs de SnO se realizd6 por un método hidrotérmico, partiendo de una
solucion con 0.5 g de SnCl, y 0.18 g de NaOH en 15 ml de agua tridestilada. La mezcla se
mantiene en agitacion constante y se le agrega etanol. Posteriormente se realiz6 el tratamiento
hidrotérmico en una autoclave a 200C durante 48 h. Finalmente, las NPs de SnO se
recuperaron por secado 80C

CARACTERIZACION DE LAS NPs

La morfologia, tamafio primario y composicién de las NPs se caracterizé por microscopia
electrénica de transmision (MET), microscopia electronica de barrido (MEB) acoplada a
espectrometria de energia de dispersién (EDS). Los patrones de cristalinidad de las NPs se
obtuvieron por difraccion de rayos X (DRX).

EFECTO TOXICO DE LAS NPs DE CuO EN E. coli

La evaluacién del efecto téxico de las NPs se realiz6 mediante la exposicion de E. coli a varias
concentraciones de las NPs. Para lo cual, las células (1x109 células/mL, obtenidas de un cultivo
incubado por 12 h) se incubaron en tubos de ensayo con medio LB (diluido, 0.1X) y con
diferentes concentraciones de las NPs, a 200 rpm y 37 °C. La viabilidad de las células se
determiné mediante el conteo en placa de muestras que se tomaron a diferentes tiempos de
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incubacion (0, 2, 6 y 25 h). El conteo en placa se realiz6 en base a la técnica de Milles-misrra. El
porcentaje de la actividad de las células expuesta a NPs se estim6 en base al control (células sin
exponer a las NPs). Justo un momento antes de realizar los ensayos de toxicidad, se prepararon
las dispersiones stock de las NPs en buffer de fosfatos (5 mM) a pH 7 y se sonicarondurante 15
min en un sonicador de bafio.

ENSAYO DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA PARA NPs DE SnO

El ensayo para estimar la concentracion minima inhibitoria (CMI) se basé en el uso del indicador
resazurina, el cual en su forma oxidada presenta un color azul y en su forma reducida cambia a
color rojo fluorescente. Los ensayos con células activas reducen el colorante, notdndose un
cambio de azul a rojo en el medio de cultivo. Los ensayos de CMI se realizaron en placas de 96
pzos con medio LB (0.1X diluido) inoculados con E. coli (1x10" células/mL) y con diferentes
concentraciones de las NPs. También se incluyeron controles positivos (células sin exposicion a
NPs) y controles negativos (medio con NPs sin células). Las placas de los ensayos se incubaron
24 h a 37T, pasado este tiempo se adiciond las resazurina para determinar la actividad de las
células. La concentracion mas baja de NPs que no caus6 un cambio de color azul a rojo en el
medio de cultivo se consider6 como la CMI. EL control con NPs solas, se incluyd para descartar
cualqueir reaccién de las NPs con el indicador resazurina.

RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LAS NPs DE CuO y SnO
La caracterizacion de las NPs se llevé a cabo por MEB y MET. En la Figura 1a se muestra la
imagenMET de las NPs de CuO en donde se observa un tamafio de 5-10 nm y con forma
esférica. Tanto la morfologia como el tamafio de las NPs de CuO fueron muy similares a lo que
se indicé en el reporte que tomamos como referencia para la sintesis [5]. En el caso de las NPs
de SnO se presenta una imagen de MEB, donde se observa una morfologia tipo flor con
tamafios de 100-500 nm. Estas estructuras de tipo flor de NPs de SnO son morfologias nuevas
gue se estan estudiando por su aItasensiEiIiad para sensar gases [9].

¥
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Figura 1 Imagen MET de NPs de NPs de CuO(a) y NPs de son (b)

EFECTO TOXICO DE LAS NPs DE CuO EN E. coli

En este ensayo se us6 como modelo bioldgico las bacteria E. coli ATCC 4157, la cual se expuso
a diferentes concentraciones de NPs de CuO (10, 100 y 200 ppm). En la Figura 2 se muestra el
porcentaje de actividad de E. coli (en base al control, células sin exponer a NPs) en los
tratamientos a diferentes concentraciones de NPs de CuO. Notandose que hubo una disminucion
en la actividad celular (30%) a partir del00 ppm con 24 h de exposicion. En el caso de la
exposicién de las células a 200 ppm de NPs de CuO, se noté un inhibicién de la actividad en un
tiempo de exposicion mas corto (2 h). En estudios previos de toxicidad de NPs de CuO con
tamafios similares, se ha reportado que E. coli resiste altas concentraciones de NPs de CuO. Lo
cual se atribuye a que esta bacteria activa su sistema de defensa a metales pesados-efflux para
bombear extracelularmente el cobre citoplasmatico a través de la activacion secuencial de las
proteinas multinivel tipo-Cpx (ATPasa y RND) [3]. Sin embargo, en otros estudios se ha
reportado inhibicion considerable (50%) de E. coli a partir de 28.6 ppm de NPs de CuO [2].
Aungue en ese estudio las NPs eran de diferente tamafio (20-30 nm), con morfologia irregular y
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fueron adquiridas comercialmente (usualmente tienen impurezas del proceso de sintesis). Lo
cual puede influir en los resultados de toxicidad.
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Figura 2 Porcentaje de la actividad de E. coli ATCC 4157 en respuesta a diferentes tiempos y
concentraciones de exposicion de NPs de CuO

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

En el ensayo de CMI se probaron diferentes concentraciones de las NPs de SnO (10 a 3000
ppm). En este caso se incluyeron concentraciones altas, ya que en la literatura hay antecedentes
de que este tipo de NPs no son muy reactivas. Por lo que se espera obtener inhibicion de la
actividad de E. coli a concentraciones mas altas que las NPs de CuO. En la figura 3 se muestran
los resultados de cambio de color de la resazurinaoxidada (azul) y forma reducida (rojo) en
ensayos de exposicion de E. coli a varias concentraciones de NPsde SnO. Ahi se nota
claramente que a partir de 250 ppm de NPsSnO, las bacterias pierden actividad, ya que no son
capaces de reducir la resazurina (se mantiene el color azul correspondiente a la resazurina
oxidada). Indicando que la resazurina no se reduce completamente por las células expuestas. En
base a lo anterior, la CMI de NPs de SnO en E. coli fue de 250 ppm con un inéculo de 1 x10’
UFC/ml.

Figura 3 Ensayo de CMI con E. coli expuesta a varias concentraciones de NPs. El ensayo se
realizéen placa de 96 pozos, incluyendo control positivo (células sin exponer a NPs) y negativo
(NPs solas). El indicador utilizado para detectar la actividad de células fue resazurina.

CONCLUSIONES

La bacteria E. coliATCC 4157mostré inhibicidn considerable en su actividad cuando se expuso a
concentraciones altas NPs de CuO (>100 ppm) y SnO (>250 ppm). Notandose que E. colituvo
mayor sensibilidad a lasNPs de CuO. Sin embargo, lasNPs de CuO y SnOtienen diferente
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morfologia y tamafio.
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ABSTRACT

The CinturénVolcanicoTransmexicano has a great number of volcanoes which are suitable for
bacterial biodiversity and bioprospection studies. The interest on such microorganisms is growing
nowadays mainly due to the biotechnological applications, although they are also interesting on
the ecological point of view, especially due to their adaptation to extreme conditions. Here we
chose some volcano lakes on Mexican territory to do a bacterial bioprospection, namely: the
LaJoya, the Cintora and the RincondeParangueo, all located on the Santiago Valley, Guanajuato
state. We think that geographic isolation can produce conditions that enable the evolution of
extremophile microorganisms. With the aim of isolating such microorganisms we collected
superficial sediment samples which were used as inocula for different culture media (LB, YPS,
R2A and TSA). The heavy metal compositions vary from 0.0027 pg.L'1 Hg to 0.0034 pg.L’l Fe; the
nutrient analysis suggest hard eutrofization of La Joya Lake and, for Parangueo Lake,
oligothrophic characteristics were found. After an extensive screening we obtained 15 bacterial
strains on LB media, 16 on YPS media, 8 on R2A and 15 on TSA. The genomical DNA of these
strains was extracted (Tsay and Griffit, 1993) and the gene rDNA 16S was amplified using
universal oligonucleotide (8F and 907R). The PCR amplicons were send for sequencing on
LAGEBIO-CINVESTAV, Irapuato. We obtained 32 strains from Cintora Lake and 22 from La Joya
Lake. Unfortunately, no strain came from of Parangueo Lake with the culture conditions used,
probably due to the alkaline conditions required for growth of bacterial populations specific of this
site.

Keywords : Extremophiles , bioprospection,the La Joya, the Cintora, the El Rincopn de
Parangueo

RESUMEN

El Cintur6n Volcanico Transmexicanotiene un gran nimero de volcanes los cuales son
adecuados para estudios de biodiversidad y bioprospeccion bacteriana. El interés sobre tales
microorganismos esta creciendo hoy en dia principalmente debido a las aplicaciones
biotecnolégicas, aunque también hay interesantes desde punto de vista ecolégico, sobre todo
debido a su adaptacion a condiciones extremas. En este trabajo elegimos algunos lagos
volcanicos en territorio mexicano para hacer una bioprospeccién bacteriana, en concreto:
LaJoya,Cintora y Parangueo, todos ubicados en el Valle de Santiago, estado de Guanajuato.
Creemos que el aislamiento geografico puede producir condiciones que permitan la evolucion de
microorganismos extremdfilos. Con el objetivo de aislar tales microorganismos se colectaron
muestras de sedimentos superficiales que se utilizaron como indculos para los diferentes medios
de cultivo (LB, YPS, R2A y TSA). Las composiciones de metales pesados varian de 0,0027 pg.L’
! Hg a 0,0034 pg.L™ Fe, el andlisis de nutrientes sugieren fuerte eutrofizacion del lago La Joyay,
por el lago de Parangueo, se encontraron caracteristicas oligotréficas. Después de una extensa
investigacion se obtuvieron 15 cepas bacterianas en medio LB, 16 en medio YPS, 8 en R2Ay 15
en TSA. Se extrajo el ADN gendmico de estas cepas (Tsay y Griffit, 1993) y los genes de ADNr
16S se amplificaron utilizando oligonucledétidos universales (8F y 907R). Los ampliados de PCR
fueron enviados para la secuenciacién en LAGEBIO-CINVESTAV, Irapuato. Se obtuvieron 32
cepas del lagoCintora y 22 del lago La Joya. Por desgracia, ho conseguimos cepas del lago
Parangueo con las condiciones de cultivo utilizadas, probablemente debido a las condiciones
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alcalinas, requeridas para el crecimiento de las poblaciones bacterianas especificas de este sitio.
INTRODUCCION

El Valle de Santiago constituye una de las regiones mas simbdlicas del Altiplano Mexicano
debido a la presencia de siete conos volcanicos dispuestos en el terreno de tal manera que
asemejan al acomodo de las siete estrellas de la Osa Mayor; también denominado la regién de
“Las siete luminarias” [1].Las siete luminarias son, de norte a sur, Hoya Rincén de Parangueo,
Hoya San Nicolas de Parangueo (también San Nicolas Parangueo o San Nicolas), Hoya Estrada,
Hoya La Alberca, Hoya Blanca, Hoya Cintora (Zintora o La Cintura) y Hoya Alvarez. El fondo de
al menos cuatro de estos crateres fue suficientemente profundo para alcanzar el manto freatico
de la regién, dando origen a lagos crater (Maars); estos son: Rincén de Parangueo, San Nicolas
de Parangueo, La Alberca y Cintora. Actualmente, la mayoria de estos lagos se encuentran en
un estado avanzado de desecacién o0 senescencia, con sus areas superficiales y volumenes
reducidos.

El elevado proceso de deterioro de estos lagos pone en cuestion la perdida de la biodiversidad
de ese medio ambiente. Algunas de las causas antropogénicas de este proceso de deterioro son
la deforestacion, desviacion de efluentes para la agricultura, la sobrextraccién de aguas
subterraneas, la contaminacion y la eutrofizacién. La reduccion del volumen del agua, también se
ve reflejado en la alcalinidad y salinidad de estos lagos, y la combinacién de salinidad y pH
elevados, hacen que estos cuerpos acuaticos sean clasificados como un ejemplo de habitat
extremos, en donde sélo pueden habitar organismos altamente especializados, los
microorganismos alcalofilos.

Se clasifica los microorganismos como extremofilos cuando estos resisten a condiciones
ambientales extremas. Dependiendo de las condiciones extremas que se adaptaron también
reciben nombres especificos. Por ejemplo, los seres que se adaptaron a temperaturas muy altas,
son clasificados como hipertermofilos, los adaptados a temperaturas muy bajoas (bajo 0C)
psycrofilos, los adaptados a pH muy bajos (<4) acidofilos y los que soportan pH superiores a 10
alcalofilos, etc. Estos microorganismos para habitar en dichas condiciones necesitaron, a lo largo
de su evolucién, desarrollar adaptaciones fisiologicas distintas de las que son observadas en los
microorganismos no extremofilos. Por ejemplo, los microorganismos hipertermofilos deben
poseer enzimas termolabiles, ademas, su membrana debe de tener compuestos lipidicos mas
resistentes a temperaturas elevadas para mantener la integridad de la célula. La perdida de
estos ecositemas implica también en la perdida de su biodiversidad microbiana e,
indirectamente, el potencial biotecnoldgico que estos puedan presentar. Basado en esa premisa,
ese trabajo tuvo como principal objetivo aislar microorganismos de los pocos lagos reminiscentes
de la region del Valle de Santiago, México.

METODOLOGIA

Sitios de Muestreo — Se seleccion6 como sitio de estudio tres lagos de crateres volcanicos: el
lago de la Joya (20.207581 lat. — 101.130001 long), el lago de Cintora (20.38968 lat. —
101.201287 long.) v, el lago del Rincéon de Parangueo (20.420839 lat. — 101.254023 log.). La
seleccion de estos puntos fue en funcion de las condiciones observadas in situ durante el
muestreo: el Lago de la Joya como un ejemplo de un lago eutrofizado; el de Cintora como lago
seco, y; el del Rincon de Parangueo como ejemplo de un lago extremadamente alcalino (pH
superior a 10). Se colectaron muestras de sedimento superficial y del agua, de estos puntos al
dia 18 de junio de 2012, y en situ se determinaron la temperatura, el pH y la salinidad, con las
cual se realizaron la caracterizacién microbioldgica y quimica, y también sirvieron de inoculo para
el aislamiento de los microorganismos cultivables por técnicas tradicionales en medio solido.

Caracterizacion quimica y microbiolégica  — En la caracterizacion fisico-quimica se utilizaron
kits comerciales HASCH® para las andlisis de los nutrientes (P-PO42', N-NO3, N-NO, and N-
NH,") y determinacién por espectrofotometria. Los metales se extrajo por digestion acido y se
determino por absorcién atémica. Para la caracterizaciébn microbiologica se utiliz6 la
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determinacion de la producciéon del diacetato de fluoresceina, ademas del coteo de unidades
formadoras de colonias (UFC) y la determinacién del numero mas probable (NMP).

Aislamiento microbiolégico  — Para el aislamiento delo microorganismos se utilizo 4 medios de
cultivo: LB, R2A, TSA e YPS. Inicialmente se preparo una dilucion de cada muestra (hasta 10'3)
con sales de spitizen, se aplico 10uL sobre medio solido, se distendi6é con espatula de Drigalki, y
se incubo a 35C. Se seleccionaron las colonias mor fologicamente distintas y aparentemente
aisladas, las distendiendo en medio solido con la técnica de estriacion. Después, de a lo menos
tres repiques estas fueron clasificas respecto la morfologia de la colonia y de la célula
(observada al microscopio Optico con aumento de 1000x). En esa clasificacion se utilizo el
seguirte codigo: (a) de acuerdo al sitio de muestreo se utilizo la letra “Y” para La Joya, “C” para
Cintora: (b) respecto al lugar de toma de la muestra se utilizo una segunda letra, “S” para suelo y
“ag” para agua, (c) la tercera letra se refiere a las condiciones metabdlicas que requiere el
oxigeno “O”, y que sigue es un numero descendente segun el orden en que se fueron aislando.

Caracterizacion de los aislados bacterianos  — Una vez aislada, se sembr6 cada una de eses
en medio liquido (5 ml de medio + 100 pl del aislado), se cultivo por 24h y se preparo una pastilla
de células para la extraccién del ADN gendmico., se extrajo el ADN de la cepa por medio de
técnica tradicional [5]. Ese ADN se utilizo como molde para la amplificacion del gen ADNr 16S
utilizando oligonuclidos universales 8F y 907R, por medio de reaccion en cadena de polimerasa
(PCR). Los productos de la PCR fueron sometidos a una electroforesis (gel de agarosa 1.2%, en
TAE) para corroborar el amplificado. Las muestras positivas fueron purificacion e enviados al
LANGEBIO-CENVESTAV, Irapuato para su secuenciacion. Las secuencias obtenidas fueron
inicialmente analizadas con el software libre BIOEDIT, y la secuencia contig obtenida de las
sequencias 8F y 907r fueron comparadas con las sequencias depositadas en el NCBI con el
BLAST. Las secuencias de los aislados, y las secuencias de las cepas tipo méas similares a
estas, se utilizaron para obtener una planilla de similitud con el software mafft, y esa, se utilizd
para obtencion de un arbol filogenético con el software MEGA, utilizando parametros de
parsimonia y maximo verosimilitud, y bootstrap de 1000 veces

RESULTADOS

El andlisis de los parametros fisico-quimicos del sitio de muestreo se lista en la Tabla 1. El lago
del Rincon de Parangueo es muy alcalino, con valores de pH y de salinidad muy elevados,
confirmando condiciones extremas de pH y salinidad para ese lago. La joya, por su vez, estuve
ligeramente alcalino con valores de pH de 9.5.

Tabla 1 — Caracterizacién fisico-quimico y microbiolégico del sitio de muestreo.

Sedimento Sedimento “Rincén de Sedimento Agua “Rincon de Agua “La Joya”
“Cintora” Parangueo” “La Joya” Parangueo”
pH - - - 12 9.5
S (%) - - - 12.2 1.7
T(T) - - - 25-38 27-27
F-PO42- (mg/L) 25 7.4 0.9 10.11 2.7
N-NO2 (mg/L) <LD 14.4 1.7 3.8 0.1
N-NO3 (mg/L) <LD <LD <LD 0.16 <LD
N-NH4 (mg/L) 1.13 55 0.3 0.7 0.3
YPS® 3 x 10% 2 x 10° 1x 10" 1 x 10° 6 x 10°
TSA® 3 x 10° 2 x 10° 8 x 10’ 2 x 10° 4 x 10"
MMB® 3x10° 2 x 10° 1x 10" 6 x 10° 3 x 10
R2A® 3x10° 3 x 10% 2 x 10" 4x 10° 2 x 10
LB® 2 x 10 2 x 10° 2 x 10’ 4 x 10° 2 x 10
NMP 1x10° 7 x 10° 2 x 10° 7 x 10° 7 x 10*
EST 0.73 2.28 1.76 1.23 0.79

NMX para agua de uso humano; LD limite de deteccion; S — salinidad; T — temperatura; (a) Unidad Formadora de
Colonia, numero de células/100 mL, donde YPS es medio selectivo para bacterias aerobicas totales, LB medio selectivo
para bacterias entéricas, MMB medio selectivo para bacterias heterottroficas totales, R2A para bacterias heterotréficas y
TSA medio selectivo para bacterias semifastidiosas; NMP, numero mas probable en el medio MMB (nimero de
células/100 mL); EST atividad de las enzimas esterasas.
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Las colonias observadas presentaron morfologia relativamente poco variada, de estas se
seleccionaron 7 colonias, 3 del sitio La Joya y 5 del sitio Cintora (Tabla 2), las cuales después de
varios repiques en medio solido se obtuvieron 54 cepas (Tabla 3), donde 15 crescieron el LB, 16
en YPS, 8 en R2A y 15 en TSA. Desafortunadamente no se logro, en esa etapa ninguna colonia
del sitio El Rincon de Parangueo, ni mismo en condiciones anaerébicas.

Cddigo YSOTO01 CSOL02 CSOT03 CSOL0O4 CSOYO05 YagO 06 YagO 07

Lugar Lajoya Cintora Cintora Cintora Cintora La Joya La Joya
Medio TSA LB TSA LB YPS YPS R2A
Color Blanca Amarilla Blanca en Blanca/bri Blanca/bri Blanca Blanca
el centro llosa llosa
Tipo Cocos Coco- bacilo Coco- Coco- cocos Cocos-
bacilo bacilo bacilo bacilos

Se extrajo el ADN gendmico de 26 de estas cepas, y se amplifico el gene ARNr 16S. En el
andlisis de estas secuencias se observo que algunas cepas aun no se encontraban aisladas. Los
resultados de la

Rcemuestras, con el ADN extraido, e los 26 amplificados, Unicamente resultaron positivos 17 de
ellos, los cuales se purificaron mediante Se intento aislar cepas por método de Roll-tubepara
organismos anaerobios a partir de sedimento tomado del sitio de lago de Parangueo, al igual que
se intento cultivar sobre medios so6lidos especificos en placa petri para organismos aerobios.

MEDIOS
No. De LB YPS R2A TSA
muestra
1 CSOL 03b CSOY 05 YagOR 01 YSOT 01
2 CSOL 0l1a CSOY 04 YagOR 05 YSOT 03
3 CSOL 01 M 01M CSOY 02 YagOR 02 M YSOT 06
4 3CSOL 02 M CSOY 06 M YagOR 06 YSOT 04
5 CSOL01MO02M YagOY 01 M YagOR 01 M YSOT 05
6 CSOL 03a CSOY 03 YagOR 02 YSOT 02
7 CSOL 05a CSOY 02 M YagOR 04 YSOT 02 M
8 CSOL 04a CSOY 01 YagOR 03 CSOT 04
9 CSOL 022 YagQY 05 CSOT 03
10 CSOL 062 YagOY 02 CSOT 06
11 CSOL 01b YagQOY 06 CSOT01 M
12 CSOL 05b YagOY 04 CSOT 01
13 CSOL 02b CSOY 02 M CSOT 05
14 CSOL 06b CagOY 01 CSOT 02
M

15 CSOL 04b YagOY 01 CSOT 02 M
16 YagOY 03

Tabla 2Muestrasanalizadas en el presente estudio la s cuales se encuentran organizadas
por codigos correspondientes.
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RESULTADOS Y DISCUSION

LB YPS R2A TSA
CSOL 03b CSOY05 | YagOROl | YSOTO1
CSOL 01a CSOY04 | YagORO05 | YSOTO03
CSOL 01 MO1M | _CSOY 02 |YagORO02M| YSOT 06
3CSOL02M | YagOR 06 | YSOT 04
CSOL 01 M 02M | YagOY 01 M | YagOR 01 M |  YSOT 05
CSOL 03a YagOR 02 | YSOT 02
CSOLO05a | CSOYO02M | YagOR 04 | YSOT 02 M
CSOL 04a YagOR 03 | CSOT 04
CSOL 02a YagOY 05 CSOT 03
CSOL 06a YagoY 02 HE 5
CSOL 01b YagOY 06 i
CSOL 05b YagoY 04 csoT 01
CSOL02b | CSOY 02 M* CSOT 05
CSOL06b | CagOY 01 M CSOT 02
CSOL 04b YagOY 01 CSOT 02 M
X
15 16 8 15 ‘ 54 |

Tabla 3Resultado final que se logro sobre cada una
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NO AISLADOS DNA AMPLIFICADO SECUENCIACION
EXTRAIDO POR PCR POSITIVA
CSOL 03b CSOY 05 CSOL 05b CSOY 06 M
CSOL 0la CSOY 04 CSOL 02b CSOY 03
CSOL 01 M 01M YagOY 02 CSOL 06b CSOY 01
3CSOL 02 M YagOY 06 CSOL 04b CSOT 06
CSOL01 M 02M CSOY 02 M* CSOY 02 CSOTO01 M
CSOL 03a CagOY 01 M YagOY 01 M
CSOL 05a CSOT 05 CSOY 02 M
CSOL 04a CSOT 02 YagOY 05
CSOL 02a CSOT 02 M YagOY 04
CSOL 06a YagOY 01
CSOL 01b YagOY 03
YagOR 01 CSOT 01
YagOR 05
YagOR 02 M
YagOR 06
YagOR 01 M
YagOR 02
YagOR 04
YagOR 03
YSOT 01
YSOT 03
YSOT 06
YSOT 04
YSOT 05
YSOT 02
YSOT 02 M
CSOT 04
CSOT 03

Tabla4 Resultado final que se logro sobre cada unade la s 54 muestras analizadas.

$# BicEdit Sequence Editor - [ABI C gram: C:\Users\l\\AppData\Local\Temp\b_H11_2013-07-31.ab1] = | B ||

$ File Edit view Zoom Horizontal Scale Accesory Application RNA Window Help _[&]x

Figura 1 Ejemplo del resultado de secuenciacion pos itivo para el oligonucleotido universal 8F
aplicado a CSOT 06 (Muestra numero 6 tomada en  Cintora a partir de suelo, con necesidad de
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oxigeno y cultivada en medio TSA).

Brevibacterium-halotolerans-DSMB802(NR_042638.1)
Bacillus-axarquiensis-LMG22476T(DQII3671.1)
Brevibacterium_halotolerans-CAS17-410699650

CSOT 01M Genero-
CSOT 06 Bacillus
CSOY 06M

emb|AJ276351 1| Bacillus subtilis strain DSM10 T

CsoY 1

AJ242495 1| Thermicanus aegyptius strain ET-5b T

AY312403 2-Alkalibacter saccharofermentans strain Z-79820T

Phyla- Firmicutes

Dominio- Bacteria

AF338413.1] Anaeroglobus geminatus T partial sequence
48 AY 350594 2| Thermoanaerobacterium aciditolerans strain 761-119 T
Proteobacteria-Alpha-dbjlAB524074.1| Parasphingopyxis lamellibrachiae T
’_ Proteobacteria-Alpha-gb|M73222 1|EHRRRMAF Ehrlichia chaffeensis T
Proteobacteria-Alpha-gh|GU187912.1| Tepidamorphus gemmatus strain CB-27TA T
Proteobacteria-Alpha-AY 178860.1-Fulvimarina pelagi strain HTCC2506T
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Proteobacteria-Alpha-emb|AM158979.1| Brucella melitensis biovar Abortus partial type strain NCTC 10093T
Archea-Thermoprotei-emblX98064.1| S_zilligii
HOBcontig

Dominio- Archaea

01

Figura 2Analisis filogenético de muestras positivasn la secuenciacion.

matogram: C:\Users\v\AppData\Local Temp\b_G10_2013-07-31.ab1 [E=RE5R5=)

' | Selected none |S2mple: b |File: C:Users\Iv\AppData Loeal Temglb_G10_2013-07-31.ab1

10 20 30 40 30 60 i 80 %0
C (AGTTA GGCATT GACG G T CCTGCGTGGAGAGCG GACAGATGGGAGCTTGCTCTCTGATTG A GAGGGGGAGAGGGGTGAGGA TGTGGGGAAGTCG

Figura 3 Resultado de secuenciacién de la muestre8OL 02b.

De acuerdo con los resultados observados en la tabla 2, la columna uno (no aislados) indica que
aun estan presentes dos o mas organismos en el medio de cultivo creciendo por lo cual, aun se
deben realizar pruebas para lograr separarlos y analizar asi su secuencia genética. En la
columna dos de la misma tabla, se enlistan las muestras las cuales si se lograron aislar, pero
solo se extrajo su DNA, estas mismas muestras se intentaron amplificar con PCR sin tener
resultados positivos. En la columna tres se observan las muestras que se amplificaron por PCR
(con oligonucleétidos universales) y enviadas a secuenciar en el LANGEBIO-CINVESTAV
Irapuato sin obtener resultados positivos, esto debido posiblemente a que en un nuevo estudio
en donde se llevaron a cabo observaciones a través de microscopio 6ptico, se identificaron en
las muestras de esta Ultima columna dos morfologias distintas, solo que una mas abundante que
otra (100 veces mas aproximadamente) lo cual implic6 que al extraer DNA, teniamos doble
secuencias de nucleotidos en un solo tubo eppendorf® y al secuenciar, los picos de las bases
nitrogenadas (A, T, G,y C) no estaban definidas como se muestra en la figura 3. Por Gltima en la
columna cuatro se observan las 5 muestras que se lograron secuenciar positivamente y con las
cuales se llevo a cabo el analisis de secuencias a través del software libre Bioedit version 7.2.0
(figuras 1 y3) y el analisis filogenético por medio de MEGA 5.2.2 (figura 2).

En la figura 2 se muestra el resultado obtenido de un analisis filogenético realizado con el
método de méaxima verosimilitudusando el modelo de Jukes-Cantor. Para realizar este andlisis,
se utilizaron bacterias tipo obtenidas de LPSN (list of prokarioticnameswith standing in
nomenclature). En total se analizaron 19 secuencias, dentro de las cuales 5 son las secuencias
gue en nuestro analisis de secuenciacion resultaron positivas, 4 del mismo género Bacillus, 4 del
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PhylumFirmicutes, 5 del PhylumProteobacteria (clase Alpha), y 1 del domino Arque utilizando
este Ultimo como grupo externo. Como se puede observar, y de acuerdo a el analisis realizado
en el NCBI (National Center forBiotechonologylnformation), en donde se observo una alta
homologia conBrevibacterium halotolerans cepa DSM 8802 con un 99% de similitud.

Como se menciona en la metodologia, se llevaron a cabo mutiples pruebas para intentar aislar
organismos presentes en el lago de Parangueosin tener resultados positivos, posiblemente
debido a las condiciones de alta alcalinidad (pH 10) presentes en el sitio, pero se pretende
continuar con el estudio implementando distintas pruebas para lograr el aislado y con esto
obtener el analisis de la biodiversidad del sitio Parangueo.

CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en este estudio, se observa la presencia de organismos que logran
sobrevivir a condiciones extremas sobre todo de salinidad y presencia de altas concentraciones
de metales entre ellos el mercurio que es muy toxico. Esto sugiere una aplicacion biotecnoldgica
utilizando estos microorganismos como una forma de bioprospeccion aplicando por ejemplo una
biorremediacion de suelos contaminados con determinados compuestos.
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DIAGNOSTICO DE CONCENTRACION DE METALES PESADOS CAD MIO,
CROMO, PLOMO Y ZINC EN DOS SITIOS DE MUESTREO DEL AIRE DE LA
CIUDAD DE LEON, GUANAJUATO EN LA EPOCA DE PRIMAVERA -VERANO
DURANTE EL PERIODO DE ABRIL-AGOSTO

Barajas Luna Asael Nicoléslg, Mares Hernandez Ulises Antonioz,

YUniversidad TecnoI(;)gica de Ledn, Ledn, México, ,
asaeluna@gmail.com”, umares@utleon.edu.mx

ABSTRACT

The present work has as object to evaluate concentrations of heavy metals present in the air of
the city of Leon, Guanajuato through a diagnostic developed at the time of spring-summer 2013
and compare it with a previous study in the winter of 2012. A sampling plan established on the
basis the work of Monica Leticia Vazquez Coronel in 2012 and Juan Macias Contreras in 2013,
for the sites at CICEG station and Institute EDUNOVA,; to analyze metals were, cadmium,
chrome, lead and zinc with the employment equipment particulate HI-VOL sampler.

Analyses were performed in an atomic absorption spectrophotometer with graphite furnace and
auto sampler model PAL 3000 trademark GBC for limits of detection ppb (parts per billion).
Results shows that the concentration of metals per cubic meter presenting at this time of year, are
generally inferior to the characterizations of the times of winter.

Greater presence in the air heavy metals are lead and chromium with less zinc concentration;
cadmium was not detected by the equipment.

Keywords : heavy metals, sampling plan established, graphite furnace, HI-VOL.
RESUMEN

El presente trabajo tiene como objeto evaluar las concentraciones de los metales pesados
presentes en el aire de la ciudad de Ledn, Guanajuato a través de un diagnostico desarrollado en
la época de primavera-verano del 2013 y compararlo con un estudio previo de la de invierno del
2012. Se establecié un plan de muestreo tomando como base el trabajo de Mobnica Leticia
Vazquez Coronel en el 2012 y de Juan Macias Contreras en el 2013, para los sitios en dos
estaciones de monitoreo; los metales a analizar fueron, cadmio, cromo plomo zinc, para ello se
emple6 un equipo muestreador de particulas HI-VOL.

Los andlisis se realizaron en un espectrofotémetro de absorcién atobmica con horno de grafito con
auto muestreador modelo PAL 3000 marca GBC para limites de deteccion ppb (partes por billén).
En los resultados podemos observar que la concentracion de metales por metro cubico que
presenta en esta época del afio, son en general inferiores a las caracterizaciones de las épocas
de invierno.

Los metales pesados con mayor presencia en el aire son plomo y cromo quedando con menos
concentracion zinc; cadmio no fue detectado por el equipo.

INTRODUCCION

Con la finalidad de evaluar el transporte de los contaminantes en la ciudad de Ledn, Guanajuato,
en los periodos de enero-abril del dos mil doce se realizé un estudio, para el disefio de un plan
de monitoreo en el que se determiné la concentracion de metales pesados, cadmio, plomo y zinc
en el aire de la ciudad de Leon, que forma parte del corredor industrial del estado [1].
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Un afio después se repitié el ensayo durante el mismo periodo enero-abril, pero se afiadié un
nuevo punto de monitoreo asi como un metal mas, el Cr. Los resultados indican que existe una
tendencia de comportamiento de los metales; el Z|nc se encontré en promed|o para las dos
estaC|ones con una concentramon de 1.587 ug/m el plomo de 0.627 ug/m contra los 1.550
ug/m de zinc y 0.5760 ug/m de Pb encontrados en eI 2012. Para el caso del Cd, los valores
fueron muy variables se encontraron desde 1.200 ug/m hasta los 16 pg/m en 2013, durante el
2012, no se detecto el metal. Para el caso del Cr se encontré un promedio de 0.107 pg/m [2].

Los periodos evaluados fueron en la épocas de invierno, sin embrago no se tienen datos que
indiquen si el comportamiento del los metales es el mismo en los periodos primavera verano;
para el cual se establecié repetir el proceso de recoleccibn de muestras de particulas
suspendidas con equipos HI-VOL, para desarrollar un analisis de estas particulas y extraer la
concentracién de metales pesados cadmio, cromo, plomo y zinc en los dos sitios establecidos de
CICEG e Instituto EDUNOVA.

METODOLOGIA

Se establecio un plan de monitoreo de acuerdo a los criterios establecidos por el “Cooperative
programe for monitoring and evaluation of long range transmission of air pollutants in Europe
(EMEP) [3] y la red de monitoreo de aire de Colombia [4], del primero se tomo la frecuencia y
caracteristicas de la determinacion de los dias de muestro y del segundo se elabord la
metodologia de muestreo a partir de equipos HI-VOL que recolectan las particulas suspendidas
de tamafio de 10 micras(PM,g), que es programado durante veinticuatro horas un dia previo a la
recoleccion de particulas y colocando los portafiltros con el filtro que estara recolectando la
muestra de la cual se estaran analizando cuatro metales.

Los sitios de muestreo donde se realizo la recoleccion de particulas fueron establecidos
mediante las recomendaciones del plan de monitoreo de metales pesados para la ciudad de
Ledn, Guanajuato; de los cuales se encuentran en la estacion de bomberos ubicada en la colonia
Industrial de Obregon que también es conocida como estacion CICEG, el otro punto esta
ubicado en la colonia Industrial Juarez dentro del Instituto EDUNOVA,

Los filtros con muestra fueron digestados mediante el siguiente proceso del cual son cortados en
cuatro secciones, una de ellas se partié en tiras y se coloco dentro de un vaso de teflon (HP
500), se adicionaron 50 ml de agua desionizada, 3 ml de HNO3 y 2 ml de HCI Los vasos se
introducen dentro de un digestor de microondas (Marca CEM, modelo Marsx), en este se
digestan a una temperatura de 165 € por 30 minutos .

Las muestras digestadas se filtran y se procesaron en un equipo de espectrofotometria de
absorcién atomica con horno de grafito marca GBC, modelo PAL 3000 y automuestrador para
obtener las concentraciones de metales presentes y analizar mediante un andlisis estadistico las
concentraciones presentes.

RESULTADOS Y DISCUSION

La caracterizacion de los metales pesados presentes en los muestreos de las estaciones de
monitoreo del Instituto Edunova y CICEG, durante época de primavera- verano nos indican que
Plomo es el metal con el valor mas alto, el promedio fue de 0.064 de pg/m®, seguido de cromo
con un valor de 0.038 ug/m y el zinc con 0.018 pg/m por ultimo el cadmio que por segunda
ocasion no fue detectado ya que en el invierno del 2012 tampoco alcanzé los limites de
deteccion del equipo (Tabla 1).
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Tabla 1. Concentraciones promedio de metales pesados en el aire de la ciudad de Ledn,
Guanajuato en las épocas de invierno del 2012, 2013 y primavera-verano del 2013.

Epoca Zn . Cd . Pb . Cr .

pg/m pg/m pg/m pg/m

Abril Agosto 2013 0.018 0.000 0.064 0.038
Enero Abril 2013 1.587 0.330 0.627 0.107
Enero Abril 2012 1.550 0.000 0.576 NC*

*NC= No caracterizado

Las concentraciones obtenidas durante primavera-verano del 2013 en comparacion con los
estudios previos en las épocas de invierno del 2012 y 2013 son si%nificativamente menores,
para plomo en 2012 es de 0.576 glg/m3 y 2013 de 0.627 pg/m”;, en zinc presenta una
concentracion para 2012 de 1.55 ug/m”y 2013 de 1.587 ug/ms; en el caso de cromo en 2012 no
es caracterizado hasta el 2013 donde presenta una concentracion de 0.107 pg/m3 y por ultimo se
tiene cadmio del cual no presenta concentracién en 2012 pero en el 2013 presenta 0.4 pg/m®
(Gréfica 1).
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Grafica 1. Comportamiento de la concentracion de Zn, Cd, Pb y Cr para las épocas de enero abril del 2012, enero abril
del 2013 y abril agosto del 2013.
CONCLUSIONES

El metal mas abundate en la época de primavera verano del 2013, fue el plomo con un valor de
0.064 de pg/m°. La relacion de la concentracion de metales presentes en el aire de la ciudad
durante este periodo en comparacion con los estudios de invierno del 2012 y 2013 nos indica un
comportamiento similar pero en un concentracion significativamente menor ademas que se
puede suponer que las concentraciones presentes durante esta época del afio es menor por la
presencia de lluvias ya que estas hacen un lavado de gases y particulas presentes en el aire al
menos las lluvias se presentaron durante dos de los muestreos desarrollados.
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REMOVAL OF CHLORAMPHENICOL FROM AQUEOUS SOLUTIONS B Y
ORGANOCLAY. remocion de cloranfenicol de soluciones acuosas con una
organoarcilla.
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ABSTRACT

This study describes the Chloramphenicol sorption (CAP) from aqgueous solutions using a clay
bentonite-type modified with HDTMA, organoclay (OC). The effect of the CAP concentration was
evaluated on the OC sorption capacity. The kinetic experimental data were adjusted to the
models of Lagergren, Elovich and Pseudo second order. The Pseudo first order model of
Lagergren descibes the sorption kinetic data with a constant value of K,= 4.74 h™. In addition,
isoterm experimental data were also fitted to empirical models by nonlinear regression analysis
using Statistica 7.0 software, and the Langmuir-Freundlich equation was the best model to
describe the data, obtaining a maximum adsorption cpacity of the organoclay of 0.35 mg/g. The
percentaje of adsorption by OC decreased as the concentration of the CAP increased. All the
experiments were carried out at room temperature (25 C) reaching a percentaje of removal
aproximately of 8%.

Keywords :Chloramphenicol, organoclay, adsorption.
RESUMEN

Este estudio describe la sorcion del cloranfenicol (CAP) de soluciones acuosas usando una
arcilla tipo bentonita modificada con HDTMA, organoarcilla (OC). Se evalud el efecto de la
concentracién de la CAP y la capacidad de sorcion de la OC. Los datos cinéticos experimentales
se ajustaron a los modelos de Lagergren, Elovich y Pseudo segundo orden. EI modelo de
Pseudo primer orden de Lagergren describe los datos de la cinética de sorcién con un valor
constante de K,= 4.74 h™. Ademas los datos experimentales de la isoterma de sorcién también
se ajustaron a los modelos empiricos por andlisis de regresion no lineal utilizando el software
Statistica 7.0, y la ecuacién de Langmuir-Freundlich fue el mejor modelo para describir los datos,
la obtencion de una capacidad maxima de adsorcion de la arcilla organica fue de 0.35 mg/g. El
porcentaje de adsorcion por OC disminuyé a medida que la concentracion de CAP aumento.
Todos los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente (25 ), alcanzando un
porcentaje de remocion de aproximadamente el 8%.

INTRODUCCION

En los Ultimos afios, la descarga continua de productos farmaceuticos y productos de
cuidado personal al medio ambiente, sin niguna restriccion, ha resultado en un aumento
alarmante de sus niveles en sistemas acuaticos. Este tipo de compuestos provienen del uso y
excreciones humanas asi como de aplicaciones veterinarias, ademas de las descargas en sus
procesos de produccién. Asi mismo, se ha incrementado su deteccidon en aguas residuales,
superficiales y subterraneas. Debido a su diversidad de origen, su control es dificil y su presencia
en agua representa un riesgo para la salud humana y el ecosistema ),

El Cloranfenicol fue descubierto en 1947 al obtenerse del hongo Streptomyces
venezuelae. Hoy se sintetiza quimicamente siendo un derivado del acido di cloroacético®. Su
férmula empirica es C11H1>CILN,O5 tiene un peso molecular de 323.131g/mol y su estructura
molecular se presentaen la Figura 1.
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Figura 1. Estructura molecular del Cloranfenicol™

La adsorcion se ha reconocido como el proceso de tratamiento mas comun para la remocion de
colorantes en soluciones acuosas; es por medio de la adsorcion que se logra la captura de
especies de manera selectiva, y asi mantener un control de emisiones contaminantes al
ambiente. Las arcillas surgen con una nueva tecnologia para la remociéon de contaminantes en
soluciones acuosas.

La bentonita es un mineral arcilloso formado principalmente por montmorillonita, un
silicato de magnesio y aluminio hidratado, que pertenece al grupo de los filosilicatos y que por su
composicién quimica se clasifica dentro de la categoria de las esmecitas, cuya féormula general
es (Sisx Aly) O1o (Aly Mgy)(OH), M,.y.Esta constituida por dos series de tetraedros de silice,
entre las cuales se intercala una capa de octaedros de alimina. Debido a sustituciones
isomérficas en la red cristalina, se crea un déficit de carga positiva que es compensado por
cationes intercambiables superficiales, los cuales determinan algunas de las caracteristicas de la
bentonita tales como hinchamiento, estabilidad de la suspension y pH[Z].

En 2006 Delgadillo y colaboradores modificaron una arcilla natural peruana con alto
contenido de montmorillonita por dos métodos, el de activacion termoacida y por intercambio
cationico con bromuro de hexadecil trimetil amonio (HDTMA), ambos fueron probados como
adsorbentes del surfactante cationico dodecilbenceno sulfonato de sodio lineal (LAS), por lo que
la capacidad de adsorcion de la arcilla modificada con HDTMA fue superior logrando adsorber el
45.5% del surfactante a una concentracion de 400mg/L de LAS ™.

En 2009 Sun-Kou estudi6é los modelos de sorcion del fenol con arcillas organofilicas,
preparadas por intercambio catiénico con sales de amonio cuaternario en presencia de NacCl, los
mejores resultados se obtuvieron con las arcillas intercambiadas con tetrametilamonio (TMA) y
HDTMA con porcentajes de adsorcion maximos de 76 y 72 % respectivamente B,

En base a lo anteriormente expuesto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad
de sorcién del cloranfenicol de soluciones acuosas con una arcilla modificada con HDTMA.

METODOLOGIA

Material

Se utiliz6 un mineral arcilloso comercial, tipo bentonita sédica con un 70% en
montmorillonita, proveniente de un yacimiento del centro de la Republica Mexicana. La arcilla fue
molida y tamizada hasta un tamafio de particula de 150 pm. La capacidad de intercambio
catiénico (CIC) fue de 100 mmol/100g.

Modificacion con surfactante

La arcilla natural fue puesta en contacto con una solucion de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio(HDTMA) en una cantidad equivalente al 100% dela CIC de la arcilla, en
agitacion constante durante 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente, la arcilla fue lavada
hasta la eliminacién de bromuros, se sec6 en estufa a 60 C por 4 h y fue molida nuevamente a
un tamafio de particula de 150 um. Esta arcilla se denomin6é como Orgarc-A.

Cinética e isoterma de adsorcion
Los experimentos de la cinética se realizaron en un sistema por lote, para lo cuél se
pusieron en contacto muestras de 100 mg de arcilla natural o modificada con 10 mL de solucién
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de CAP a una concentracion inicial de 20 mg/L, se agitaron las muestras a temperatura
ambiente, se separaron las fases y la concentracion final se determind mediante
espectrofotometria a 258 nm, luego de hacer las disoluciones que fueran necesarias.

Las isotermas se trabajaron en un intervalo de concentraciones de CAP de 5 a 100
mg/L. La relacion arcilla /solucion fue de 1.0g/L, el tiempo de contacto se determiné tomando
como baselos resultados de la cinética de sorcion, en donde se determin6 que el tiempo en el
que sistema alcanzo el equilibrio fue de 0.66 h a temperatura ambiente y agitacion constante.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 2se presentan los resultados de la cinética de sorcion de la Orgarc-A, se
graficé la cantidad de cloranfenicol removido por gramo de arcilla modificada (q;) versus el
tiempo. Se puede observa que el proceso de sorciébn es muy rapido en los primeros minutos de
contacto y la velocidad de sorcidn disminuye conforme avanza el tiempo, hasta alcanzar el
equilibrio a las 0.66 h de contacto.

__0.200
<
50.150 &
K R
~
8
§0.100
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o
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=
S 0.000
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
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Figura 2. Cinética de sorcion a temperatura ambiente.

La capacidad de adsorcion maxima de la Orgarc-Afue de 0.170 mg de cloranfenicol por
gramo de arcilla modificada, lo que corresponde a una remocién de aproximadamente al 8% con
respecto a la concentracion inicial, que en términos generales puede decirse que es baja. Para el
caso de la arcilla natural no se obtuvo remocion del cloranfenicol.

Los resultados obtenidos se ajustaron a los modelos cinéticos de primer orden
(Lagergren), Elovich y de pseudo segundo orden (Ho}; el mejor ajuste se obtuvo con la ecuacién
de primer orden con un valor constante de K =4.74 h’

La evaluacion de la isoterma de sorcién se presentan en la Figura 3, en donde se grafica
la cantidad de cloranfenicol adsorbido en la arcilla modificada q. versus la concentracién del
cloranfenicol en la solucion al equilibrioC..

Los resultados indican que a medida que la concentracién del cloranfenicol en solucion
acuosa aumenta, la capacidad de adsorcion de la Orgarc-A aumenta paulatinamente, hasta
hacerse casi constante en las dos Ultima concentraciones evaluadas. La capacidad maxima de
remocion obtenida fue de 0.300 mg de cloranfenicol por gramo de arcilla modificada. Los datos
obtenidos se ajustaron a los modelos de Langmuir, Freundlich y Langmuir-Freundlich.
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Figura 3 Isoterma de sorcién a temperatura ambiente.

Para este sistema, con el modelo de Langmuir-Freundlich se obtuvo el mejor ajuste con
un constante de 0.35 mg/g. Lo que indica que la Orgarc-A presenta una superficie homogénea
pero con poca afinidad para el cloranfenicol.

CONCLUSIONES

Con la arcilla natural no se obtuvo remocién del cloranfenicol.

La cinética de sorcidn indica que el sistema arcilla modificada-cloranfenicol alcanza el equilibrio
después de 0.66 h de contacto.

La capacidad maxima de remocion obtenida fue de 0.300 mg de cloranfenicol por gramo de
arcilla modificada.

Los datos de la isoterma presentaron ajuste con el modelo de Langmuir-Freundlich lo que indica
que la arcilla modificada presenta una superficie homogénea, pero con poca afinidad para el
cloranfenicol.
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RESUMEN

Existen procesos para el tratamiento de aguas residuales, siendo muy poco aplicados en la
industria textil. Dentro de los tratamientos para la recuperacion de efluentes textiles, se
encuentran los procesos biologicos, fisicos y quimicos convencionales. El objetivo de este
trabajo fue evaluar los procesos bioldgicos (via anaerobia y aerobia) y fisicoquimicos (Fenton y
foto Fenton) como alternativa al tratamiento del efluente textil (grana carmin), con la finalidad de
gue éstos puedan ser reutilizados o reincorporados a un cuerpo de agua. Fueron aplicadas dos
procesos bioldgicos (aerobio y anaerobio) y dos procesos de oxidacion avanzada; reactivo de
Fenton (50 a 1500 mg/L FeSO, y 990 mg/L H,0,) y reactivo de Fenton con exposicion a la luz
UV mismas dosis que Fenton y diferentes tiempos de exposicion. Después de los diferentes
tratamientos fueron comparadas las eficiencias de remocion obtenidas. El proceso foto Fenton
fue el proceso con el que se obtuvieron las mas altas eficiencias de remocion, ademas de reducir
las dosis de reactivos y con un generacion de lodos menores a las encontradas en los otros
procesos.

Palabras clave: efluente textil, procesos biolégicos, Fenton, foto Fenton

INTRODUCCION

Existe una gran problematica mundial debido a la descarga sin tratamiento de aguas residuales
de la industria textil, ya que los colorantes organicos e inorganicos y sus subproductos (aminas
aromaticas), son altamente téxicos y potencialmente cancerigenos [1]. Existen muchos procesos
gue han sido empleados para el tratamiento de efluentes textiles, como los procesos biolégicos y
fisicoquimicos, aunque para cada colorante, se exige un tratamiento en especial. Los
tratamientos biologicos son reconocidos por sus bajos costos, viabilidad para el tratamiento de
efluentes y capacidad para reducir la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) y Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO) [2]. Estos procesos son aplicados a la decoloracion de tintes donde
incluyen mezclas de cultivos, organismos aislados y enzimas aisladas [3]. El proceso de
oxidacién Fenton y foto Fenton, son dos procesos muy interesantes. La reaccion Fe”" con H,0,,
genera radicales hidroxido. El radical hidroxilo reacciona rapidamente y de manera no selectiva
con muchos compuestos organicos [4]. El objetivo de este trabajo fue evaluar los procesos
biolégicos (via anaerobia y aerobia) y fisicoquimicos (Fenton y foto Fenton) como alternativa al
tratamiento del efluente textil (grana carmin), para que puedan ser reutilizados o reincorporados
a un cuerpo de agua.

METODOLOGIA

Este trabajo se dividi6 en cuatro etapas: la primera fue la produccion y caracterizacion del
efluente textil (tinciéon de algoddn con grana carmin), la segunda etapa consistié en la aplicacion
de la biodegradabilidad del ART (anaerobia y aerobia), la tercera etapa fue la evaluacion del
proceso Fenton para el tratamiento del ART y la dltima corresponde al tratamiento foto Fenton.
En primer lugar se efectué la caracterizacion fisicoquimica del efluente a tratar, y posteriormente
se realizaron las pruebas de biodegradabilidad en dos vias. En la via aerobia, se realizaron en
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bioreactores aerobios con volumen util de 500 mL. Cada uno de los reactores fueron inoculados
com 1 g SSV/L de lodo aerobio, el cual fue centrifugado a 6000 rpm durante 30 minutos y
resuspendidos con agua destilada y 1.5 g DQO/L de ART y 6 mg/L de oxigeno disuelto. Por otro
lado, en la via anaerobia fueron realizadas en botellas serologicas de 120 mL (volumen util de
100 mL) a 35 € y durante 30 dias. El ART fue coloc ada en las botellas y le fue adicionado como
in6culo, microorganismos provenientes de un digestor anaerobio aclimatado, con una
concentracion de 2500 mg SSV/L, el inoculo fue lavado y centrifugado a 6000 rpm durante 30
minutos y resuspendidos con agua destilada, Las botellas fueron burbujeadas con nitrégeno
durante 2 minutos para colocarlos dentro de condiciones anaerobias, después fueron selladas
para no permitir la entrada de aire al sistema. En la tratabilidad con los procesos fisicoquimicos,
fueron aplicadas con diferentes dosis: Fenton (50 a 1500 mg/L y 990 mg/L H,0,) y foto Fenton,
mismas dosis que Fenton y diferentes tiempos de exposicion a luz UV, con toma de muestra
cada 10 minutos. Los parametros de control fueron: el pH, la DQO (total y soluble), color,
turbidez, solidos suspendidos totales (SST) en los clarificados y en los lodos fue determinado el
volumen de lodo y los sélidos totales (ST), de acuerdo a los métodos normalizados [5].

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del efluente textil

Durante la caracterizacion fisicoquimica, el efluente presentd una elevada DQO total de
1907.4485 mg/L y soluble de 974+113 mg/L, los ST de 1706+26 mg/L, SST de 683+38 mg/L y
7555 mg/L de SDT, pH &cido y turbidez de 350.25 UNT, asi como una coloracion caracteristica
debido a la presencia de material organico e inorganico solubilizado (Tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacion fisicoquimica del aguates textil.

Parametro Valor

DQOt (mg/L) 1907.4485
DQOs (mg/L) 9744113
ST (mg/L) 1706426
SST (mg/L) 683+38
SDT (mg/L) 7555
Turbidez (UNT) 350.25+142
Conductividad (uS/cm) 702.50+107
Color (abs 494 nm) 3.77+0.01
pH 5.95+0.1

Pruebas de biodegradabilidad bioldgica (anaerobia y aerobia)

En la tabla 2, se presenta un resumen comparativo de los mejores tratamientos biolégicos. En el
tratamiento anaerobio, el pH permanece en valores de 7 (sin ajuste de pH), y una remocion de la
DQO soluble del 42.1%, y se logra remover el color en un 32.8%. En lo que respecta al aerobio,
se alcanzé un porcentaje de eliminacion de la DQO soluble del 60.3 y del color del 63.3%, el pH
se incrementa y permanece en el valor de 7.08.

Tabla 2. Resultados en las pruebas de biodegratiabil

Parametro Anaer_ob,ia Aero_b i?
ART con in6culo ART con in6culo
H Inicial 6.9+0.01 6.8+0.01
P Final 7.140.02 7.08+0.03
Inicial 1043+220.05 750451
(Ein%(ljl_)so'“b'e Final 604+61.2 297.5+31.5
% E 42.1 60.33
Color In.icial 3.5610.6 1.4+0.02
(abs 494 nm) Final 2.39 0.5+0.02
% E 32.8 63.3
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Tratabilidad del efluente textil con el proceso de Fenton

En la figura 1-a, se muestran los valores de DQO t (total) y s (soluble) presentes en las pruebas
de tratabilidad con el proceso Fenton. Conforme fueron incrementadas las dosis, tanto la DQO
total como la soluble disminuyeron. Con la dosis mas pequefia 50 mg FeSO,4/L y 990 mg/L H,O,,
fueron presentados residuales para la DQOt y s de 2120.3 mg/L y 1674.4 mg/L respectivamente.
En tanto, cuando fue incrementada la dosis a 1500 mgFeSOQO,/L, los residuales fueron de 558.4
mg/L para la DQOt y de 481.3 mg/L de DQOs. De acuerdo con lo anterior, la dosis éptima
determinada en este estudio fue de 1500 mg/L de FeSO,, Con esta dosis fueron alcanzadas
remociones del 71.4 % para la DQOt y del 53.6% de soluble.

1000 - 100 -
800 - mDQOt mDQOs =
o B 90 -
2 600 - S
o ‘5 80 -
S 400 - °
[a)]
200 - g 70 J I I
R
0 - 60 -
250 500 750 1000 1250 1500 250 500 750 1000 1250 1500
FeS0,+7H,0 mg/L FeSO,4+7H,0 mg/L

Figura 1. (a) DQO total y soluble en el proceso Fenton, (b) Porcentajes de remocién de
los SST

En lo que respecta a la remocién de los SST en la figura 1-b, se observa que con dosis
pequefias de FeSO47H,O (250 mg/L) se obtuvo un 69%. Estos porcentajes incrementaron
conforme a las dosis de FeSO, hasta un 80% con la dosis mas alta (1500 mg FeSO4*7H,0/L).
En la turbidez y color, se obtuvieron remociones del 97.7 y 97.5% respectivamente. El volumen
de lodo producido com la dosis 6ptima (1500 mg/L FeSO,+7H,0) fue de 100 mL por litro de agua
tratada y se generaron 1.2 g de lodo.

Tratabilidad con el proceso de foto-Fenton

En el proceso foto Fenton se observé que con las dosis de 50 a 500 mg FeSO47H,0/L, hubo
una ligera disminucion de la DQO t (de 1733.3 a 1532 mg/L). En la figura 2, se puede apreciar el
efecto de la dosis de FeSO, con dosis de 750 a 1750 mg/L. Con el incremento de la dosis y la
exposicion de luz UV, la DQO disminuyo, Lo cual se demuestra con las dosis de 750, 1000 y
1500 mg FeSO,/L, en los cuales la DQOt después de 10 minutos de reaccion fueron: 263.2,
233.3 y 204.9 mg/L respectivamente y a los 60 minutos de reaccion los valores fueron de 170.75,
161.74 y 151.11 mg/L respectivamente. Con la dosis mas alta (1750 mg/L), se presentaron
valores residuales mas altos.
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Figura 2. DQO total con diferentes dosis de F2B@HO y H,O, (990 mg/L) y 750 a 1750 mg/L.

En la figura 3, se muestra el perfil de absorcion com las diferentes dosis 6ptimas de los procesos
empleados en este estudio (procesos bioldgicos y fisicoquimicos). Se observa que el proceso
biolégico aerobio presenté el perfil mas bajo, seguido del foto-Fenton. Con los procesos
fisicoquimicos se logré la decoloracion de los efluentes, no asi en los procesos bioldgicos.
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Figura 3. Escaneo de longitud de onda de los procesos anaerobio y aerobio, Fenton y
foto Fenton).

CONCLUSIONES

En este estudio, se demostré que el proceso foto Fenton fue el adecuado, ya que la dosis de
sulfato ferroso fue reducida a 750 mg/L y 990 mg/L de H,O,, con eficiencias de remociéon (DQO
total y soluble de 90.3 y 73.4%, SST de 83.9%, turbidez 95% y color de 99.2%), muy similares a
las obtenidas con la aplicacion de 1500 mg FeSO,4+7H,0O/L y 990 mg/L de H,O,, y con una menor
generacion de lodos.
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ABSTRACT

The development of the consumer society leads to increased industrial activity and
therefore the creatlon of an enormous amount of chemicals who enter the water cycle through
different pathways 1 The pharmaceutical industry is not exception. The treatments that must be
submitted effluents have to ensure the removal of the organic compound. Polluted waters
Pharmaceuncal industries, and wastes that originate in hospitals have hazardous components.

] The Advanced Oxidation Processes (AOPs) have been widely used to carry out the complete
mineralization of organic pollutants.This study presents an alternative paracetamol degradation
through photocatalytic processes, fotoelectrocatalmcos electrodes and in the presence of H,0,,
using two catalysts, TiO, and CuO/T|02/AI203, either in suspension or immobilized on a
reticulated vitreous carbon electrode (RVC ) . During the study showed greater% mlnerahzatlon
in fotoelectrocataliticos processes so samples were applied dialysis area hospitals, ]achlevmg
mineralization than 95% of drugs in one hour of reaction

RESUMEN

El desarrollo de la sociedad de consumo conlleva al aumento de la actividad industrial v,
por consiguiente, a la creacion de una enorme cantidad de sustancias quimicas que entran al
ciclo del agua a través de diferentes vias. ™ La Industria Farmacéutica no es la excepcion. Los
tratamientos a los que se deben someter los efluentes tienen que garantizar la eliminacion del
compuesto organico. Las aguas contaminadas de industrias farmaceuucas asi como los
desechos que se originan en los hospitales tienen componentes pellgrosos I Los Procesos de
Oxidacién Avanzada (POAs) han sido ampliamente usados para llevar a cabo la completa
mineralizacion de contaminantes organicos
En este estudio se presenta una alternativa de degradacién del paracetamol mediante procesos
fotocataliticos, electrocataliticos y fotoelectrocatahtlcos en presencia de H,0,, usando dos
catalizadores, TiO, y CuO/TiO,/Al 03 _ya sea en suspension o inmovilizados sobre un electrodo
de carbon vitreo reticulado (CVR) . Durante el estudio se mostraron mayor % de mineralizacion
en los procesos fotoelectrocatalltlcos por lo que se aplicaron en muestras de hospitales del area
de dialisis, % Iogrando mineralizacion superior al 95% de farmacos en una hora de reaccién

Palabras Claves: Procesos de Oxidacion Avanzada, Fotoquimicos, No Fotoquimicos, electrocatalisis,
Fotoelectrocatdlisis.

INTRODUCCION

Los residuos de productos farmacéuticos representan un riesgo ambiental debido a su
persistencia y distribucién en el agua, en el suelo, en el aire y en los alimentos. Cabe destacar
gue los productos farmacéuticos son formulaciones complejas y que pueden genera productos
de transformacion, que interactian con la materia organica y bajo las condiciones propias del
ecosistema, pueden ser potencialmente mas téxicos y acumulables.

Entre los mecanismos de incorporacion de los productos farmacéuticos en los cuerpos de agua
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estan los procesos de eliminacion de animales y humanos, los vertidos de la industria
farmacéutica, los residuos hospitalarios, la disposicién inadecuada de farmacos vencidos o no
utilizados, y los vertidos de instituciones de investigacién y desarrollo de farmacos, entre otros.
Factores como la demanda, la frecuencia de administracion, la automedicacién, el consumo
ilicito de drogas y los procesos fisiolégicos determinan la carga y la persistencia de principios
activos en aguas . Se han detectado en efluentes de hospitales valores de 0.34 ug/L de acido
salicilico en aguas superficiales mientras que de paracetamol hasta 15.7 pug/L. y en efluentes de
hospitales hasta 186 ug/L 56 En México el uso y disposicién de estas sustancias no esta
regulado por las legislaciones ambientales, ya que se consideran de un nivel bajo de toxicidad.
La oxidacion del paracetamol se ha seleccionado como modelo de estudio.

Los tratamientos a base de POAs, involucran la generacion y uso del radical hidroxilo

(HO®), que puede ser producido por diferentes métodos, ya sean quimicos, fotocataliticos o
electrocataliticos. Los POAs sirven para tratar contaminantes que se encuentran a muy baja
concentracién (por ejemplo, ppb), y no se forman subproductos de reaccién, o se forman en baja
concentracion. Estos métodos son ideales para disminuir la concentracion de compuestos
formados por pre tratamientos alternativos, como la desinfeccion del agua. Generalmente,
mejoran las propiedades organolépticas del agua tratada. En muchos casos, se consume mucha
menos energia que otros métodos.Se presenta una alternativa de degradacién del paracetamol
mediante procesos fotocataliticos, electrocataliticos y fotoelectrocataliticos en presencia de H,0,,
usando dos catalizadores, TiO, y CuO/TiO,/Al,O; ya sea en suspension o inmovilizados sobre
un electrodo de carboén vitreo reticulado.
Mediante las técnicas analiticas de Espectroscopia de UV-Vis, HPLC con deteccién UV-Vis y
Carb6n Orgéanico Total se observd los porcentajes de conversion, la formacion de productos
intermediarios. Los estudios realizados muestran que el Paracetamol se degrada a compuestos
intermediarios como hidroquinona y benzoquinona hasta &cidos carboxilicos y posteriormente
llega a su completa mineralizacién CO, y H,O. El andlisis cinético de los datos experimentales
muestra que la reaccion de degradacion del Paracetamol sigue una cinética de primer orden
mostrando mayor porcentaje de Conversion en medio acido y de peréxido de hidrégeno (H,0,).

METODOLOGIA

Mediante POAs se realizaron procesos fotoquimicos y no fotoquimicos, utilizando una celda de
0.150 dm™ de capacidad (Figura 1).  El electrolito soporte utilizado para todos los procesos fue
con un volumen de 50 ml de Na,SO, 0.5 My pH 5con H,0, 0.01M, y 96 ppm de Paracetamol.

(©) \ Toma de
: / muestra

T

Electrodo de

< Referencia

Electrodo de____——>

trabajo

Electrodo
Auxiliar

Lampara UV

Figura 1. Celda tipo Batch utilizada para los procesos fotoquimicos con lampara de Hg y
electrocataliticos sin lampara.
. El experimento se llevd a cabo durante 6h usando catalizadores como TiO, y otro con
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CuOITiO,/Al,O3, ambos en polvo con agitacién magnética. Una lampara de mercurio a A de 350
nm fue usada como una fuente de fotones. Se tomaron alicuotas de 1x 10° dm™ cada 15
minutos. Todas las reacciones se realizaron por triplicado. Durante la experimentacion se
tomaron muestras por periodos de 15 min., durante 6 h de reaccion.

» Estudio Electroquimico
En donde el electrodo de trabajo fue una barra de CVR de 100 ppp. El contraelectrodo malla de
titanio platinizado, y electrodo de referencial Calomel.

» Preparacion de Electrodos

Para el estudio de Electrocatalisis el TiO, y CuO/TiO,/Al,0; fueron depositados en CVR
mediante la técnica de Electroforesis. La técnica consiste en la incorporacion de la fase activa en
este caso los catalizadores TiO, y CuO/TiO,/Al,O3 disueltos en etanol, en una celda pequefa de
dos electrodos, en un proceso tipo bach. CuO/TiO,/Al,O; disuelto en etanol teniendo como
catodo CVR de 100 ppp y como anodo una placa de CVR de 100 ppp.

Se aplica un potencial del 4.0 V durante 60 s mediante una fuente de poder (Fhase 50/60 Hz 220
Vac 6w Model :GPR-1820 HD). Posteriormente, se somete a un tratamiento térmico en un mufla
a 550°C (Fisher-Scientific Isotemp programable Muffle Furnace) durante tres horas y media, su
caracterizacion se realizé con un Microscopia Electronica de Barrido y por (SEM) (JEOL6060LV)
acoplado a una microsonda OXSOR vy por Espectroscopia de Difraccion de Rayos X (EDAX).

e Estudio Electrocatalitico
Utilizando como electrodos de trabajo TiO,/CVR y CuO/TiO,/Al,O:/CVR como contraelectrodo
malla de titanio platinizada, y electrodo de referencia Calomel.

» Estudio Fotoelectrocatalitico
Se usaron los electrodos modificados: TiO,/CVR y CuO/TiO,/Al,O:/CVRV [1,4] El sistema se
irradié con luz UV con una lampara de Hg a 350 nm de longitud de onda y se aplica un potencial
constante de 1,3 V vs SCE. La reaccion se llevé a cabo durante 60 minutos y la degradacion de
paracetamol fue seguida por la toma de alicuotas de 1 x 10" dm® cada 10 min.

» Metodos Analiticos

Para el seguimiento de la cinética de degradacién de la materia organica se utilizé la técnica
analitica de HPLC con deteccién UV- Visible con el equipo Liquid Chromatography CC5, Solvent
Deliver Sistem PM80 , UV-Vis Detector UV 116A con columna Altima HPC18 5U fase movil los
solventes metanol, solucién buffer de fosfatos UM a pH 2.6 y Acetonitrilo. con columna Altima
HPC18 5U. El equipo fue un Liquid Chromatography CC5, Solvent Deliver SistemPM80

La determinacién de espectroscopia de UV-Vis se realizé en un espectrofotbmetro Marca Cary
50 Probe UV-Vis Espectrofhotometer las determinaciones se llevaron a cabo en medio acuoso a
A de 254 nm y la determinacién de Carbono Organico Total (COT) a 680°C en un equipo marca
Total Organic Carbon Analyzer SHIMADZU mediante una digestion acida.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los procesos fotoquimicos después de 6 h de reacciébn presenta el siguiente orden de
eficiencia: T|02/H202/UV (80%) > CUO/TlOz/A|203/H202/UV (60%) > UV/Hzoz (20%) Los
procesos electrocatdliticos después de 1 y 2 h: CuO/TiO2/AI203/CVR/H,O, (98%) >
TiO,/CVR/H,0, (90%) > CVR/H,0, (80%) Los proceso fotoelectrocataliticos indica una buena
mineralizacion en 1 h en el siguiente orden: CuO/TiO,/Al,0s/CVR/H,0, / UV (99%) >
TiO,/CVR/H,0,/UV (95%). El estudio cinético demuestra que en todos los casos, sigue una
reaccion de Pseudo primer orden. Los valores de Kap sigue el orden:Fotoelectrocataliticos >
Electrocataliticos > Fotocataliticos > Fotdlisis
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Tabla 1. Compuestos presentes en solucién después de 1y 2 horas de la degradacion de 96 mg/L de
Paracetamol en procesos fotoquimicos y no fotoquimicos, y la formacién de compuestos
intermediarios.

Sistema Tiempo de Paracetamol Acido oxalico, Hidroquinona Benzoquinona Degradacién
Reaccién mg dm= Acido Oxamico mg dm= mg dm= del
[h] mg dm= Paracetamol
%
uv 1 94 No No No 2
2 92 No No No 4
TiO,/UV 1 62.4 No No No 35
2 38.4 <10 <10 No 60
CuOITiO»/Al,05/UV 1 76.8 No No No 20
2 57.6 <7 No <7 40
CVR 1 67.2 <25 No <3 30
2 19.2 <15 No <3 80
TiO,/ICVR 1 10.2 No No <10 80
2 9.6 90
CuOITiO,/Al,O3/CVR 1 1.92 No No No 98
2
TiO,/CVR/UV 1 4.8 No <10 No 95
2
CuO/TiO,/Al,05/CVRIUV 1 0.96 No No No 99
2

CONCLUSIONES

Los Procesos de Oxidacion Avanzada (POAs) son una buena alternativa en la degradacion de
materia organica, utilizando catalizadores como el TiO, y el CuO/TiO,/Al,03, siendo una
aportacion de este trabajo. El sistema con mayor eficiencia fue el sistema TiO,/CVR/UV que
alcanza un 95% de degradacién con un 68% de eficiencia de corriente.En muestras reales, el
sistema CuO/TiO,/Al,O0s/CVR/UV es una buena alternativa para la degradacién de materia
organica.
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RESUMEN

En ese trabajo se realiz6 la bioprospeccion de bacterias sulfato reductoras de un sitio geotérmico, Los
Azufres, Michoacan. Los microorganismos prospectados fueron bacterias sulfato reductoras (BSR),
acidofilas, aerdbicas y anaerdbicas, por medio de las técnicas de Roll Tube agar-semi sélido y medio
liquido. Ademas se extrajo el DNA gendmico de los aislados y se amplificé el gene DNAr 16S por medio de
cadena de polimerasa (PCR). Las técnicas probadas se muestrearon eficientes en la bioprospeccién de las
BSR, sin embargo no se pudo observar el crecimiento celular en medio liquido suficiente para la obtencién
del DNA y amplificacion del gene DNAr 16S, para la realizacion del analisis filogenético de estos aislados.

PALABRAS CLAVES : PCR, BSR, Anaerobiosis, Electroforesis, Roll Tube, Agar Semi-Sdlido.

INTRODUCCION

Las bacterias extremdfilas son mayoritariamente microorganismos procariontes pertenecientes a
los dominios Bacterias y Arqueas capaces de crecer bajo condiciones de estrese quimico, tal
como elevadas temperaturas, ausencia de oxigeno, elevadas concentraciones de metales,
condiciones extremas de pH, entre otros. La supervivencia de los extreméfilos es posible debido
a que sus células tienen componentes y propiedades particulares que les permiten mantenerse
estables en el entorno en el que viven. Algunas de estas propiedades son por ejemplo, la
presencia de enzimas termosensibles, composicion quimica diferenciada de su membrana,
capacidad de sintesis de metabdlitos (enzimas) como resultado de adaptacion al medio en que
viven, etc. Por ejemplo, es conocido que algunos microorganismos termofilos y hipertermdéfilos
poseen enzimas que no se desnaturalizan a altas temperaturas y protegen al ADN para evitar su
degradacion. Estas enzimas, al igual que las que funcionan a bajas temperaturas o a pH
extremos, son conocidas como extremozimas [1]. Estas caracteristicas son muy interesantes en
la busqueda de nuevas tecnologias, y ponen la bioprospeccion de microorganismos extremofilos
como una nueva linea de investigacion cientifica en pleno ascenso en la actualidad. Para tanto,
es necesario acceder los microorganismos aislados, con la finalidad de estudiar con mayor
detalle su maquinaria bioquimica y fisiol6gica, y posteriormente su aplicacidn biotecnolégica, sea
el microorganismo per se o alguno de sus productos. La bioprospeccion consiste exactamente
en esta basqueda.

Se ha observado por técnicas de metagenomica que los microorganismos son omnipresentes en
todos los ambientes estudiados el planeta, sin embargo tan solo una fraccion muy pequefa del
orden de 1% se ha cultivado en laboratorio. Esto se debe principalmente por nuestra incapacidad
de simular el microambiente ideal para el aislamiento de estos. La dificultad de aislar los
microorganismos es aun mas dificil para los microorganismos extremdfilos. Para el aislamiento
de los microorganismos anaerébicos se puede utilizar por ejemplo, la técnica del Roll-Tube, que
data de los anos 60, pero aun es muy utilizado y muy eficiente sobre todo para el aislamiento de
los anaerdbicos restrictos.

El método del Roll-Tube es una técnica que consiste en preparar un tubo con una delgada tapa
de agar rodeado por una atmosfera de gas libre de oxigeno. La muestra se inocula mientras que
se rota el tubo, produciendo la delgada capa de agar, sobre la cual se desarrollaran las colonias.
Para certificar la anaerobiosis, se utiliza tampones impermeables a gases [2]. Después de un
periodo de incubacion, las colonias (que crecen en esta capa) son facilmente recolectadas, con
auxilio de una aguja estéril e inoculada en medio liquido- anaerébico.

Otra técnica también utilizada en la bioprospeccion de los microorganismos anaerobicos es la
siembra en agar semi-solido (reducido y anaerobico), también mantenido en atmosfera
anaeroébica. En esta técnica, se hace la inoculacion con el agar todavia fluido, y las colonias que
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crecen dentro del agar son aspiradas, con auxilio de una jeringa y aguja estéril e, inoculada en
medio liquido- anaerdbico. Una vez obtenido el aislado, ese es crecido en medio liquido, para
posteriormente obtener un precipitado de células. De esto, se extrae el DNA gendémico y el
fragmento del gene DNAr 16S es amplificado por medio de una reaccion de cadena de
polimerasa (el PCR) [4].

El objetivo de este trabajo fue aplicar técnicas tradicionales de cultivo, el Roll-tube, para aislar
microorganismos anaerébicos (procariotas sulfato reductores) de un sitio extremo en México. Se
utilizé en ese trabajo muestras colectadas del sitio extremo, el SPA Los Azufres, ubicado en el
sitio geotérmico Los azufres, Michoacan.

MATERIALES Y METODOS

Medio de mineral minimo (MMM)- Se utilizo como medio de cultivo un medio mineral preparado
a partir del agua del sitio esterilizado tres veces en autoclave (a 121<C por 2h) con intervalos de
24 h entre cada esterilizacién. Esa agua, antes de usar fue filtrada (0.25 um de malla).

MMM para cultivo de las bacterias anaerébicas  —Para preparar 100 ml de medio BSR se
necesito 0.05 ml de glicerol (1M), de lactato (1M), de piruvato (1M), de acetato de sodio (1M) y
extracto de levadura (1M), 0,0003g de rezasurina, 95 ml de agua del sitio (previamente
esterilizada 3 veces cada 24 h., por 2h en autoclave). Se esterilizé nuevamente y se desgasifico
usando Nitrégeno. Una vez que ya estaba frio, se le agreg6 0.1 ml de Fe,SO, (1 M), 0,1 mL de
dithionite, 0,1 mL de metales traza y 0,1 mL de vitaminas.

MMM para cultivo bacterias aerobicas (medio BSR) -  Para preparar 250 ml de medio para los
microrganismos aerébicos oxidadoras del Azufre, se pesa la cantidad necesaria para tener una
concentracion final de 20 Mm de tiosulfato, y la cantidad de carbonato para tener una
concentracion final de 0.5 g/L. Estos son agregados al 250 ml de MMM (previamente esterilizada
3 veces, cada 24 h., por 2h en autoclave), y se esteriliz6 nuevamente. Una vez que ya estaba
frio, se le agregd 0.1 ml de metales traza y vitaminas en la misma cantidad.

Muestreo e Inoculaciéon — Muestras superficiales de un tapete microbiano (observado en el Spa
“Los Azufres”, Michoacan) fueron colectadas con auxilio de espatula metdlica estéril, y
almacenadas directamente en frasco de vidrio, también estéril. Se mantuvo las condiciones de
esterilidad con auxilio de un mechero. Para mantener las condiciones de anaerobiosis, se lleno el
frasco con agua del sitio, y se tapo con tapones de butil. Se colocaron las muestras en una
hielera y se la transporto al Laboratorio. En laboratorio, se utilizé 1 ml de la suspensién de esa
muestra como inéculo para 5 ml de medio de cultivo especifico para el aislamiento de las
bacterias anaerdbicas sulfato reductoras 0 5 mL de medio para el cultivo de las bacterias
litotroficas aerobias del ciclo del azufre, describas arriba. Se dej6 incubar a temperatura
ambiente hasta observacion de precipitado negro, o de turbidez (aproximadamente 1 mes). De
esa muestra se realizo un primero repique, es decir, se tomo 1 mL de ese como pre in'oculo para
9 mL de medio recion hecho, y se dejo incubaba por mas un mes, o hasta la observacion de
crecimiento microbiano (de precipitado negro, o de turbidez). Se tomo una alicuota para
observacién al microscopio éptico (con 1000x de aumento), y se inicio el aislamiento por medio
de Roll-Tube y agar-semisolido, para las bacterias anaerébicas, o dilucion seriada para el
aislamiento de los microorganismos aerébicos.

Aislamiento por Agar semi-sélido  — Se pes0 3 g de agar bacteriano, se lavo (con agua
destilada), y se afor6 en 100 ml con agua destilada. De estos, se tomo una alicuota 7 ml para
frascos de penicilina (de 25 mL), los cuales se taparon con tampones de butil, se sellaron, y se
esterilizaron en autoclave. Una vez que salieron del autoclave e, aun calientes, se desgasificarén
agregando N, Se le adicioné 10 ml de medio de cultivo BSR y 1 ml del pre-indculo. Al siguiente
frasco, se le puso 10 ml del medio BSR y 1 ml del frasco anterior, de modo a obtener diluciones
seriadas/]

Aislamiento por Roll Tube - Para esta técnica también se usaron frascos de penicilina de 20
ml en los cuales se les agrego 0.2 g de agar bacteriolégico (pre-lavado) y 5 ml de medio de
cultivo BSR; Se esterilizé, se desgasificé con N, y se inocularon con diferentes volumen del
indculo (500 pL, 300 uL, 200 uL, 100 pL, y 50 uL). Después de la adicion del inéculo, se rollaron
los frascos en bafio de hielo/agua hasta su solidificacion.

Los frascos de ambas técnicas de pusieron a incubar en frasco herméticamente cerrados y en
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temperatura ambiente. Al se observar microcolonias aisladas (puntitos negros) se pas6 a medio
BSR liquido y se dejo a crecer por 20 dias, se precipitaron las células (5 min. a 8000 rpm) y se
realiz6 la PCR directa sin extraccion de DNA con los oligonuclidos 8F y 907R para la
amplificacion del gene ARNr 16S.

Figural - Alaizquierda sistema de distribucion de los gases, a la derecha, frascos de roll tube

Aislamiento en medio liquido - Para esta técnica se utilizaron 150 tubos de ensaye para cada
muestra a los cuales se les agrego 900ul de medio para microorganismos aerébicos litotréfico.
Estos tubos se enumeraron del -1 al -50 (en triplicado). Al primer tubo se le agrego 100 pl de la
muestra del segundo enriquecimiento, en condiciones de esterilidad a un tubo de ensaye con
900 pL del medio oligotrofico, y se agitd para homogenizar la muestra. De esa dilucion se tomo
100 pL para vaciarlo a otro tubo de ensaye con 900 pL del medio litotréfico. Se repitio el proceso
hasta la dilucion de -50. Los tubos se incubaron a temperatura ambiente por 30 dias o hasta la
observacion de tubidad.

Extraccion del DNA - El precipitado de células se extrajo el DNA genémico por medio de
técnica tradicional de Tsay y Grifft, adaptado por Brito et al, 2010. Esta se basa en tres etapas, la
primera consiste en un tratamiento enzimatico y quimico con 4 pL de lisozima, 4 plL proteinasakK
y 4 uL de acromopeptidasa, y 20 pL SDS 10%. Después de se incubar (en bafio maria por 10
min. a una temperatura de 37 C) y por 10 m. a 60 ° C, se realiz6 la eliminacién de la fraccion
proteica (con fenol, cloroformo y alcohol isoamilico). Por fin se precipité el DNA con acetato de
sodio 3M y etanol 75%.

Amplificacion del gene DNAr 16S - Se probd amplificar el fragmento gene DNAr 16S
realizando un PCR directo a partir de la colonia, utilizando los oligonuclidos universales 8F y el
926R. Las condiciones reaccionales fueron: 30.25 uL de H,O DNasa free; 5 uL de buffer taq.
10X; 5 yL dNTP (0.2mM); 2.5 uL del oligonuclido 8F (10 puM) y 2.5 uL del oligonuclido 926F (10
pUM), 4 uL de MgCl, y 0.25 pL de Taqg polimerasa (Fermentas®). Ese mismo se prob¢ este
protocolo con 0.5 pL del DNA extraido. En todas las PCR se adicion6 una muestra positiva (DNA
de E.coli) y una muestra negativa (0.5 yL de agua en lugar de ADN). Las condiciones de la PCR
consistieron de un calentamiento inicial a 94°C por 5 min, seguidos de 35 ciclos de amplificacion,
que consistio de un calentamiento inicial (a 94°C por 30s.) para la desnaturalizacion del DNA,
después se alinearon los oligonucleétidos (52°C por 30 s) y por fin, la elongacion del fragmento
(72°C por 60 s). Al final de los 35 ciclos, se aplicé un calentamiento adicional a 72°C por 10 min.
Para comprobar que funcioné la PCR se realizé una electroforesis.

Electroforesis — Se pes6 0.5 g de agarosa y se diluyé en 50 ml con TAE 1X, y se coloc6 en 30 s
0 en microonda (o hasta que se diluyera completamente). Una vez bajando la temperatura se
agreg6 5 uL de Bromuro de Etidio (el marcador fluorescente en luz UV), y se preparo el molde.
En cada pozo se agrego 1 yL de tap6n de carga y 5 uL de la muestra (de DNA o del producto de
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PCR); en un de los pocos se puso 1 yL de marcador de tamafio. Se sometié a un corriente de
80Volts por 30 m., y se observo en al transluminador con luz UV.

RESULTADOS Y DISCUSION

El aislamiento de los microorganismos anaerobicos con la técnica de Roll tuve se mostro exitosa
ya que se pudo observar formacion de precipitado negro (Figura 2), que es indicativo de la
reduccion del Fe,SO, sugiriendo el crecimiento de BRS. La observacion de algunas de esas
colonias por microscopia Optica se verificé que tenian morfologias celulares que variaban de
bacilos a coco-bacilos.

Figura 2 — Muestras del Roll-Tube y Agar semisdlido para su aislamiento.

Se suspendid estas colonias en medio liquido y se incubd por 15 dias para la obtencion de un
precipitado de células (centrifugacion a 10000rpm a 15 min.). El precipitado de las células de
esos cultivos fueron despreciables, por lo que se adicioné 5 ml de medio recién hecho para
estimular el crecimiento, y de esa forma obtener mas precipitado celular. Asi mismo, se realiz6 la
PCR de esas muestras, y no se obtuvo amplificacion. Es importante enfatizar que en todas las
reacciones de PCR se adicioné una muestra positiva (DNA de E.coli) y una muestra negativa, a
partir de las cuales se conformaba que la reaccién de PCR ocurriera bajo las condiciones
utilizadas, y que no habia contaminacion de los reactivos.

Respecto al aislamiento de los microorganismos litotréficos aerdbicos, inicialmente ibamos hacer
el aislamiento en medio solido (placas de petri con agar bacteriano, hasta 30%), pero,
desafortunadamente el medio so solidificava. Por eso se resolvié intentar el aislamiento por
dilucién seriada, hasta extincion completa. Adicionalmente también se ira probar la técnica con
diluciones en microplaca (100 pL de inoculo para 900uL de medio de cultivo).

CONCLUSIONES

Se logro condiciones de cultivos propicias al desarrollo de BSR, tal como, condiciones de
anaerobiosis restrictas (confirmada por la ausencia decoloracién roseo del medio) y de los
precipitados negros, tipicos del Fe reducido, ademas del olor tipico de H,S en el medio producto
de la reduccién del sulfato (NOX del S +6) en sulfuro (NOX -2). Ademas, también obtuvimos éxito
en la técnica de cultivo de Roll tuve. Sin embargo no se logré amplificar el gene DNAr 16 S,
probablemente por falta de tiempo para que las bacterias pudieran se desarrollar en los cultivos
liquidos. A la continuacién, para finalizar ese trabajo, se extraera el ADN de los aislados y se
hara un estudio filogenético de los mismos.

Respecto los microorganismos litotréficos se continuaran las pruebas de aislamiento por diluicion
seriadas (tanto en volUmenes mayores como en microcultivos), para posteriormente realizar la
obtencién del ADN y estudio filogeneticos de estos microorganismos.
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REMOCION BIOLOGICA DE FQSFORO PRESENTE EN AGUAS
RESIDUALES DE UNA QUESERIA EN UN REACTOR DISCONTINU O
ANAEROBIO / AEROBIO

Lazaro Arellanes Nicolads, German Cuevas Rodriguez, Arodi Bernal Martinez,Elcia Margaret
Souza Brito, Sergio Antonio Silva Mufioz

ABSTRACT

Today it is necessary to reuse the water from industrial and domestic processes that exist in the country,
which is why they conducted research and experiments on the recovery of phosphorus in Wastewater from a
business dedicated to the cheese production, obtaining as a byproduct whey, which was characterized and
investigated for carrying out the recovery of phosphorus and residual effluent treatment. The wastewater
characterization was carried out using HACH techniques and the Mexican Official Standards. The research
was carried out in a batch reactor. The operating cycle was handled anaerobic twelve hours, and twelve
hours aerobic (air supply). The system was monitored 24 hours measured at different times of day
parameters such as pH, conductivity, dissolved oxygen, DQOt, SCOD, and phosphates, carrying a nutrient
absorption and excretion with the appropriate parameters for operation .

Keywords: phosphates, bioprocess, batch reactor, aerobic process, anaerobic process, removal of
nutrients

RESUMEN

Hoy en dia es necesario reutilizar el agua que proviene de los procesos industriales y domésticos
que existen en el pais, es por ello que se llevd a cabo la investigacion y experimentacion sobre la
recuperacion de fosforo en el Agua Residual proveniente de un comercio dedicado a la
produccion de quesos, obteniendo como un subproducto el suero de la leche, que fue el que se
caracterizo y se investigd para llevar a cabo la recueperacion del fésforo y tratamiento del
efluente residual. La caracterizacion del agua residual se llevé a cabo utilizando las técnicas
HACH vy las Normas Oficiales Mexicanas. La investigacién se llevd a cabo en un reactor
continuo. El ciclo de operacién manejado fue de doce horas anaerobio, y doce horas aerobio
(suministro de aire). El sistema se control6 las 24 horas midiendo en diferentes horas del dia los
parametros tales como el pH, la conductividad, la cantidad de Oxigeno disuelto, DQOt, DQOs, y
fosfatos, llevando una excrecion y absorcidon de nutrientes con los parametros adecuados para
su funcionamiento.

Palabras Clave: fosfatos, bioproceso, reactor discontinuo, proceso aerobio, proceso anaerobio,
remocién de nutrientes.

INTRODUCCION

El fésforo es un elemento esencial para la vida biolégica de los organismos sencillos como
para las estructuras que tienen componentes mas complejos , ya que este llega a formar parte
de distintos constituyentes celulares como por mencionar la membrana citoplasmica y parte del
ADN, las enzimas transferasas ADP y ATP que almacenan o transfieren energia pasando de una
forma a otra y las enzimas polifosfatasas-kinasas, que pueden almacenar o restituir los
polifosfatos.

El fésforo aparece como fosfato en las aguas residuales adoptando las siguientes formas:

« Ortofosfatos (PO4)™2 : precipitan facilmente (proceden de los vertidos o de la
degradacion en el proceso del tratamiento de los polifosfatos organicos o inorganicos)

108

© 2013 Aplicaciones en Bioingenieria Ambiental
ISBN: 978-607-441-276-5



Primer Simposio Internacional de Bioingenieria Ambiental 4, 5y 6 de septiembre de
2013

e Polifosfatos (P,0-): organicos o inorganicos pueden degradarse a ortofosfatos o
permanecer inertes y a su vez pueden estar en suspension o en solucion mas o
menos sedimentable.

El proceso que se llevd a cabo la investigacion para la remocién de nutrientes surgié a partir de
un proyecto del CONACYT en conjunto con la empresa para poder llevar a cabo el tratamiento
del suero lacteo que proveia de la empresa de elaboracién de productos derivados de la leche
con el fin de aprovechar los nutrientes o el residuo del mismo, y asi reutilizar el agua tratada para
otro tipo de proceso, para ser una empresa limpia, con la generacién minima de residuos y
ecolégicamente sustentable con el medio ambiente.

Para llevar a cabo dicho proceso se tomé un volumen determinado de suero a la salida del
efluente cuando se hacia la descarga diaria del proceso productivo, se tomaron varias muestras
en diferentes periodos a la misma hora, esta no resultd con las mismas caracteristicas, debido
al cambio de periodo de tiempo y al almacenaje que tenia la anterior muestra, pero al ser
alimentado el sistema con el nuevo suero la caracterizacion variaba pero en un porcentaje
pequefio, a comparacion con el resto de los dias. El proceso de eliminacién en la concentracion
de los nutrientes se menciona a continuacion:

El proceso de eliminacién biol6égica de fosforo fue ciclico, donde un grupo de bacteria se
encargan de excretar o absorber el fésforo, siendo un sistema con condiciones anaerobias y
aerobias. Las bacterias responsables de la eliminaciéon de fésforo son las Acinetobacter, o
también llamadas acumuladoras de polifosfatos. Para que haya un nivel inferior de fésforo en la
descarga del agua, hay que eliminar mas cantidad de fésforo de aquel que se necesita para la
sintesis de las células y su funcionamiento.

En la fase anaerobia, las bacterias que intervienen en la eliminacion de fésforo usan sus
reservas intracelulares de polifosfatos como energia y almacenan sustratos organicos simples,
como los acidos grasos volatiles, permitiendo la liberacion de fosforo en la fase anaerobia. En la
fase aerobia, las bacterias usan sus reservas de carbono como fuente de energia y acumulan
mas fosforo que el liberado en la fase previa, almacenando este elemento. Al término de esta
fase, la biomasa rica en fésforo se debe retirar para completar el proceso de eliminacion
biolégica de fésforo.

OBJETIVO

Disminuir la concentracion de nutrientes en exceso tales como los fosfatos presentes en el
agua residual generada a través del proceso de elaboracién de productos lacteos, obteniendo un
subproducto: el suero lacteo, para asi descargar a las aguas nacionales

Tratamiento del suero lacteo para reutilizar el producto obtenido en otros procesos
industriales o dentro del mismo comercio, o bien para el riego de cultivos o lavado de
magquinaria, equipo u otros aparatos implicados en procesos.

Recuperacion de nutrientes dentro del tratamiento del agua residual para su posterior
aprovechamiento en la fabricacién o produccién de alternativas para el cuidado del suelo o los
cultivos como lo son los fertilizantes.

METODOLOGIA

El sistema que se utilizé para la eliminacion biologica de fésforo, fueron 3 reactores que se
programaron con timers en un sistema automatico que consisitia en 12 horas de agitacion, al
término de este iniciaba las bombas de oxigenacion 12 horas hasta completar un ciclo de 24
horas, con una hora de sedimentacion para el recambio y la toma de muestras al inicio y final del
periodo.

El volumen que se eligié para los sistemas fue de 3.5 | para cada uno, el blanco se alimentd
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con aguas residuales (agua de rio) y lodos activados de la planta de tratamiento, los sistemas
trabajando las 24 horas continuas, com 11.5 horas anaerobias y 11.5 horas con aireacion y una
hora de sedimentacion

El reactor O, (blanco) se tom6 de muestra para el correcto funcionamiento de los otros dos, el
reactor 1, se alimenté con agua residual del rio y con un agua residual de una planta de
tratamiento y el reactor 2 se alimentd con los lodos activados de la planta de tratamiento y el
suero lacteo proveniente de com queseria del municipio de Silao, Guanajuato.

Para realizar el recambio del agua residual y la mezcla con el suero se realizé el célculo
basado en diferentes cargas organicas pero a mismo volumen con los valores obtenidos de
DQO, el volumen total, el tiempo de reaccién y los solidos totales, obtendiendo el resultato de
llenado que tuvo que hacerse cada 24 horas para el crecimiento de las bacterias y
microorganismos para la eliminacion biolégica de fosforo, el calculado ideal para el recambio
fueron 0.2 | cada 24 horas.

La primera muestra se tomo al tiempo cero para ver las caracteristicas de los lodos, después
de 12 horas, justo antes de terminar la fase anaerobia, y al término de la fase aerobia (a las 24
horas). Com el ciclo No. 2 se realizo el primer recambio, com el respectivo suero, los lodos vy el
agua de rio a cada reactor diferente, igualmente se tomaron muestras cada 0, 12 y 24 horas com
sus respectivas fases para medir DQOt, DQOs, P-PO4, pH, conductividad, Oz, SST, SSFy SSV
para ver su comportamiento y adecuar las condiciones para la eliminacién de fosfatos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 1. Gréfica

aerobia en un mes

de

comportamiento de excrecion del
fésforo en las fases anaerobia/

Figura 2. Cinética

Eerc el 171 -~ :
Wiisigg 1, 5-m=r-p0s periodo de 24 horas

de

comportamiento de fésforo en las
fases anaerobia/ aerobia en un

En la figura 1 se puede observar el comportamiento de un periodo de un mes aproximadamente
de la excrecion y absorciéon del fésforo con las condiciones de operacion de los parametros
medidos en periodos de 12 horas, los muestres se hicieron a las 0, 12 y 24 horas, obteniendo
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resultados favorables de acuerdo al comportamiento deseado y estudiado anteriormente,
mostrando una libreacion de fosfatos y acumulacién intracelular al final de la fase aerobia,
indicando que el proceso con las condiciones controladas y manejadas se notaron buenos
resultados.

En la figura 2 se muestra la cinética de comportamiento de 24 horas de la eliminacion de fosforo,
las primeras doce horas se ve como incrementa la cantidad de fosfatos presentes hasta llegar al
punto maximo en el término de la fase anaerobia, el pH disminuye un poco, pero se mantiene
casi totalmente neutro, las concentraciones de los sélidos totales se mantienen constante
variando un poco, cuando empieza la aireacion el pH incrementa sus valores, los sélidos se
mantienen constantes, y los fosfatos empiezan a disminuir lentamente, hasta mostrar una
disminucién menor a la inicial, teniendo un comportamiento adecuado con las condiciones
monitoreadas, la DQOt es otro parametro importante que mostraba resultados que variaban un
poco , aumentando o disminuyendo pero se manejo dentro de un rango de valores determinado.

CONCLUSIONES

La EBF se llevé a cabo de manera adecuada, las condiciones fueron adecuadas para que los
sistemas efectuaran la remocién de fosforo y el sistema se mantuviera constante, ademas del
recambio diario, algunos parametros como el pH variaban mucho al principio pero se lograron
adaptar a las condiciones y el oxigeno disuelto es un factor que hasta ahora falté para que el
reactor trabajara en condiciones mas Optimas pero sigue siendo parte de la investigacion y
mejorar en la excrecién y recuperacién de los nutrientes.
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SOLIDOS URBANOS (RSU) EN UN REACTOR HIiBRIDO CON BIO MASA EN
SUSPENSION Y FIJA
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RESUMEN

El crecimiento demografico y la modificacién de las actividades productivas han rebasado la
capacidad del ambiente para asimilar la cantidad de residuos que genera la sociedad [1]. La
disposicion de residuos solidos urbanos en un sitio no controlado, controlado o en un relleno
sanitario es una practica muy comun. Sin embargo, la percolacién de lluvias, las reacciones
fisicoquimicas y bioquimicas y el contenido de humedad de estos residuos, contribuyen a la
formacion de lixiviados [2]. Los lixiviados son considerados uno de los tipos de agua residual con
mayor impacto ambiental [3], una de las razones principales es su alto contenido de nitrdgeno.
La descarga de lixiviado crudo en un cuerpo de agua superficial acelera el crecimiento de algas
por su alto contenido de nutrientes, lo cual reduce el oxigeno disuelto en los cauces de agua, y
causa efectos toxicos en la vida acudtica circundante [4]. El objetivo de la investigacion fue
evaluar la tratabilidad de los lixiviados provenientes del sitio de disposicion final de RSU de la
ciudad de Guanajuato aplicando un sistema bioldgico. El sistema esta conformado por un reactor
anoxico y un aerobio (Configuracion Ludzack-Ettinger modificado) con medios méviles para la
remocion de nitrdgeno mediante nitrificacién-desnitrificacién. El volumen total fue 50 litros y el
medio de soporte fue el Kaldnes®, K1; con area superficial de 2.92 m. El sistema se aliment6
con una mezcla lixiviado-agua residual al 5%, manteniendo una carga organica de 0.43 a 0.6 Kg
DQO/m®edia y tiempo de retencion hidraulico de 10 dias. El sistema se operé durante 120 dias y
los resultados obtenidos muestran remociones de Nyl Y N-NHj3 de 67% y 97%
respectivamente, ademas de DBO, DQO y SST, de 95%, 50% y 90%, respectivamente.

Palabras clave : Tecnologia aerobia , Nitrificacién-desnitrificacion, Lodos activados, Biopeliculas
INTRODUCCION

El crecimiento demografico y la modificacién de las actividades productivas han rebasado la
capacidad del ambiente para asimilar la cantidad de residuos que genera la sociedad [1]. La
disposicion de residuos solidos urbano (RSU)s en un sitio no controlado, controlado o en un
relleno sanitario es una practica muy comun. Sin embargo, la percolacion de lluvias, las
reacciones fisicoquimicas y bioquimicas y el contenido de humedad de estos residuos,
contribuyen a la formacion de lixiviados [2].

Los lixiviados se definen como el efluente acuoso generado como consecuencia de la
percolacién del agua de lluvia a través de residuos, la cual arrastra el agua liberada de la
descomposicién de los mismos, asi como materiales presentes en el medio. Se caracteriza por
contener altas cantidades de materia organica (principalmente acidos himicos), asi como
nitrégeno, metales pesados, compuestos organicos clorados y sales inorganicas, entre otros [5].
En el caso de la disposicion de residuos sélidos urbanos los lixiviados de un son considerados
uno de los tipos de agua residual con mayor impacto ambiental [3] devido a su alto contenido de
nitrégeno y la descarga de ese en un cuerpo de agua va, entre otras cosas, causar efectos
toxicos en la vida acuatica circundante.

Los tratamientos mas cominmente usados para el tratamiento de los lixiviados se basan en
proceso fisicoquimicos o biolégicos o bien la combinacion de éstos para lograr mejores
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resultados, sin embargo los métodos biolégicos son preferibles debido a su sustentabilidad. Una
alternativa, para el tratamento de eses lixiviados son la utilizacion de sistemas hidridos, en el
cual, se puede utilizar un sistema biolégico de alta capacidad con biomasa suspendida y fija
simultdneamente, en el mismo sistema. En ese, un pequefio medio suspendido es usado
frecuentemente como soporte para el desarrollo de la biopelicula, incrementando la
concentracion de biomasa en el reactor. Por otra parte, el tiempo de retencion de sélidos (TRS)
es mayor para la biomasa adherida que para los flocs en suspensiéon. Esto hace posible el
crecimiento de microorganismos nitrificantes preferentemente adheridos al soporte [6]. El
objetivo de la investigacion fue evaluar la tratabilidad de los lixiviados provenientes del sitio de
disposicion final de RSU de la ciudad de Guanajuato aplicando un sistema biolégico.

METODOLOGIA

Sistema experimental . El sistema (Figura 1) estda conformado por un reactor anéxico y un
aerobio (Configuracion Ludzack-Ettinger modificado) con medios moviles para la remocion de
nitrdgeno mediante nitrificacion-desnitrificacion. El volumen total fue 50 litros y el medio de
soporte fue el Kaldnes®, K1; con area superficial de 2.92 m® El sistema se encuentra
conformado por: un tanque andxico de 18 L agitado, el cual alimentava el sistema con la mezcla
de lixiviados-agua residual; posteriormente, la mezcla pasa al reactor aerobio de 32 L, ese posee
los medios de soporte y un difusor de aire, para la nitrificacion y oxidacion de la materia organica;
Se utilizé una bomba peristaltica para recircular al reactor anéxico y permitir la desnitrificacion;
finalmente el efluente se extrajo del reactor aerobio, para realizar las pruebas de calidad.

md9-ol= Resumen Residucs, Fernanda (1) - Microsoft Word (Error de activacion d productos) [
Iido | Insetar  Disefodepsgina  Referencas  Comespondenca  Revisar  Vista - @

. o ) " = # Buscar -
B TimesNewRom ~ 1T | A A" | Ax 20 | pasbcene| aaBbC AAND | 4asbee. aosbcen masbeene aasbcene = 'Ai&i

2, Reemplazar

- TNomal | Titulo1 Titulo Subtitulo  Enfasis  Textoenn.. TParrafo.. - Cambiar
7 estilos - | by Seleccionar v

N K|S - abe % x° -

Pegar
3 copiarformate

ortapapeles Fuente Estilos Edicion

R S T TR T

Comprosor (@)

Recirculacion

(2)
(3)

=
&
&
&
gy
it
i
o

595

&

o.0aaied

N ——
£ G f———] INFLUENTE
s Tem

EFLUENTE Reactor Aercbio Reactor anéxico

Figura 1. Sistefna experimental

5 2.2.Medios de soporte

Fagina: 3 de9 | Palabras:2,245 | <  Espariol (México) IEEEEER e 3]

Bl=/ojel=|a/e/®[0] S

z

o

¥
+

Figura 1. Configuracion del Reactor experimental: tanque andxico (18 L) agitado donde se
aliment6 la mezcla de lixiviados-agua residual (1); reactor aerobio (32 L) con los medios de
soporte (2) y con un difusor de aire (3), bomba peristéltica (4); tanque del efluente.

Medios de soporte. Los medios de soporte se incorporaron para tener mayor area de
crecimiento de biomasa y desarrollo de zonas aerobias-anéxicas y asi favorecer el proceso de
nitrificacion-desnitrificacion. Se emplearon 4935 medios de soporte (Kaldnes ®, K1) con un area
superficial total aproximada de 2.92 m”.
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Inoculo y arranque del proceso. El inoculo para el arranque del proceso fue recolectado de la
planta de lodos activados para el tratamiento de las aguas residuales de la ciudad de
Guanajuato. Durante el arranque se inocularon lodos en los reactores para tener una
concentracion inicial de biomasa de 3,000 mg/L de SSV. El sistema se aliment6é con una mezcla
agua residual/lixiviado (5%) ya que el lixiviado crudo es muy toxico por las caracteristicas
fisicoquimicas que este presenta.

Caracteristicas del agua residual y lixiviados. El agua residual para la mezcla utilizada fue
agua residual doméstica cruda recolectada después del pretratamiento (Desarenador-Tamiz
estatico) en la misma planta donde se recolecto el indculo. Las caracteristicas principales de esta
agua residual fueron: 550 mg/L de DQOo, 49 mg/L de NTotal y 7.1 mg/l Pryy. Los lixiviados
fueron colectados en el sitio de disposicién final de RSU de la Ciudad de Guanajuato. Las
caracteristicas principales del lixiviado se pueden observar en la tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacién de lixiviado

Pardmetro Concentracién Pardmetro Concentracion
Sélidos Totales (ST) 100.94 g/L Alcalinidad 3.41 g/L CaCO;
Solido Volatiles totales (SVT)  33.97 g/L CoT 31,000 mg/L C
Sdlido Fijos totales (SFT) 66.97 g/L DQO total 85,000 mg/L O,
Solidos suspendidos (SST) 10.64 g/L DQO soluble 75,000 mg/L O,
Conductividad 111,000 puS/cm Nitrogeno total 3350 mg/L N

pH 8.4 Nitrogeno amoniacal 265 mg/L N-NHs
Color 283,750 U. Pt-Co  Fésforo total 545 mg/L PO,

Condiciones de operacion. El sistema se alimenté de manera continua con una mezcla
lixiviados-agua residual al 5% y se opero asi durante 135 dias. El caudal de alimentacion (Q) fue
de 5 L/dia y se recircul6 con una tasa de 10Q. El tiempo de retencion hidraulico (TRH) fue de 10
dias. La carga organica volumétrica fue de 0.55 +0.1 Kg DQO/m**dia. Los puntos de muestreo
fueron: Influente (mezcla agua residual/lixiviado), efluente (salida del reactor aerobio). La
temperatura promedio fue de 19.8 1.8 C, pH promed io de 8.2+0.3 y 8+0.3 en el reactor andxico
y aerobio respectivamente, mientras que las concentraciones de oxigeno disuelto fueron de
3.4+0.6 y 0.2+0.3 en el reactor aerobio y andxico respectivamente.

Métodos analiticos . Los parametros fisico-quimicos determidnados fueron el N-NH,;, N-total,
DQO, DBOs, O, y temperatura, a través de los métodos de Hach y métodos normalizados para el
andlisis de agua y aguas residuales [4]. La demanda biologica de oxigeno (DBOs) se determind
con las botellas OxiTop®. El oxigeno disuelto y temperatura con el Hach senslION6 Dissolved
Oxygen y el pH con el 350 pH meter Jenway.

RESULTADOS

Después de las 2 semanas de aclimatacién con agua residual doméstica se alimento el sistema
durante 135 dias continuos con la mezcla de lixiviados agua residual. En la Tabla 2 se resumen
las concentraciones medias de los parametros de calidad evaluados al final del experimento, asi
como los limites que marca la normatividad mexicana.

DQO total y soluble. Las concentraciones de DQO total en el influente fluctuaron entre 4350 y
6960 mg/L O, y en el efluente de 4300 a 3350 mg/L, la remocion de DQO total se empezo a dar
en la tercer semana y se incrementd paulatinamente hasta lograrse un 50% de remocion. No
hubo diferencia notoria entre las concentraciones de DQO total y soluble, lo cual sugiere poca
cantidad de materia organica y, en cambio, se ha observado gran concentracion de sales y otros
compuestos recalcitrantes. La remocion de DQO soluble resulté baja, las diferencias en el
influente y efluente fueron poco notorias y no se noté una tendencia clara en cuando a los
porcentajes de remocién logrados, ya que al final de la experimentacion sélo se logré un 13 £8 %
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de remocién. A partir de la semana 10 se evalud la concentracién de DBO y se encontraron
valores de DBO en el influente de 1150 mg/L O, y de 60 mg/L O, en el efluente lo que indica un
97 +2 % de remocién.

Tabla 2. Parametros de calidad evaluados al final del experimento, y comparacion con los limites
maximos permisibles (Para estos parametros) segun la NOM-001-SEMARNAT-1996.

Parametro Influente Efluente % NOM-001-
(media) (media) Remocion SEMARNAT-1996.
*)
DQO (mg/L O5,) 5550 +670 3949 +244 50 +3 N.A
DBO (mg/L O ) 990 +152 35 +22 97 £2 200
N total (mg/L N) 297 +99 205 +26 62 5 60
Namoniaca (M@/l NH 3- 39.7 +8.8 1.5 +0.9 98 +1 N.A.
N)
SST (mg/L) 1889 +881 218 +54 92 +3 200
P total (mg/L P) 24.6 +0.7 7 +4 83 +10 30

La relacibn DBO/DQO fue de 0.18 lo cual indica una muy baja biodegradabilidad. Los
tratamientos convencionales con relaciones de DBO/DQO pequefias que van de 0.2-0.3,
requieren de largos tiempos de retencion hidraulica [2], de 25 a 45 dias para alcanzar
remociones de DQO de alrededor de 63%.

Eliminacién de compuestos nitrogenados. La configuracion Ludzack-Ettinger modificado [7] y
la incorporacion de los medios de soporte para biopeliculas se hicieron con el objeto de
favorecer el proceso de eliminacion bioldgica del nitrégeno.

Nitrégeno total. Los porcentajes de eliminacion durante la mayor parte de la experimentacién
fueron bajos (19 y 14%), sin embargo a partir del dia 74 se dieron incrementos significativos. Los
lodos no fueron drenaron, por lo cual el alto tiempo de retencién de sélidos pudo favorecer el
desarrollo de microorganismos desnitrificadores [2].

La tasa de desnitrificacion se ve afectada directamente por la fuente de carbono [8], se ha
reportado que con relaciones de DBOs/N=4.1 se logran remociones de N de hasta un 80%,
mientras que con una relacion de 0.5 la eliminacion de N se ve drasticamente afectada [8]
reduciéndose hasta un 36%. En esta investigacion la relacion promedio fue de 2.9 lograndose
una remocion de 69%, sin embargo las concentraciones en el efluente aln son altas (185 mg/L
N). La alta tasa de recirculacion aplicada debido a las elevadas concentraciones de N, pudo
afectar también el proceso de desnitrificacion debido a la introduccion de O, al reactor anoxico,
se ha reportado que la capacidad de desnitrificacion se reduce un 35 % cuando la concentracion
de OD en el reactor anéxico alcanza un valor de 0.09 mg/L [9], [10].

Nitrégeno amoniacal. La eliminacién de nitrdgeno amoniacal se dio de manera favorable casi
desde el inicio del proceso. Las concentraciones en el influente variaron desde 26 a 50 mg/L N-
NH,, estas concentraciones no representaron problemas, puesto que la inhibicién de la oxidacién
de amonio a nitrito se inicia con concentraciones de150 mg/L N-NH," [10], tampoco hubo caidas
de pH. Las concentraciones logradas en el efluente variaron de 2 a 0.9 mg/L N-NH,4, con un
porcentaje de remocion del 97%.
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CONCLUSIONES

La complejidad del lixiviado debida a su baja biodegradabilidad (DBO/DQO=0.18) representa un
reto para obtener resultados favorables con solo un tratamiento biol6gico. Aunque tenga sido
posible el desarrollo de organismos nitrificantes en el sistema, la eliminaciéon de nitrégeno del
lixiviado lograda no es suficiente para que el efluente sea vertido a un cuerpo receptor. La
desnitrificacion se vié posiblemente afectada por el O, aportado al reactor andxico durante la
recirculacién. Aun asi el nitrogeno amoniacal fue eliminado practicamente en su totalidad. Los
resultados obtenidos llevan a plantear la aplicacién de un pretratamiento fisicoquimico para
eliminar el color y otros compuestos recalcitrantes, ademas de la incorporacién de un modulo de
membranas de microfiltracién para mejorar la calidad del efluente.
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ABSTRACT

The Cr(VI) is consider as a harzadous residue and the treatments usually used is expensive and
based on chemical reduction. On the other hand, there are microorganisms capable to carry out
the oxido-reduction reactions as part of its natural physiology, such as, the sulfate-reducing
bacteria, thase use sulfate as terminal electron acceptor. The ability of these microorganisms to
mediate redox reactions put them in the spotlight to search for new technologies for the
biotransformation of metals and metalloids. Here, a group of BSR from the geothermal site was
used to study the Cr(VI) biotransformation on different pH valous (2, 4, 6, 8, 10 and 12). For
obtaining biomass allowed to incubate for 16 days at room temperature, on anaerobic
atmosphere; after was added Cr(VI) as a K,Cr,0O- , to obtain a final concentration of Cr (VI) of 50
ppm. The Cr(VI) reduction was evaluated spectrophotometric method (1-5, diphenylcarbazide,
C13H14N4O). The system that presented a better efficiency in the reduction of Cr (V1) was the pH 4
with a 96% reduction in 24 h and the worse efficiency was on pH 12, where after a time of 48 h
only 33% Cr(VI) were lost. From these results we selected the system with pH 4 to try different
carbon sources, and then move to a pilot bioreactor, to treat leachate at laboratory level.

Keywords: Biotechnology, Chrome, sulfate-reducing microrganisms.

RESUMEN

The Cr(VI) es considerado como un residuo peligroso, y los procesos para el tratamiento de
estos residuos normalmente utilizan la reduccion quimica, la cual es cara y resolve el problema
real, ya que el Cr(lll) puede ser re-oxidado a forma hexavalente. Por otro lado, hay
microorganismos capaces de realizar naturalmente reacciones de oxico-reducion , tal como las
bacterias sulfato reductoras (BSR). La capacidad que tienen estos microorganismos de
intermediar reacciones de oOxido-reduccion los ponen como blanco en la blisqueda de nuevas
tecnologias para la biotransformacién de metales y metaloides. En ese trabajo, un grupo de BSR
provenientes del sitio geotérmico fue usado para estudiar la biotransformacién del Cr(VI) en
diferentes valores de pH (2, 4, 6, 8, 10 y 12). Para la obtencién de biomasa se dejaron incubar
los microcosmos anaerobisoc durante un periodo de 16 dias (a temperatura ambiente); a seguir,
se les adiciono el Cr(V) en la forma de dicromato de potasio (K,Cr,O-) hasta la obtencién de
una concentracion final de Cr(VI) de 50 ppm. Se evalud la disminucion del Cr(VI) del medio con
la técnica de 1-5,difenilcarbazida (C13H14N4O). El sistema que presento una mejor eficiencia en la
reduccion de Cr(VI) fue el pH 4 con una reduccién del 96% en 24 h y la de menor eficiencia fue
el de pH 12, donde pasado un tiempo de 48 h solo habia reducido un 33% del Cr(VI). A partir de
estos resultados se selecciond el sistema con pH 4 para probar diferentes fuentes de carbon, y
posteriormente pasar a un biorreactor piloto, para poder tratar lixiviados a nivel laboratorio.

Palabras clave : Biotecnologia, Cromo, Bacterias Sulfato Reductoras

INTRODUCCION

El cromo puede presentarse en los estados de oxidacion de Il a VI, donde los mas frecuentes en
el ambiente son Cr(VI) y Cr(lll), los cuales son facilmente interconvertibles dependiendo del pH,
de las condiciones de aerobiosis y de la temperatura [2]. De estos, el Cr(lll) es un oligoelemento
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indispensable para procesos bioquimicos vy fisiolégicos, ya que tiene especificamente acciones
en el metabolismo de la glucosa, del colesterol y de los acidos grasos. En contra parte, el Cr(VI)
es un elemento altamente toxico clasificado por la IARC (3) como un elemento cancerigeno
comprobado en humanos y es un metal que ha sido integrado a la lista de sustancias toxicas de
la Agencia de Proteccion Ambiental de EEUU (EPA) [4]. El uso de compuestos de Cr(VI) con
fines industriales ha provocado la introduccién de altas concentraciones de cromo oxidante al
ambiente.

Anualmente grandes cantidades de cromo se utilizan en la produccién de acero inoxidable, de
metales cromados, en la industria del cuero para el curtido de las pieles, etc. La industria
peletera, especialmente las curtidoras, generan miles de toneladas de desechos solidos,
potencialmente toxicos, debido a su alto contenido en cromo. En Mexico, el costo de los
contaminantes emitidos por la industria de acabado de metales asciende a los 1,000 millones de
pesos, que equivale al 0.1% del Valor Agregado Bruto Total Nacional. Se estima que las perdidas
de estas empresas son de aproximadamente 1 millon de pesos anuales debido a la emisién y
descarga de compuestos quimicos contaminantes al agua, aire y suelo.

Actualmente el método mas usual para el tratamiento de los efluentes con cromo es la
precipitacion (Figura 1), en la cual se utiliza un agente alcalino (sosa, cal o hidréxido de
aluminio) para precipitar el cromo. En general en este proceso, se utiliza acido sulftrico (H,SO4)
y el hidroxido de sodio (NaOH) como agente precipitante. Al final se recupera el cromo como
sulfato de cromo, y se produce una agua residual con un alto contenido de sales disueltas, un
producto de poco valor econémico agregado (5).

1.~ Efluentes con Cromo.

2.- H280)

3.- NaOH

] 4.- Solucion de sulfato de Cromo.

J.- H:504
[

(]

6.- Agua hacia el desagiie.

Aguas con :I|> Etapa de ——n] Etapa de
Cromo Precipitacion  |——] sedimentacidn

Il

Etapa de <: Etapa de

4 //1— 4 I T N Ty >
“ 1

Figura 1 — Esquema de um tratamiento de residuos liquidos contaminados con cromo por la

tecnica de precipitacion (8)

Ademas de la precipitacion, existen otros tratamientos menos usuales, como por ejemplo, el uso
de resinas de intercambio iénico [6], tratamiento con carbén activado, reduccién quimica y la
bioadsorcidn [7]. Entre los materiales con propiedades de intercambio idnico, la aplicacién de la
silice modificada para la remocién de sustancias organicas y compuestos metalicos presentes en
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disoluciones acuosas, ha sido ampliamente utilizada. Se ha investigado la extracciondel cr* a
partir de soluciones de sulfato de cromo para la depuracion de aguas industriales procedentes
del curtido de pieles [6]. En la tecnica que se utiliza el carbon activado, que es quimicamente
estable y se sabe que adsorben complejos metalicos de soluciones, y se han aplicado para la
adsorcién de cromo de soluciones con 5000 ppm a 50°C y ha alcanzando rendimientos
superiores al 99% tras un tiempo de contacto de 10 minutos [6]. El proceso de reduccion
guimica, por su vez, consiste primero en oxidar el Cr(lll) a Cr(VI) usando persulfato de sodio, a
seguir el efluente liquido pasa a través de una resina de intercambio catiénico, donde el Na* es
removido y el Cr(VI) es reducido al cr*, Luego, ese es removido por una segunda resina de
intercambio ionico, y en el efluente final aparecerian sulfato y formiato. Por fin, la bioadsorcion
emplea solidos de origen natural para fijar metales pesados. Es un método alternativo
prometedor para tratar efluentes industriales principalmente por su bajo costo y su alta capacidad
para fijar metales [6].

Una alternativa prometedora en el tratamiento de aguas residuales conteniendo elevadas
concentraciones de metales es la aplicacion de microorganismos sulfato reductores. Estas son
un grupo heterogéneo que comprenden bacterias y archaes con la habilidad para usar sulfato
como aceptor terminal de electrones. De tal forma que cuando el sulfato esta presente, estos
microorganismos juegan un papel muy importante en el ciclo biogeoquimico del azufre. Las BSR
son bacterias anaerobias y utilizan iones de sulfato como aceptor final de electrones para el
metabolismo de sustratos organicos (Ecuacion No. 1). Aunque una pequena cantidad de azufre
en forma reducida es asimilada por la bacteria, la mayor cantidad es liberado como ion solfuro,
gue se combina con metales pesados divalentes presentes en el medio. Ese proceso es el que
se puede reproducir en el biotratamiento de metales intermediado las BSR, como por ejemplo en
las piscinas de precipitacion, sean naturales o artificiales, que es de bajo costo. Otra ventaja de
ese bioproceso es que estos microorganismos pueden utilizar varios sustratos como fuente de
carbon y de electrones, tal como acidos carboxilicos, alcoholes, diferentes tipos de azucares y
compuestos aromaticos [7]. Adicionalmente, hay estudios que reportan tambien el uso de
sustancias complejas, tal como, agua residuales, alfafa, composta, celulose, residuo de industria
de papel, etc, para estimular las BSR, que puede reducir aun mas el coste del bioproceso. Sin
embargo, es se precisa tener los consocios microbianos de BSR para poder acondicionarlos y
aplicarlos en estos tratamientos.

2CH,CHOHCOO + SO, = 2CH,COO" + 2CHOO + H,S (1)
Me + H,S —> Me + 2H )

La capacidad que tienen estos MSR de intermediar reacciones de 6xido-reduccion los ponen
como blanco en la basqueda de nuevas tecnologias para la biotransformacion de metales y
metaloides. En el presente trabajo se busca adecuar en laboratorio un grupo de BSR
provenientes del sitio geotérmico “Los Azufres, Michoacan” para intermediar la
biotransformacion del Cr(VI) [4].

METODOLOGIA

Los consorcios microbianos  — El consorcio bacteriano anaerobico utilizado en ese trabajo fue
fornecido por Galvan-Rodriguez [4]. Estos, fueron clasificados como Bacterias Sulfatos
Reductoras, acidofilas, organotroficas y anaerobicas y utilizan el Fe2S0O4 como aceptor de
electrone y una mexcla de fuentes de carbon (Lactato-Na, Piruvato-Na, Acetato de Sodio, glicerol
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y extracto de levadura, a una concetracion ficnla de 5mM).

Medios de cultivos : Se utilizo como medio de cultivo una solucion mineral preparada a partir del
agua de los azufres (MMA). Esta agua fue sometida tres procesos de esterilizacion por autoclave
15 Psi por 2 h, en intervalos de 24 horas. Se preparo el medio de cultivo en un matraz de Widel
(Figura 2), el cual se esterilizo por 20 minutos. Este posee la ventaja de poder preparar volumes
grandes del medio y acondicionarlo despues de esterilizado, manteneiendo una atmosfera
anaerobia y esteril. Con el medio mineral recien esterilizado y aun caliente, se borbujo N,
gaseoso, hasta que la temperatura del medio llegara a la temperatura ambiente
(aproximadamente 15 min.). Una vez a la temperatura ambiente, se le adiciono una solucién de
vitaminas esteril (5mM c/u Biotina, Acido nicotinico ,Thiamina, Riboflavina, Inositol), y de
minerales traza esteril (5mM EDTA, 4mM ZnSO, 7H,O, 8mM MnSO, H,O, 3mM FeSO, 7H,0,
3mM CuSO, 5H20, 4Mm Co(NO3) 6H,O ,2mM Na,B,0,.10H,0, Agua). A seguir, se adiciono
sulfato Ferroso esteril (FeSO4, 1mM) como aceptor terminal de electrones y las fuentes de
carbono esteriles (0.1M lactato, piruvato, acetato y glicerol) a una concentracion final de 5mM de
cada una de estas. Despues se controlo el pH de la solucion, y se distribujo en los frascos de
200 mL esteriles. Durante todo el procedimento se mantuvo el medio anaerébico con burbujeo
constante de N, gaseoso.

Figura 2. Matras de widell. El matraz de Widdel (Widdel, 1990) es frecuentemente utilizado
para preparar medios de cultivo esteriles con una atmosfera controlada. Su diseno permite una
atmosfera sin oxigeno, mayor que la se obtendria en una simple desgasificacion por sistema de
inyeccion

Condiciones de los sistemas: Se colocaron 4 sistemas, cada uno con pH controlado a 2, 4, 6, 8,
10 o 12. De cada sistema tambien se preparo 2 controles. Uno de ellos fue para la verificacion
del disminuicion del Cr(VI) sin la presencia de los microorganismos (biotransformacion quimica).
El otro, nombrado control del crecimento biologico, fue utilizado para verificar el crecimento
bacteriano independiente de la presencia del xenobiotico Cr(VI).

Pre-cultivos y microcosmos: Todos los sistemas con microorganismos se prepararon a partir de
un pre-cultivo. En estos, se utilizaron el medio descrito anteriormente, a un pH controlado
especifico de cada sistema. Cada sistema se inoculo con una perlita cedida de los cultivos de
Galvan-Rodriguez. Estos sistemas se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 16 dias.
Se separo el control (sin xenobidtico), y a los restantes se les adiciono el xenobidtico dicromato
de potasio (K,Cr,05), hasta la concentracion final de Cr(VI) de 50 ppm.

Determinacion de cromo: Se extrajo el Cromo segun la norma mexicana NMX-AA-044-SCFI-
2001. Este se basa en una reaccion de 6xido reduccién, donde el Cr(VI) reacciona con la 1,5-
difenilcarbazida en medio acido para dar Cr®* DFC. El complejo formado (Cr®* DFC) es de color
violeta y se puede medir espectrofotométricamente a una A 540 nm. La intensidad de color es
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directamente proporcional a la concentracion de Cr(VI) de la solicién.
RESULTADOS Y DISCUSSION

La en la Figura 2 se resume los resultados obtenidos en los diferentes microcosmos con pH que
variaron de 2 a 12.
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Figura 3 — comportamento de la disminuicion del Cr(VI) del medio en los distintos pH estudiados.
Las barras azules son los resultados de la reducion quimica Yy las rojas de la reduccion
microbiologica.

Los resultados sugiere que el sistema con un mejor desempefio en la biotransformar el Cr(VI) a
Cr(lll) es al pH 4, presentando una reduccion del 90% en un tiempo estimado de 6 hr de
contacto. Por otro lado se toma en cuenta que este es un pH muy cercano al pH que presenta
originalmente el consorcio sulfato reductor, a condiciones naturales (pH 3). Puede ser que la
reducion pueda ter sido influenciada por la biomasa presente, sin embargo, seria necesario
verificar la relacion entre la biomasa bacteriana en cada sitema y la reducion del Cromo. Hay
algunas dificulfdades en realizar ese experimento, ya que la lectura de la densidad optica, o
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cualquiera metodologia de lectura espectrofolometrica podra ser influenciada por el indicador de
condiciones reductoras (el cual torna el medio mas rosado en presencia de oxigeno) o por la
presencia del precipitado de Fe®*. Una alternativa podria ser el cultivo y contero de colonia
(UFC), sin embargo esta tecnica no aplica a condiciones anaerobicas. Tambien se observa que
las condiciones basicas, como lo son los pH 10 y 12, igualmente se llevé acabo la disminuicion
del Cr(VI) del medio. Pero aun asi, mejores tajas se observo en el pH 4.

En general la reduccién quimica fue muy evidenciada en los sistemas mas acidos, por ejemplo,
en el pH2. Esto se puede deber a que los compuestos de Cr(VI) son fuertemente oxidantes y, en
presencia de un adecuado donador de electrones, son reducidos a la forma trivalente estable.
Resultados similares tambien se observaron en los pH 6 y 8, en los cuales podemos observar
una reduccion quimica favorable. Distinto del sistema de pH 2, en estos valores de pH se
presumiria que la reducion quimica seria menor que la reduccion microbiologica, sin embargo,
puede ser que las condicones del sistema tenga inhibido el crecimento bacterianao ya que los
consorcios bacterianos estudiados son acidofilos y no alcalofilos.

CONCLUSIONES

Los sistemas que presentaron mejor porcentaje de reduccion estan en un rango de pH 3 a pH 6,
eligiendose el pH 4 como mejor sistema ya que presento una reduccion del 90% en un tiempo
estimado de 6 hr de contacto..
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