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RESUMEN

Como parte inicial de este estudio, se realizd la caracterizacion fisicoquimica de distintas
muestras de suelo y jales; provenientes de Matehuala y Villa de la Paz San Luis Potosi,
Meéxico. Dicha caracterizacion, permitié identificar dos muestras con elevadas
concentraciones bioaccesibles y modviles de arsénico y plomo. La muestra M3 con una
bioaccesibilidad de 3165 mg As~kg'1 suelo Y 1a muestra JH con 3175 mg Pb-kg'lsuelo. De las
muestras identificadas, JH fue elegida como caso de estudio para pruebas de estabilizacion
de elementos potencialmente toxicos (plomo predominantemente) con sulfuro de hidrogeno

biogénico en columnas de flujo ascendente.

Para poder establecer el sistema de tratamiento, se aislaron consorcios microbianos que
presentaron actividad sulfato reductora de dos muestras solidas (P1 y JH). Dichos
consorcios, se evaluaron en base a su produccion de biomasa y mediante cinéticas de
produccion de sulfuro de hidrogeno, con y sin la presencia de plomo soluble en el sistema
de reaccion. Las concentraciones de plomo a las cuales fueron sometidos los consorcios se
establecieron a partir de la concentracion movil maxima de plomo (34 uM Pb*") a la que
podrian encontrarse expuestas las bacterias en el sitio de muestreo. En base al empleo de
equilibrios termodinamicos, y a la microscopia electronica de barrido, se identifico la
presencia de fases abidticas de clorofosfatos de plomo en los microcosmos. Asi mismo, se
determino en que condiciones se favorece su formacion y disolucion, asi como su efecto en
la biodisponibilidad del fosfato en solucion. El efecto inhibitorio del plomo en la sintesis
celular, se determin6 con el modelo de decaimiento exponencial de crecimiento y el modelo
logistico de dosis respuesta. Los resultados obtenidos permitieron identificar al consorcio
aislado de la muestra JH, como el que presentdé menor inhibicion por la presencia de plomo
en el medio, presentando actividad reductora de sulfatos a concentraciones de plomo de
2530 pM Pb*". Debido a los resultados, dicho consorcio fue seleccionado para las pruebas

de estabilizacion en las columnas de flujo ascendente.

La estabilizacion de los elementos potencialmente toxicos se realizoé en columnas de flujo

ascendente, la cual fue disefiada considerando una relaciéon 1 a 10, con el objetivo de

xiii



disminuir la formacion de canales preferenciales de flujo. El tiempo de residencia
establecido, para la muestra a ser tratada, se determin6 en base a la velocidad maxima de
producciéon  especifica de  sulfuro de  hidrogeno del consorcio JH
(2.62 mmoles H,S+g™ SSV h™), la cual se determind empleando el modelo de crecimiento
poblacional de Gompertz. Ademas, se realizo el seguimiento de la variacion del potencial

de 6xido-reduccion, como parametro de control, durante la estabilizacion.

Posteriormente, la estabilizacion del plomo por sulfuro de hidrégeno biogénico se evaluo
en funcion de la bioaccesibilidad del mismo en la muestra, antes y después de ser tratada,
considerando que las fases asociadas a sulfuros metalicos poseen una menor solubilidad y,
de esta manera, poseen una mayor estabilidad termodindmica. Los resultados obtenidos
mostraron una disminucion del 50 % en la bioaccesibilidad de plomo después del

tratamiento en las columnas.
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1. INTRODUCCION

1.1 El panorama de la actividad minera en México

Mundialmente los recursos naturales han sido explotados por el hombre debido a su
potencial riqueza econdémica, como ejemplos se pueden citar: la madera, el petroleo, asi
como los minerales. En México, el sector minero metalirgico ha sido importante para el
desarrollo econdémico del pais presentando una tendencia creciente en la generacion de

empleos en los ultimos ocho afos (Figura 1.1) (CGMineria, 2008).
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Figura 1.1 Incremento en los empleos generados por la industria minero-metalurgica desde 1998 hasta el

2008 (CGMineria, 2008).

En el afio 2007, México se encontrd dentro de los primeros nueve lugares de prestigio en la
produccion minera mundial, siendo el segundo lugar mundial en produccion de plata, el

quinto en produccion de plomo y el noveno en produccion de arsénico (Figura 1.2).
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[Arsénico

Figura 1.2 Lugares que ocup6 México en la produccién minera mundial en el 2007 (CGMineria, 2008).



I. Introduccidén

Los principales estados productores de minerales y metales del pais son Sonora, Zacatecas,

Chihuahua, Durango, San Luis Potosi y Coahuila (Figura 1.3) (CGMineria, 2008).

\_‘_
Chihuahua_¢ -
13%

Coahulla 18%
14%

Figura 1.3 Participacion por estado mexicano en la produccion minero-metaltrgica nacional en el 2006

(CGMineria, 2008).

Sin embargo, la industria minera no s6lo se caracteriza por su aporte a la economia
nacional, sino también por el deterioro ambiental que causan sus actividades. En México,
este tipo de industria ha traido consecuencias desfavorables en el medio ambiente,
repercutiendo tanto en contaminacion visual, por el alto volumen de desechos generados,
como en la contaminacion del suelo, agua y aire, ocasionando problemas en la salud de los

seres vivos y en la destruccion de sus habitats.

1.2 Impacto de las actividades mineras en el medio ambiente

Existen numerosos problemas ambientales que son atribuidos a las actividades minero-
metalurgicas. Dentro de los impactos potenciales en el ambiente se encuentran
(modificado de UNEP, 2000; Razo, 2002): Destruccién de los hébitats naturales en los
sitios de operacion y disposicion de gran cantidad de residuos (como terreros, jales, y
escorias), sobreexplotacion de los acuiferos, peligro de derrumbes de estructuras de
contencion de residuos o fallas en las presas de jales, generacion de drenaje 4cido de mina
(DAM) con elevadas cargas de metales pesados y diversos oxianiones, contaminacién de
cauces de agua superficial y acuiferos, emisiones atmosféricas de polvos hacia areas
urbanas o rurales. Ademads se tienen los impactos en la salud debido al contacto con

sustancias quimicas, residuos y productos, inhalacion de polvos, riesgo fisico en la mina.



2. ANTECEDENTES: CONTAMINACION POR INORGANICOS Y
BIOPROCESOS DE ESTABILIZACION

2.1 Fuentes de contaminacion por metales pesados
Como se mencion6 anteriormente, las descargas con alto volumen de residuos so6lidos (e.g.

terreros, jales y escorias), provenientes de las distintas etapas productivas minero-

metalurgicas (Figura 2.1), constituyen el principal problema ambiental de esta industria.

Explotacion de| Concentracion I . L.
. — Lo — Fundicién Refinacién
la mina (Flotacién)
Terreros Jales Escorias

Contaminacion de
Agua, suelo, aire

Figura 2.1 Etapas implicadas en la industria minero-metalargica y los

respectivos residuos caracteristicos asociados.

Dichos residuos frecuentemente estan constituidos por particulas finas de sulfuros y 6xidos
metalicos. Estos contienen, ademas del azufre (en sus diferentes estados de oxidacion), una
gran variedad de fases mineralogicas. Las fases de mayor importancia ambiental son
aquellas que contienen metales pesados y metaloides (e.g. PbS, CdS, CuFeS, FeAsS). Los
elementos, tales como, As, Pb y Cd se denominan generalmente elementos potencialmente

toxicos, EPT (WHO, 2005).

Las particulas minerales pueden transportarse, fluvial y edlicamente, alcanzando diferentes
receptores ambientales (e.g. suelo, sedimento, agua); una vez en éstos interacttian con el
cuerpo receptor, sufriendo diferentes procesos de alteracion (quimicos o biologicos). Estos

procesos modifican las caracteristicas fisicoquimicas iniciales del receptor (condiciones
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redox y pH), asi como las concentraciones naturales de los elementos en el mismo. La
solubilidad de los EPT contenidos en las diversas fases mineraldgicas de estos residuos, asi
como su transporte, pueden ser modificados debido a la actividad microbiana local
mediante reacciones de oOxido-reduccidén, 4cido-base, disolucidon, precipitacion-
coprecipitacion, entre otras (McLean y Bledsoe, 1992). El cambio en las caracteristicas
fisicoquimicas de la mezcla residuo-suelo, puede originar una mayor disponibilidad de
metales hacia la fase acuosa promoviendo la contaminacion de suelos y aguas adyacentes

(Figura 2.2).

Mundialmente se estima que la contaminaciéon anual por EPT es mayor que la

contaminacion combinada de desechos radioactivos y orgédnicos (Nriagu y Pacyna, 1988).

Concentracion de!
metal en la soluciéon
presente
en el suelo

Formacion de
complejos

Figura 2.2 Principales procesos, y reacciones, involucrados en la disolucion de

metales (McLean y Bledsoe, 1992).

En M¢éxico se han detectado algunas zonas contaminadas por residuos provenientes de
actividades mineras, por lo que es indispensable contar con alternativas de remediacion y/o
prevencion de la contaminacion. Como ejemplo puede citarse el municipio de Zimapan,
Hgo., donde ha sido explotado desde 1576 un yacimiento minero tipo skarn, cuyas menas
estan constituidas por plomo, zinc y plata. Sin embargo, en dichas menas se han reportado
cantidades hasta del 16 % en peso de arsénico, el cual se encuentra principalmente asociado
a arsenopirita, aunque también puede encontrarse en fases secundarias como la escorodita.

En este sitio se han reportado concentraciones de arsénico en la superficie que van desde 4
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a 14,700 mg As~kg'lsuelo. El rango de concentraciones sugiere que el arsénico se ha
redistribuido debido a las actividades mineras que se realizan en este sitio (Ongley et al.,
2007). Otro sitio impactado por la actividad minera, es el distrito minero de Santa Maria de
la Paz, ubicado en los municipios de Villa de la Paz y Matehuala, en San Luis Potosi. En
este sitio, Castro-Larragoitia et al. (1997) reportaron la ubicacion de un yacimiento minero
tipo skarn de Pb-Zn-Ag(Cu-Au) que ha sido explotado por 200 afios aproximadamente. En
esta zona se encuentran dos mineralizaciones, la primera esta formada por una mena de Pb-
Zn-Ag constituida principalmente por galena (PbS), esfalerita (ZnS), arsenopirita (FeAsS),
y pirita (FeS;). La segunda estd formada por una mena de Cu-Au(Zn) constituida
principalmente por calcopirita (FeCuS;) y bornita (CusFeS,). Esta ultima mineralizacion es
la que se encuentra actualmente en operacion. La intensa explotacion minera ha originado
la construccién de cinco presas de jales, distribuidas a cielo abierto en los terrenos aledafios
de las plantas de beneficio de mineral. Sin embargo, con el transcurso de los afios, los
residuos han sido transportados y depositados hacia canales, arroyos y suelos circunvecinos

(Fotografias 2.1y 2.2).

Fotografia 2.1 Vista panoramica de los suelos impactados por transporte fluvial y edlico de EPT, desde la

presa de jales, en el distrito minero de Santa Maria de la Paz, S.L.P. México (Briones, 2005).



2. Antecedentes: Contaminacion por inorganicos y bioprocesos de estabilizacion

Fotografia 2.2 Evidencias de erosion por escorrentias a los costados de las presas de jales, en el distrito

minero de Santa Maria de la Paz, S.L.P. México (Briones 2005).

Debido al deterioro ambiental que ha sufrido el pais por actividades minero-metalurgicas,
han surgido en los ultimos afios algunas Normas Oficiales Mexicanas, como la
NOM-141-SEMARNAT-2003 publicada en el 2004 y la NOM-147-SEMARNAT-2004
publicada en el 2007. La primera establece distintos procedimientos relacionados a la
operacion de las presas de jales y la caracterizacion de los mismos y, la segunda establece
los criterios para determinar las concentraciones de remediacion de suelos contaminados
por EPT. No obstante, el deterioro ambiental causado por la mineria en tantos afios de
operacion se encuentra vigente en los pasivos ambientales de los diversos sitios mineros
historicos (Fotografia 2.3.a). En éstos es comun observar los procesos de alteracion de los
residuos por procesos de intemperizacion (Fotografia 2.3.b), caracterizados por color ocre
asociados a precipitaciones de oxihidroxidos de hierro, amarillo a azufre elemental y

coloraciones blancas a sulfatos.
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(a) (b)

Fotografia 2.3 Evidencias y aspectos de los residuos mineros localizados en el Cerro de San Pedro, S.L.P.
Meéxico (a) Dimensiones relativas de los pasivos ambientales (b) Evidencias de su alteracion por

intemperizacion (Briones 2003).

Con el objetivo de minimizar los impactos en la contaminaciéon que la industria minera
ocasiona, es necesario contar con diferentes alternativas de remediacion, entre las que se

encuentran aquellas relacionadas con la biotecnologia ambiental.

2.2 Bioprocesos para la estabilizacion de inorganicos

Anteriormente los microorganismos solo habian sido considerados como intermediarios en
los ciclos biogeoquimicos de los elementos, sin embargo, los problemas ambientales de la
actualidad han ocasionado que los microorganismos jueguen un papel trascendente en la
mitigacion de la contaminacion ambiental (Atlas y Bartha, 2002). Al desarrollo tecnologico
que considera la utilizacion de los principios de microbiologia para la solucion de

problemas ambientales se le denomina biotecnologia ambiental.

Las aplicaciones biotecnologicas incluyen (extraido de Rittman y McCarty, 2001):

e Tratamiento de aguas residuales industriales y municipales
¢ Remediacion de sitios contaminados con materiales peligrosos

e Prevencion y control de la contaminacién de acuiferos
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Por ejemplo, White et al. (1997) reportan la existencia de bacterias capaces de reducir
selenato (SeO4”) a selenio elemental (Se®) y sugieren la utilizaciéon de las mismas para
remediar sitios contaminados con este oxianiéon. Ademas mencionan que existen bacterias
capaces de sintetizar y secretar exopolimeros que estabilizan los metales, en su

microambiente, disminuyendo la movilidad de los mismos hacia otros receptores.

En los tltimos afios se ha incrementado el uso de las bacterias sulfatorreductoras (BSR)
para la remocion de iones metélicos presentes en los efluentes generados por la industria
minera. Holt et al. (1994) y White et al. (1997) han descrito que las BSR son células
procariotas con diametros entre 0.4 y 3 um y que se encuentran en sistemas anoxicos con
potenciales redox cercanos a -200 mV/SHE. Estas BSR generalmente emplean nitrégeno
amoniacal como fuente de nitrégeno. Las BSR reducen los iones sulfato (SO4%) hasta
sulfuro de hidrégeno (H»S) de manera no asimilativa, es decir, liberando H,S al ambiente

(Gottschalk, 1986).

El H,S producido por las bacterias (H»Spiog) puede emplearse para estabilizar iones
metalicos (Me*") formando sulfuros metalicos de baja solubilidad, como lo indica la

Ecuacion 2.1 (Waybrant ef al., 1998):

S MeS, +2H'

2
Me +(aS)+H2S (s) (ac) @.1)

(ac)
Lo cual permite considerar la produccién de H>Spiog como una alternativa para el control de

la dispersion de iones metalicos hacia los diferentes receptores ambientales.

De acuerdo a la secuencia termodinamica propuesta por Schlesinger (1997), la reduccion de
sustancias inorganicas como el SO4~ a H,S, a pH de 7 y 25 °C, se presenta a
-207 mV. Esta secuencia permite observar que conforme el potencial redox disminuye,
otros compuestos, tales como nitratos, 6xidos de manganeso y hierro, pueden participan
previamente como aceptores de electrones durante la oxidacion bioldgica de materia

organica antes de que los sulfatos sean reducidos (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1 Secuencia termodinamica para reduccion de sustancias inorganicas con respecto al hidrogeno, a

pH 7 y 25°C (Modificado de Schlesinger, 1997)

Reaccion Eh
(V/SHE)

Reduccién de O, 0.812
0, +4H" +4e” < 2H,0
Reduccién de NOy 0.747
2NO; +12H" +10e” < N, +6H,0
Reduccion de Mn*" 0.526
MnO, +4H" +2¢” < Mn”" +2H,0
Reduccion de Fe’" a Fe* -0.047
Fe(OH ), +3H" +e~ < Fe’* +3H,0
Reduccion de SO,” a H,S -0.207
SO;” +10H" +8e” < H,S +4H,0
Reduccion de CO,a CHy -0.244

CO,+8H" +8¢ < CH,+2H,0

2.2.1 Clasificacion de las bacterias sulfatorreductoras

La BSR son clasificadas en dos grupos: las formadoras de esporas, dentro de las cuales se
encuentra el género Desulfotomaculum (Tabla 2.2), y las no formadoras de esporas, tal
como las del genero Desulfobulbus, Desulfomicrobium, Desulfomonas, Desulfovibrio entre

otras (Tabla 2.3).

Sin embargo, como lo describe Gottschalk (1986), las BSR también pueden clasificarse en
dos grupos dependiendo de sus capacidades oxidativas del sustrato organico. En el Grupo I,
se encuentran aquellas que oxidan el sustrato orgénico incompletamente hasta acetato

(C,H307) y en el Grupo II aquellas que oxidan la materia organica hasta su mineralizacién
(CO»).

De acuerdo a Holt et al. (1994), casi todas las BSR utilizan como donadores de electrones
H,, 4cidos monocarboxilicos (lactato, acetato, malato), alcoholes (etanol) y pocas especies
utilizan azucares (fructosa, glucosa). Takii (2003) menciona que estas bacterias son capaces

de utilizar inclusive aminoacidos como fuentes de carbono (e.g. glicina, glutamato,
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alanina), y que el rango Ooptimo de pH y temperatura, para su crecimiento, se encuentra

entre 6.6 a 7.4 y de 25 a 65 °C.

Tabla 2.2 Bacterias sulfatorreductoras formadoras de esporas, del género Desulfomatuculum, con oxidacion

de sustrato hasta acetato o diéxido de carbono (Modificado de Holt et al., 1994)

Especies

D. acetoxidans

D. kuznetsovil

D. antarcticum

D. geothermicum

D. guttoideum

D. nigrificans

Aceptor de
electrones

Sulfato

Sulfato

Sulfato

Sulfato

Sulfato

Sulfato

Donador de
electrones

Acetato,
butirato

Acetato,
butirato

Lactato

Lactato,
butirato,

Lactato

Lactato

Producto

final de Te’ml.)erazura
sy s optima °C
oxidacion
CO, 25-40
CO, 50-65
C,H;05° 25-40
C,H;0,° 50-60
C,H;0,° 25-40
C,H;0,° 50-60

10
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Tabla 2.3 Bacterias sulfatorreductoras no formadoras de esporas, con oxidacion de sustrato hasta acetato o

Género

Desulfobulbus

Desulfomicrobium

Desulfomonas

Desulfovibrio

Thermodesulfobacterium

Desulfobacter

Desulfobacterium

Desulfoococcus

Desulfomonile

Desulfonema

Desulfosarcina

didxido de carbono (Modificado de Holt et al., 1994)

Aceptor de
electrones

Sulfato, sulfito
o tiosulfato

Sulfato, sulfito,
tiosulfato y en
ocasiones
azufre.

Sulfato

Sulfato, sulfito,
tiosulfato, en
ocasiones
azufre

Sulfato

Sulfato, sulfito
o tiosulfato

Sulfato, sulfito,
tiosulfato

Sulfato, sulfito
y tiosulfato

Sulfato, sulfito,
tiosulfato,

Sulfato

Sulfato, sulfito,
tiosulfato

Donador de

electrones

Propionato,
H,, lactato,
etanol

Ho, lactato,
malato

Ho, lactato,
etanol

Ho, lactato,
etanol,
malato o
fumarato,
algunos
azucares,
glicerol 6
aminoacidos

Ho, lactato

Acetato,
etanol y
pocas veces
H; o lactato

H,, formato
lactato,
etanol,

Formato,
lactato,
etanol

Piruvato, H,,
formato,
benzoato

Acetato,
fumarato,
succionato.

H,, formato,
lactato,
etanol,

fumarato,
benzoato

Producto
final de
oxidacion

C,H;0,

CoH;0,

C,H;0,

CoH;0,

C,H;05°

CO,

CO,

CO,

CO,

CO;

CO,

pH
optimo

6.6-7.5

6.6-7.5

6.6-7.5

6.6-7.5

6.6-7.5

6.6-7.4

6.6-7.6

6.7-7.6

6.8-7

7.0-7.6

7.2-7.6

T. 6ptima

O

25-40

25-40

30-40

25-40

65-70

20-33

20-30

28-35

37

28-32

33

Especies

D. elongatus

D. propionicus

D. baculatum

D. pigra

D. desulfuricans

D. commune,

mobile

D. postgatei

D.
autotrophicum

D. multivorans

D. tiedjei

D. limicola,
D. magnum

D. variabilis

2.2.2 Bioestabilizacion de inorganicos en reactores anaerobios y ensayos en columnas

El tratamiento del DAM, e incluso de efluentes industriales con altas cargas de metales

pesados, puede llevarse a cabo mediante el uso de bioreactores. Principalmente existen dos
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configuraciones de reactores que han sido implementadas para probar las eficiencias de
remocion de metales por precipitacion con HSpioe, que son el reactor de lecho fluidizado
(FBR por sus siglas en inglés) y el reactor anaerobio de flujo ascendente de lodo granular

(UASB por sus siglas en inglés) (Rittman y McCarty, 2001).

El reactor tipo FBR contiene un medio de soporte donde las bacterias se adhieren, como
puede ser arena o carbon activado. Como ejemplo de esta configuracion puede citarse el
trabajo realizado por Kaksonen et al. (2006), en el cual se propone el uso de reactores de
lecho fluidizado conteniendo diferentes géneros de BSR para el tratamiento del DAM. En
dicho estudio, se utilizan silicatos como soporte de las BSR y, como donador de electrones,
una mezcla de lactato-etanol. Los autores emplearon, también, una solucioén sintética de
zinc y hierro en la alimentacién, con tasas de 600 mg ZneL'd" y 300 mg Fe L'd’,

logrando eficiencias totales de remocion del 99%.

Por su parte, el reactor UASB tiene en la zona superior un sedimentador cuya funcion es
separar los biosolidos del efluente. Una vez que los biosolidos son sedimentados regresan al
compartimiento de digestion. Como ejemplo de esta configuracion se encuentra el trabajo
realizado por Velasco et al. (2008), en donde se tratan afluentes con concentraciones de
plomo entre 20-200 mg Pb>sL™". En este estudio se menciona que cuando se utiliza una
relaciéon molar DQO/SO42' de 1.5, siendo etanol el donador de electrones, se logran

eficiencias de remocion de plomo del 99 %.

La evaluacion de las BSR considera, ademas de la eficiencia de la remocion de metales en
bioreactores, estudios sobre la afinidad de estas bacterias a diferentes sustratos orgénicos,
solidos 0 liquidos, realizados en columnas. En dichos estudios se evalua la presencia de
comunidades fermentativas, asociadas a comunidades de BSR, a través de la conversion de
cadenas de carbono largas a cadenas cortas. Waybrant et al. (1998) recolectaron y aislaron
un consorcio bacteriano de una zona anaerobia, el cual fue inoculado en columnas de
percolacion, para evaluar el consumo de sulfato empleando diferentes mezclas de sustratos
organicos. El sulfato fue consumido més rapidamente cuando se emplearon mezclas que
contenian 15 % lodo activado, 60 % hojas vegetales, 15 % trozos pequefios de madera y 10

% aserrin, asi también como: 20 % lodo activado, 10 % hojas vegetales, 25 % trozos
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pequeiios de madera, 20 % abono y 25 % aserrin. En dicho estudio se menciona que el
proceso de sulfato-reduccioén fue mas lento, cuando el consorcio bacteriano se inoculd en

columnas conteniendo Unicamente celulosa como fuente de carbono.

Otra prueba fue realizada por Gibert ef al. (2003), quienes evaluaron el uso de la composta
como fuente de materia organica para las BSR. En dicho estudio, se utilizaron columnas de
flujo ascendente en las cuales el potencial redox y el pH son registrados a la entrada y a la
salida de la columna. Los autores concluyen que la composta mezclada con hierro
elemental, a un pH de 7, favorece la formacion de oxihidroxidos de hierro, los cuales
contribuyen a una estabilizacion secundaria de los metales en solucién por adsorcioén de
éstos sobre su superficie. Sin embargo, aunque hacen mencion de registro de lecturas de

potencial, éstas no son reportadas.

Asi mismo, el estudio realizado por Costa y Duarte (2005) reporta el uso de columnas, de
35 cm de largo por 5.5 cm de ancho, para tratar efluentes de aguas contaminadas por
metales pesados (250 mg FesL™, 40 mg Cu*"sL", 50 mg Zn*"sL") y sulfatos (4.2 geL ™),
utilizando lodo de agua residual como fuente de materia organica. En dicho estudio, los
autores reportan incrementos de pH en la solucion, con valores cercanos a 2 al inicio de la
prueba y neutro en el efluente de las columnas, con una concentracion de metales a la salida

inferior a 10 mgeL ™.

En los estudios mencionados anteriormente no se considera la lectura del potencial de
oxido-reduccion in situ, el cual proporciona informacion del momento en el cual las
bacterias se encuentran acondicionadas para llevar a cabo la actividad reductora de sulfatos.
Con dicha lectura seria posible establecer eficientes tiempos de residencia para los

compuestos organicos y los iones metalicos a tratar.

2.3 Estequiometria en las bacterias sulfatorreductoras

Los microorganismos obtienen energia para su crecimiento y mantenimiento celular por
medio de dos procesos metabolicos denominados catabolismo y anabolismo. El

catabolismo consiste en la produccion de la energia necesaria para el mantenimiento
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celular, el cual implica la degradaciéon de cadenas largas de sustratos organicos a
compuestos mas simples. El anabolismo consiste en las reacciones de sintesis celular, a
partir de una fuente de sustrato organico. Dichas reacciones son representadas como
reacciones de oOxido-reduccion, las cuales son aditivas y se obtienen a partir de las
reacciones de media celda del donador y el aceptor de electrones (Rittman y McCarty,

2001).

2.3.1 Reacciones de energia de las bacterias sulfatorreductoras

En el caso de la reaccion que representa la obtencion de energia (Re), Ecuacion 2.2, se
involucra la oxidacion del donador de electrones (Rd) y la reduccion del aceptor de

electrones (Ra).

R =R, —R, 2.2)

Por ejemplo, el sistema de ecuaciones que representa la reaccion de reduccion del sulfato
(Ra), considerando la oxidacion completa de lactato (Rdc, donde c representa oxidacion
completa) por equivalente de electron, a pH de 7, es expresado de acuerdo a Rittman y

McCarty (2001) como:

Ra Lsor + P ve oL+ Lus+lm0 2-3)
8 16 16 16 2
‘Rdc I I I I 2.4)

—C;H;0; +-H,0 = ~CO,+—HCO; +H" + e
12 3 6 12

La reaccion de energia durante la oxidacion completa del sustrato (Rec), considerando las
reacciones de ionizacion de carbonato-bicarbonato y dioxido de carbono a pH 7, se expresa
como:

Rec 1 i 1 i 2.5)

ichjog +isoj- +—H"< —H,S+— HS +~HCO;
12 8 48 16 16 4

La reaccion anterior se expresa por mol de sustrato organico como:

- 2.6
c C,H,0; +3507 +LH+ o P u, s+ Hs +3mCO ; 26)
2 4 4 4
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De estas ecuaciones de energia (2.5 y 2.6), se obtiene que la relacion molar

estequiométrica, entre la cantidad de lactato y sulfatos, es ~ 0.67 (Ecuacion 2.7):

77 _
SEHO, 0.67 2.7)

Mso:

En el caso de reacciones de oxidacion incompleta, la reaccion de energia (Rei, donde i
representa la oxidacion incompleta) por equivalente de electron, se obtiene considerando la
Ecuacion 2.3 y la reaccion de media celda de la oxidacion de lactato hacia acetato y CO,,

Ecuacién 2.8:
1 -1 1 -1 + _

-Rdi —C;H;0; +—H,0& —-C,H;0, +—CO,+H" +e (2.8)
4 4 4 4

Con la suma de las reacciones de media celda, entre el donador y el aceptor de electrones y

considerando los equilibrios de CO,-H,O a pH 7, la reaccion Rei se expresa como:

Rei _ _ 2.9
@ Leorilenmo, olomo s s lus- i lhcos v g Y
8 4 4 16 16 4 16
La ecuacion anterior expresada por mol de sustrato organico es:
Rei I ) g /. 1 (2.10)
-80; +C;H;0; <©C,H;0, +—H,S+—HS +HCO; +—H
2 4 4 4

Lo anterior permite establecer una relacion molar de 2, entre la cantidad de lactato y

sulfato, en un proceso de oxidacion incompleta, Ecuacion 2.11:

Mewo;
—=2 (2.11)

Mo

2.3.2 Reacciones de sintesis de las bacterias sulfatorreductoras

Debido a que las ecuaciones para obtencion de energia (cf. Seccion 2.3.1) no toman en

cuenta el uso del sustrato para la sintesis celular, en esta seccién se establecen las
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reacciones correspondientes para ajustar las relaciones estequiométricas anteriormente
establecidas. En este caso, ademas del balance de carbono del sustrato, es necesario incluir
los balances de nitrégeno (Atlas y Bartha, 1998) y fosforo (Rittman y McCarty, 2001)
requeridos para el mantenimiento celular y sintesis de proteinas, entre otras funciones
metabolicas como la generacion de: ATP, fosfolipidos de la membrana celular y acidos

nucleicos.

Considerando la formula empirica que describe la biomasa de BSR, CH; 400.33N0.23P0.043
(Okabe y Characklis, 1992), asi como la presencia de lactato, amonio y fosfatos como
sustrato organico, fuente de nitrogeno y fosforo respectivamente, la reaccion de sintesis

celular (Rg) se expresa como:

R =R, —R, (2.12)

Donde Ryp representa la reaccion global de asimilacion de nitrégeno y, Ry la reaccion de
oxidacion de materia organica que puede ser completa (c¢f. Ecuacion 2.4) o incompleta (cf.

Ecuacion 2.8).

Siguiendo lo propuesto por Rittman y McCarty (2001) y Okabe y Characklis (1992), la
reaccion global de asimilacion de nitrogeno y fosforo, se representa como:
1 1 1

I I
R Co, + NH; + PO; +—— H' +e & H,0+——CH,,0,,N,,B5 (2.13
Y4437 24427 8850 1 1013 237 20 gy e ezt @03

Por lo tanto, considerando la Ecuacion 2.13, el equilibrio CO,-H,O a pH 7, asi como, una
oxidacién completa del sustrato, Ecuacion 2.4, la reaccion de sintesis celular (Rsc) se
expresa como:

i _ i i i i i
= C,H,0; +——NH + PO} + H* & ——HCO; +—— H,0+——CH, ,0,,N,,P, s
Rse 12 2143 88.50 21.75 4144 6.73 424 (2.14)

La ecuacion anterior expresada por mol de lactato es:
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3 3 3 3 3 3
R’ C.H.O; +— NH' + PO +— H <—~— HCG+—H,0+—CH, ,O,,N,,P 215
SC T Vs30T 543 1036 0 T res 2 pgs e oztos - (2.15)

Lo anterior permite establecer una relacion molar de ~ 0.35, para un proceso de oxidacion
completa, entre la cantidad de lactato y la cantidad biomasa de BSR sintetizada, Ecuacion

2.16:

77 _
GO 50.35 (2.16)

77CH[ 400.4N0.’130.05

Finalmente, si se consideran la Ecuacion 2.13, el equilibrio CO,-H,O a pH 7, y para una
oxidacioén incompleta del sustrato, Ecuacion 2.8, la reaccion de sintesis celular (Rgp) se

expresa como:

NH;+P05_+C3H503_ P H* +C2H302_+HCO3_+LH20+CH1‘400<4N0,2P0‘05
Ra 2712 885 4 26.7 4 413 6.7 4.24 2.17)

La Ecuacion anterior expresada por mol de lactato es:

’ H, PO, * HCO; H,0 CH,,0,,N,,P .
R's  NH, + 0; +C,H,0; < H +C,H,0; + C0; Il A 1.4%041¥ 027005 (2.18)
53 2212 6.68 10.3 1.68 1.06

Por lo que finalmente, se puede concluir que la relacion molar entre la cantidad de lactato y

la cantidad biomasa de BSR sintetizada a través de un proceso de oxidacion incompleta es

~0.94, Ecuacion 2.19:

n -
GO ~0.94 (2.19)

77CH1.40().4N02P(}.()5
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2.3.4 Fraccion de electrones utilizada para energia y sintesis celular

Rittman y McCarty (2001) reportaron que durante el proceso de oxidacion del sustrato
organico, una fraccion de electrones es utilizada para el mantenimiento celular (f.)),
mientras que otra es utilizada para su sintesis (f,). Siendo, la suma de las fracciones de

electrones igual a 1 (Ecuacion 2.20).

v fl=1 (2.20)

La reaccion global para energia y sintesis celular (Rg), Ecuacion 2.21, puede obtenerse si
las reacciones Re y Rs son multiplicadas por las fracciones de electrones correspondientes
(Ecuacion 2.19). Valores para f,” en condiciones acrobias varian entre 0.6-0.7 y, en cultivos
con crecimiento anaerobio, f,” es menor que f,” (Rittman y McCarty, 2001; Hatzikioseyian

y Tsezos, 2006).

Las expresiones anteriores seran empleadas en este trabajo de tesis, para estimar la biomasa
tedrica con la produccion de H,Syi0q Obtenido experimentalmente y correlacionado con las

desviaciones observadas en la biomasa medida experimentalmente.

2.4 Factores involucrados en la produccion de sulfuro de hidrégeno y de biomasa

Los microorganismos requieren de nutrientes para producir energia y para llevar a cabo la
sintesis celular. Dentro de los nutrientes esenciales se encuentra el agua, ya que constituye
del 70 al 90 % del peso de la célula, otros elementos esenciales son hidrégeno, oxigeno,
carbono, nitrégeno, fosforo y azufre. Estos elementos constituyen y desempefian funciones

especificas celulares, por ejemplo (Atlas y Bartha, 2005):

e (Carbono: Constituyente de todos los componentes celulares organicos
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e Oxigeno: Constituyente del agua, y de la mayoria de los componentes celulares
organicos, que actia como aceptor final de electrones en la respiracion
aerobica

e Nitrégeno: Constituyente de las proteinas, acidos nucleicos y coenzimas

e Hidrégeno: Constituyente del agua y de los componentes celulares organicos

e Fosforo: Constituyente de acidos nucleicos, fosfolipidos y enzimas, importante en el
transporte de electrones y en la transferencia de energia

e Azufre: Constituyente de algunos aminodcidos en las proteinas y de algunas

coenzimas

Algunos otros nutrientes también son esenciales, aunque en cantidades menores, debido a
que intervienen en el metabolismo estimulando la actividad enzimatica; como el potasio,
magnesio, calcio, hierro, manganeso, cobre y zinc. En ocasiones, ante déficit de nutrientes
pueden requerir vitaminas para un adecuado crecimiento. Es importante que los
microorganismos cuenten con una cantidad adecuada de nutrientes para su desarrollo, de lo
contrario la cantidad de biomasa estara limitada por su carencia del nutriente, lo que es

conocido como Ley de Liebig (Atlas y Bartha, 2005).

Ademés de los requerimientos nutritivos, existen algunos factores fisicoquimicos que
influyen en el desarrollo y crecimiento de los organismos, incluyendo temperatura,
potencial redox, pH e incluso la concentracion de toxicos en el ambiente. La Ley de
tolerancia de Shelford establece que las variables abidticas mencionadas deben de
encontrarse dentro del umbral de tolerancia de los organismos, de lo contrario el organismo
no sobrevivira. Por lo tanto, en el caso de microorganismos, el €xito en su desarrollo
dependera tanto de sus necesidades nutritivas como de la tolerancia ambiental a las diversas

variables abioticas (Atlas y Bartha, 2005).
Otro factor involucrado en las necesidades nutritivas es la disponibilidad de los nutrientes,

ya que los elementos esenciales pueden estar presentes en el medio donde se desarrolla el

microorganismo, pero en una forma no disponible para la célula, siendo esto un factor
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limitante para el desarrollo del mismo. En la vida natural, las bacterias pueden estar
expuestas a falta de nutrientes, por lo que deben desarrollar estrategias de supervivencia.
Algunas de las estrategias que han sido observadas en diferentes estudios son (Atlas y

Bartha, 2005):

1. Disminucién de la necesidad del nutriente que escasea, por lo cual limitan sus
componentes celulares que lo contienen
2. Induccion de sistemas de transporte con elevada afinidad del elemento que escasea

3. Disminucion de la velocidad de crecimiento celular

2.5 Inhibicion de los EPT en la actividad de las bacterias sulfatorreductoras

Para la aplicacion biotecnologica de las BSR es necesario conocer la inhibicion de los EPT
en la actividad de las bacterias, asi como, la interaccion entre especies quimicas formadas
bidtica y abidticamente. Se han llevado a cabo diversos estudios para mostrar la inhibicion
de los EPT en los microorganismos (B&at 1989; Nies 1999; Rajapaksha et al., 2004; Almas
et al., 2005). Baat (1989) propone que la inhibicion de los metales pesados sobre los
microorganismos del suelo decrece en el siguiente orden: Cd*">Cu*>Zn*">Pb*". Nies
(1999) también reportd un orden similar de inhibiciéon de cationes (denominada como
concentracion minima inhibitoria) para cultivos de Escherichia coli, siendo
paradojicamente el Pb>" uno de los cationes con menor inhibicién para las bacterias (Tabla
2.4). Sin embargo, bajo las condiciones experimentales indicadas (pH 7, 30°C),
probablemente el plomo no se encontré disponible debido a la precipitacién abiodtica en

solucion.
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Tabla 2.4 Concentracion minima inhibitoria de iones metalicos toxicos determinada en cultivos de E. coli

(Nies, 1999).

Cation Metalico CMI (mM)

Hg** 0.01

Ag', Au’” 0.02
Cr0,*, Pd* 0.2
pt*’, Cd** 0.5

Co*", Ni*", Cu**, Zn** 1.0
Pb** 5.0

Mn?** 20.0

Dentro de los impactos de las actividades mineras, sobre la actividad biologica de suelos
agricolas, Almas et al. (2005) estudiaron la actividad de las bacterias en suelos
contaminados con Zn y Cd. En este estudio, se reportd que los microporos del suelo sirven
de proteccion, a las comunidades bacterianas, contra el estrés quimico ocasionado por
elevadas concentraciones de estos elementos. Rajapaksha et al. (2004) reportaron que las
bacterias son mas sensibles, a concentraciones elevadas de Zn y Cu, en comparacién con
los hongos presentes en el suelo. Estos autores aseveran que existe una mayor relacion
antagdnica entre las bacterias y los hongos, con respecto al Cu, es decir, el incremento en la
concentracion de Cu disminuye la actividad bacteriana y aumenta la actividad de los

hongos.

En ambos estudios anteriormente citados, se evalua la actividad bioldgica global del suelo y
no el efecto de los metales con consorcios microbianos de actividad especifica, como seria
el caso de un consorcio de bacterias sulfatorreductoras. Con respecto a éstas, Cabrera et al.
(2006) realizaron un estudio para evaluar la inhibicion de dos cultivos de BSR
(Desulfovibrio sp. y Desulfovibrio vulgaris) a concentraciones entre 1 y 20 ppm de Cu?",
Mn®", Ni*" y Zn*". En un cultivo constituido por Desulfovibrio sp. se obtuvo una mayor
precipitaciéon de los iones metalicos (71 % Cu®", 66.2 % Mn*", 96.1 % Ni*", 93 % Zn) en
comparacion con el cultivo de Desulfovibrio vulgaris, en el cual la precipitacion de los
iones metalicos fue menor (45% Cu2+, 60% Mn*", 96% Ni2+, 9% Zn2+). Debido a los

resultados anteriores se concluyd que la actividad de la bacteria Desulfovibrio sp es menos
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inhibida, por la presencia de iones metalicos, que Desulfovibrio vulgaris. Sin embargo, la
precipitacion quimica no es una medida directa de la inhibicién que pueda presentar algin
microorganismo, ya que ésta se encuentra relacionada con la constante de afinidad al
sustrato, asi como a la cinética de consumo del mismo. Cinéticas altas de consumos de
sustrato, asociadas a una generacion mas rapida de productos en el sistema, podrian

disminuir el tiempo de contacto entre los microorganismos y el toxico correspondiente.

Sin embargo, en base a las concentraciones de los diferentes iones en solucion del estudio
de Cabrera et al. (2006), y empleando el programa de especiacion HYDRA®
(Puigdomenech, 2004), se evalu6 que el cobre y el manganeso podrian precipitar
abidticamente en forma de Cu3(PO4), y Mn(PO4);Cl, cuando se tiene una fuente de fésforo
como fosfato de potasio. De lo anterior, se presupone que los porcentajes de remocion

biotica, reportada por dichos autores, podrian estar sobreestimados.

Por lo tanto, en los estudios de toxicidad es necesario considerar la fraccion biodisponible
de los elementos, al inicio de la experimentacion, con la inhibicion a factores abiodticos de
las comunidades microbianas. Asi también, es necesario tomar en cuenta la dinamica de
transicion de los metales entre las diversas fases minerales del suelo como una funcién de
la variacion del potencial redox, el cual puede favorecer o no, la disponibilidad de los

mismos.

2.6 Determinacion de la tasa maxima de produccion de H,S (Modelo de Gompertz)

Las cinéticas produccion de HoSpioe de las BSR, en sistemas por lote, siguen una curva
caracteristica similar a la del crecimiento microbiano. Esta curva estd constituida por tres
diferentes fases: una fase de retardo, otra exponencial y una fase estacionaria. Dichas
curvas caracterizadas por forma de “S” (Figura 2.3), permiten establecer la maxima tasa de
cambio, 6 velocidad especifica de produccion de H,Syio,, entre la fase de retardo y el punto

donde se alcanza el estado estacionario.
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Concentracion 4

estacionaria

exponencial

retardo

[

Tiémpo

Figura 2.3 Representacion del comportamiento caracteristico de produccién de H, Sy, €n un sistema por lote,

caracterizada por tres fases: retardo, exponencial y estacionaria.

Para calcular la tasa de cambio, en esta tesis, los datos experimentales se ajustaran con un
modelo de crecimiento sigmoidal de Gompertz, el cual ha sido ampliamente utilizado para
crecimiento poblacional debido a sus menores desviaciones observadas, que cuando se
emplean otros modelos. La mejor aproximacion, obtenida con este modelo, radica en que
¢éste considera las tres fases de crecimiento permitiendo disminuir el error y la
incertidumbre de célculo que cuando se emplean otros modelos (Piantanelli, 1986). Aunque
el modelo de Gompertz es un modelo empirico, basado en el crecimiento poblacional de
comunidades, es posible asociar los valores de los parametros de ajuste a las tasas de

produccion de H,Syi0q Observadas experimentalmente (Ortiz, 2004).

Los parametros cinéticos obtenidos del modelo de Gompertz han sido utilizados en estudios
bioldgicos para la estimacion del maximo tiempo de vida celular. Este modelo también ha
sido usado para describir el crecimiento microbiano en procesos de fermentacion
(Piantanelli, 1986) y en la industria alimenticia (Koutsoumanis et al., 1998; Juarez Tomas
et al., 2002). En biotecnologia ambiental, el modelo de Gompertz ha sido empleado para
describir los procesos de bioaumentacion de bacterias inoculadas en suelo (Vandepitte et
al., 1995), predecir el consumo de contaminantes (Ortiz, 2004) y modelar la produccion de

metano en un bioreactor donde se procesan desechos municipales solidos (Lay et al., 1998).
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En esta tesis, tomando como referencia lo propuesto por Ortiz (2004), el modelo de
Gompertz que representa la produccion de H,Syiog, PHS, en funcion del tiempo, puede ser

representado por la siguiente expresion:

PHS = A-exp[—Bexp(—kt)] (2.22)

Donde PHS es la concentracion de H,Spioe producido (en mM), K es la velocidad de
produccion de HsSpiog (en h'l); A es la maxima concentracion de H,Spioe producido (en
mM); t es el tiempo (en h), B es un pardmetro adimensional definido por B = exp(Ktc) y tc
es el punto de inflexion que determina el punto de la méxima velocidad de PHS, Vi pus.
La Vimaxpus esta expresada en mmol HsSpioe g'1 SSV h’! y puede ser calculada con los

parametros del modelo con la siguiente expresion (cf. Anexo A):

Vparprs = 0.386 Ak (2.23)

m
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3.1 Alteracion de sulfuros minerales por procesos de oxidacion

El transporte via edlica y fluvial de los residuos mineros constituye un problema potencial
de contaminacion inorganica. Como ejemplo puede mencionarse el transporte de los
sulfuros hacia los suelos. Una vez depositados ahi y bajo condiciones oOxicas, los sulfuros
sufren procesos de oxidacion, dando origen al denominado drenaje dcido de mina con
liberacion de metales pesados asociados a ellos (DAM-LM). El proceso oxidativo de los
sulfuros no solo ocasiona la contaminacion de suelos, sino que ademas favorece la

contaminacion de aguas superficiales y subterraneas.

Uno de los principales minerales generadores de DAM-LM es la pirita, cuya oxidacion
quimica genera iones en solucién como pueden ser sulfatos, iones ferrosos y protones

(Blowes et al., 2005):

2FeS, +70, + 2H,0 — 450; + 2Fe’" +4H" 3.1

Sin embargo, algunas bacterias como Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus
thioxidans utilizan sulfuros minerales como fuente de energia, lo que acelera el proceso
oxidativo de los sulfuros. Al proceso anterior, donde la bacteria se adsorbe sobre la

superficie del mineral, se le denomina mecanismo de oxidacion directa.

Una vez que el ion ferroso se encuentra en solucion es susceptible de oxidarse al contacto

con el oxigeno disuelto, formando ion férrico:

2Fe™ + 1,0, + 2H* — 2Fe* +H ,0 32)

La reaccion anterior también puede ser catalizada por algunas bacterias, entre las que se
encuentran Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum ferroxidans y Leptospirillum

thermoferroxidans, entre otras. Una vez que el ion férrico es formado, es capaz de actuar
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sobre la superficie de otros sulfuros (Ecuacion 3.3), oxidando inclusive el azufre del
mineral hasta azufre elemental (Ecuacion 3.4), o completamente hasta sulfato (Ecuacion.
3.5) respectivamente. En caso de una oxidacion parcial, el azufre elemental puede
funcionar como una capa pasivante en la oxidacion de otros sulfuros (Blowes et al., 2005).
Los procesos oxidativos donde el ion férrico es el agente oxidante se denominan

mecanismos de oxidacion indirecta (Blowes et al., 2005).

FeS, +14Fe’" +8H,0 — 15Fe’ + 16 H" +250;" (3.3)
MS+2Fe ->M**+S’ + 2Fe’ (34)
3 (3.5)

S’ +>0,+H,0—2H" +S0;
2

Ademas de los mecanismos de oxidacidén anteriormente mencionados, la acidez generada
en las reacciones anteriores, puede inducir condiciones de disolucion acida de los sulfuros

(Ecuacion 3.6).
MeS +2H" — Me* + H,S (36

La Figura 3.1 ilustra los diferentes mecanismos de oxidacion anteriormente descritos:

o @ @

Ny ‘@

. ‘::::::;":> ¢ @
®

Figura 3.1 Representacion esquematica de la oxidacion directa e indirecta de sulfuros metalicos (Modificado
de Blowes et al., 2005).
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La solubilidad de los sulfuros aumenta conforme el proceso de oxidacién se lleva a cabo,
originando la movilidad y disponibilidad de los elementos asociados a estas fases. Existen
diferentes formas de estimar la alteracion de los sulfuros, que van desde una simple
inspeccion visual en campo (Fotografia 2.3.b) hasta pruebas en laboratorio. Estas tltimas,
incluyen la determinacién de la concentracion total, asi como, las movilidades relativas en
funciéon de diversos agentes lixiviantes. Estas soluciones lixiviantes permiten estimar la
fraccion movil, bioaccesible, o bien discernir entre las diferentes fases a las cuales se

encuentran asociados los diferentes EPT (Extraccion secuencial selectiva, ESS).

3.2 Biodisponibilidad y bioaccesibilidad de EPT

La ingesta de particulas que contienen EPT, conlleva a la disolucion de éstos en el tracto
digestivo debido a pH cercanos a 1. Esta condicién aumenta el proceso de disolucion y
parte de los EPT disueltos pueden ser absorbidos, a través de la membrana del epitelio
intestinal, incorpordndose finalmente al torrente sanguineo (fraccion biodisponible).
Durante las diferentes etapas de transporte el elemento libre puede sufrir transformaciones
quimicas, e incluso ser desechado antes de pasar al sistema circulatorio (Gron y Andersen,
2003). La Figura 3.2 ilustra las diferentes etapas involucradas en la disponibilidad del EPT,

desde la ingesta hasta su transformacion (Gron y Andersen, 2003).

INGESTION DISOLUCION ABSORCION TRANSFORMACION
%) @
C Estéomago, Membranas P ;
A n rocesos de
m Boca Intestino de estébmago, L. Z
— . transformacion 9)
o) delgado Intestino delgado o
Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad
ingerida bioaccesible absorbida biodisponible

Exposicion Exposicion

externa interna

| Disponibilidad >

Figura 3.2 Diferentes etapas involucradas en la disponibilidad de EPT y su trayectoria: Ingestion, disolucion,

absorcion y transformacion (Gron y Andersen, 2003).
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La determinacion de la biodisponibilidad de un EPT se puede llevar a cabo mediante
pruebas in vivo o in vitro. Las pruebas in vivo se llevan a cabo en modelos animales y
pueden incluir la intrusion del téxico en una seccion de intestino de un animal,
cuantificacion del toxico en la excrecion, cinética sanguinea y mediciones en el 6rgano
blanco. La pruebas in vitro de biodisponibilidad diferencian la fraccion bioaccesible de
aquella que puede ser absorbida (fraccion biodisponible). En general la fraccion
bioaccesible en humanos, es referida a los procesos de disolucion del contaminante que

ocurren en el estomago durante la etapa de digestion. (Gron y Andersen, 2003).

Ruby et al. (1993) implementaron el método in vitro llamado PBET (por sus siglas en
inglés: physiologically based extraction test) para determinar la bioaccesibilidad. Este
procedimiento involucra las dos etapas de disolucion, la fase gastrica y la intestinal. La
extraccion quimica se realiza utilizando pepsina, citrato, malato, acido lactico y acido
acético como extractantes, a partir de los cuales se determina la cantidad de un metal que
podria ser absorbido. Posteriormente, Ruby et al. (1996) compararon los resultados de la
fraccion bioaccesible de plomo y arsénico obtenidos en pruebas in vivo con los obtenidos
utilizando el método PBET, encontrando que para el plomo existe un factor de correlacion

de 0.93, pero para el arsénico existid una sobreestimacion entre un 2 y un 11 %.

Actualmente existe otro método, mas simple, para la determinar la bioaccesibilidad de EPT
en muestras soélidas, el cual se denomina SBRC (por sus siglas en inglés:
solubility/bioavalability research consortium). Este método simula Gnicamente el proceso
de disolucion géstrica, y se realiza en una hora poniendo en contacto la muestra con una
solucion de glicina a pH de 1.5 a 37 °C (NAVFAC 2000; Razo 2006). Este método es el
establecido en la NOM-147-SEMARNAT-2004 para la evaluacion de las concentraciones

bioaccesibles de EPT en suelos contaminados.
Cabe mencionar que una alta concentracién de los elementos quimicos en el suelo no

necesariamente representa que exista un problema de contaminacién. Un suelo puede

poseer altas concentraciones de algun elemento en especifico, pero puede ser que dicho
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elemento se encuentre en una forma no accesible para el ser humano. En cambio, un suelo
puede contener una concentracion moderada de algin elemento pero con un elevado
porcentaje de bioaccesibilidad, lo que representaria un problema de mayor riesgo para la

salud humana.

3.3 Impacto de los EPT sobre salud ptblica

Existen numerosos dafios a la salud causados por los EPT, algunos de ellos se mencionan a

continuacion:

El cadmio (Cd) interactiia con las membranas bioldgicas desplazando al calcio (Ca) y al
sodio (Na). Ademas interactia con grupos tiol (-SH) de proteinas y otras biomoléculas. En
humanos y animales la exposicion cronica al Cd causa dafios renales. Se ha observado
también, que tanto en el rifion, como en el higado y en el cerebro fetal, se da la mayor

acumulacion corporal de este elemento (Webb, 1972; Cervantes y Moreno, 1999).

El zinc ha sido poco estudiado desde el punto de vista toxicologico. Aunque es uno de los
componentes principales de enzimas y proteinas, a concentraciones elevadas las células
sufren inhibicion debido a la competencia del Zn con nutrientes como el magnesio (Nies,
1999). También se ha encontrado que este elemento causa irritacion del tracto intestinal

(Gron y Andersen, 2003).

Aunque el cobre es un elemento esencial para algunas proteinas, en concentraciones
elevadas resulta toxico para las células. La toxicidad es atribuida a la capacidad del cobre

para generar radicales libres, afectando acidos nucleicos y sitios activos de enzimas.

La toxicidad del arsénico depende de su estado de oxidacion. Se estima que el arsenito
(AsOs™) es cien veces mas toxico que el arseniato (AsO4”). La toxicidad del As®" es debida
principalmente a la unién con los grupos tiol de las proteinas. La toxicidad del As’" esta
asociada a su comportamiento analogo con el fosfato, por lo que su presencia impide la

sintesis de ATP (Cervantes y Moreno 1999). Los sintomas por intoxicacién con arsénico
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son dificultad para deglutir, dolor muscular, debilidad y boca seca, asi como nauseas,
vomito y dolor abdominal seguido de diarrea. Una exposicion prolongada al arsénico
generara dafios en la piel consistente con la aparicion de pigmentos y malformaciones en la
piel, lo que se conoce como melano-queratosis o dermatosis arsenical. El arsénico, también
tiene efectos en el sistema cardiovascular, inclusive puede causar cirrosis hepatica y cancer

en los seres humanos (WHO, 2000; Davis et al., 2001).

Con respecto al plomo, este es un metal de alta toxicidad para el ser humano. Su toxicidad
también esta relacionada con su interaccion con grupos tiol, a concentraciones UM, inhibe
ciertas enzimas ATPasas, el transporte de electrones y la actividad de otras enzimas
(Cervantes y Moreno, 1999). La toxicidad crénica de plomo produce sindrome
neuromuscular que involucra parélisis del sistema nervioso, incluso causa anemia debido a
que inhibe las enzimas necesarias para la produccion del grupo hemo. Este elemento,
también es causante de esterilidad en ambos sexos, asi como de malformaciones congénitas
y hasta desarrollo neurologico anormal. El plomo también causa efectos adversos en el
sistema cardiovascular. Estos efectos pueden ser miocarditis, alteraciones en la tasa de
actividad del corazon e hipertension. Estudios realizados en ratas han demostrado que el
acetato de plomo tiene efectos adversos en las habilidades motoras, ademas de producir
arritmias cardiacas (Jonhson, 1998). También disminuye el sistema inmune haciendo al
organismo mas susceptible a infecciones bacterianas y virales. La toxicidad de plomo se ve
favorecida a bajas concentraciones de hierro y calcio. El efecto adverso de este metal
también puede repercutir en la habilidad del aprendizaje, en la impulsividad, hiperactividad,
e incluso ha sido asociado a comportamiento criminal (Jonhson, 1998). Existen dos
compuestos inorgdnicos de plomo que han sido listados como posibles causantes de cancer
por la Agencia Internacional de Investigacion sobre Cancer, estos son el acetato de plomo y

el fosfato de plomo (Jonhson, 1998).

3.4 Asociaciones mineralodgicas del plomo

El plomo puede encontrarse de diferentes formas en el medioambiente, sin embargo, la mas

estable de ellas es el clorofosfato de plomo. Estos compuestos, en condiciones oOxicas
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poseen una menor solubilidad en comparacion con oOxidos, hidroxidos, carbonatos y
sulfatos. La Tabla 3.1 muestra las diferentes constantes de solubilidad estimadas para
algunas asociaciones mineraldgicas de plomo (Ruby et al., 1994). Como se puede observar
en la Tabla 3.1, todas las piromorfitas poseen una menor solubilidad en comparacion con la
anglesita (PbSQ,), cerusita (PbCOs), galena (PbS) y litargirio (PbO) y esta solubilidad esta

relacionada con el grupo halogenado sustituido (X).

La secuencia de productos de solubilidad de las piromorfitas es la siguiente:
Cloropiromorfita (Pbs(PO4);Cl) > bromopiromorfita (Pbs(PO4);Br) > hidroxipiromorfita
(Pbs(PO4);0H) > fluoropiromorfita (Pbs(PO4);F)

Tabla 3.1 Asociaciones mineraldgicas del plomo y su correspondiente solubilidad tedrica

Fase de Plomo Estequiometria | Log kps

Litargirio PbO 12.9

Anglesita PbSO, -7.7

Cerusita PbCO; -12.8
Galena PbS -27.5
Cloropiromorfita Pbs(PO4);Cl -84.4
Hidroxipiromorfita | Pbs(PO,4);OH -76.8
Fluoropiromorfita | Pbs(POy4);F -71.6
Bromopiromorfita | Pbs(PO4);Br -78.1

Sin embargo, Nriagu (1974) menciona que los fosfatos de plomo pueden ser disociados

bajo condiciones andxicas (Eh ~ -270 mV, pH=9) formando sulfuros de plomo.

La concentracion basal de plomo en el suelo oscila entre 10 y 70 mgekg™”. Sin embargo en
zonas de intensa actividad minera se han reportado concentraciones de 21500 mgekg”. En
el suelo, el plomo se encuentra asociado a arcillas, 6xidos y oxihidroxidos de hierro y

manganeso, asi como, a materia organica y sulfuros (Kabata-Pendias y Pendias, 2000).
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis.

Comunidades de bacterias sulfatorreductoras aisladas de sitios con altas concentraciones
bioaccesibles de plomo, presentan menor inhibiciéon en su actividad biolégica ante la
presencia de este elemento. El sulfuro de hidrogeno producido por estas comunidades
puede ser empleado para la estabilizacion de EPT, debido a la formacién de sulfuros
metalicos de baja solubilidad. Con la formacion de fases con menores productos de
solubilidad se pretende disminuir la fraccion bioaccesible de EPT, y por ende, riesgo de

suelos impactados por la industria minero-metalargica.

Objetivo

Evaluar la disminucion de la fraccion bioaccesible de plomo, a través de un tratamiento ex
situ de produccion de sulfuro de hidrogeno, empleando bacterias que presentan actividad

reductora de sulfatos; aisladas de suelos impactados por actividad minero-metaltrgica.

Objetivos especificos:

e Aislar comunidades microbianas con actividad sulfato-reductora de suelos
impactados por las actividades minero-metalurgicas.

e Determinar la méxima concentracion de plomo a la cual pueden ser expuestos los
consorcios bacterianos, aislados de los suelos de estudio.

e Determinar los parametros de operacion-control de una columna de estabilizacion

de suelos.

e Evaluar la disminucion de la fraccion bioaccesible de plomo estabilizado en un

sistema con actividad reductora de sulfatos.
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5. MATERIALES Y METODOS PARA PRUEBAS DE ESTABILIZACION DE
INORGANICOS

5.1 Toma de muestras

La toma de muestras de suelo se llevd a cabo en los municipios de Villa de la Paz y
Matehuala en San Luis Potosi, México, lugar en el cual se han reportado problemas de
contaminacion por EPT en agua y suelo (Razo 2004; 2006). Se realizaron 3 muestreos para
la recoleccion de muestras solidas, las cuales fueron determinadas en funcion de los mapas
de isoconcentracion EPT elaborados por Razo (2002) y por los elevados porcentajes de
bioaccesibilidad determinados en estudios preliminares de Razo (2006). Las muestras
fueron identificadas y las fechas de muestreo y posicion geografica (UTM: Universal

Transversal de Mercator) se indican en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1 Identificacion de las muestras, su ubicacion en coordenadas UTM y su fecha de recoleccion

Coordenadas en
Proyeccion UTM (metros) Fecha de
Identificacion muestreo
de Muestra X Y dd/mm/afio

Pl 332723 2617499 07/10/2005
Ml 328038 2619190 22/01/2006
M2 330951 2618767 22/01/2006
M3 332424 2618054 22/01/2006
J1 327697 2619237 22/01/2006
12 326763 2619185 22/01/2006
JH 325175 2619209 6/04/2006

Las coordenadas anteriores fueron convertidas a coordenadas geograficas (Tabla 5.2)
utilizando el programa TRANINV WEB para la zona 14, a la cual pertenece el area de
estudio (INEGI 2007), de esta manera fue posible ubicar los puntos de muestreo en

imagenes  geograficas  obtenidas con  Google  Earth  (Google, 2008).
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Tabla 5.2 Ubicacion de los puntos de muestreo en coordenadas geograficas

Coordenadas Geograficas
Muestra Longitud latitud
grados | minutos | segundos | grados | minutos | segundos

P1 100 38 24.288 23 39 384

Ml 100 41 10.715 | 23 40 32.591
M2 100 39 27.684 | 23 40 19.956
M3 100 38 36573 | 23 39 58.994
n 100 41 23906 | 23 40 35.678
12 100 41 55716 | 23 40 27.012
JH 100 42 51768 | 23 40 27.192

Las muestras denominadas M1, J1, J2 y JH se recolectaron en Villa de la Paz (Figura 5.1a),
de las cuales J1 y M1 pertenecen a muestras de suelo, J2 pertenece a la presa de jales que se
encuentra actualmente en operacion y JH pertenece a la presa de jales historica. La muestra
de suelo M2 fue recolectada en una zona que se encuentra entre ambos municipios (Figura
5.1b), mientras que las muestras de suelo P1 y M3 fueron recolectadas cerca de la antigua

planta de fundicidn en el municipio de Matehuala (Figura 5.1¢).

Todas las muestras pertenecen al perfil de 0-40 cm de profundidad, con excepcion de P1, la
cual fue tomada en el perfil de 0-10 cm de profundidad. Posterior a su recoleccion, éstas
fueron introducidas en bolsas de nylon conteniendo sobres generadores de ambientes

anaerobios Gaspack ™.
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b)

Figura 5.1 Ubicacion geografica de los puntos de recoleccion de las muestras de suelo y jales: a)
JH, J1,J2, M1 en Villa de la Paz; b) M2 entre Matehuala y Villa de la Paz; ¢c) P1 y M3 en
Matehuala (Google Earth®, 2008).

37



5. Materiales y métodos para pruebas de estabilizacion de inorganicos

5.2 Caracterizacion fisicoquimica

Previo a las caracterizaciones fisicoquimicas que se mencionan a continuacion, todas las

muestras fueron secadas a 40 ° C en una estufa (LUMISTELL, Mod. HEC-41).

5.2.1 Determinacion de fases mineraldgicas primarias y densidad de las muestras

Como etapa inicial de la caracterizacion de las muestras recolectadas se identificaron las
fases mineraldgicas presentes mediante difraccion de rayos X, para ello se empled un
difractometro de rayos X (Rigaku, Mod. DMAX 2200). La densidad de las muestras fue
determinada utilizando el método del picnometro (Blake y Hartge, 1986).

5.2.2 Analisis quimicos

La extraccion total de EPT contenido en los suelos, y jales, se determind mediante digestion
total con una mezcla 4cida (HNO3:HCI; 25%:10% V/V) en un horno de microondas (CEM,
Mod. MDS-2000) a 1200 W, 350 PSTy 170 °C. Como estandar de referencia, para estimar

los porcentajes de recuperacion del método de digestion, se utilizo el NIST 2710.

Como criterio de estabilizacion de metales y de acuerdo a lo establecido en la norma oficial
mexicana NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, en esta tesis, se emplea la prueba de
bioaccesibilidad in vitro SBRC (Solubility/Bioavalability Research Consortium), la cual se
describe en el Anexo B (NAVFAC, 2000).

Se emplearon dos protocolos para la determinaciéon de la movilidad de EPT los cuales
fueron el método ASTM D 3987-85 y el método de extraccion con acido acético descrito en

la norma NOM-053-ECOL/1993 (cf. Anexo C).

Las concentraciones de los metales y del arsénico en las soluciones obtenidas, con los

diferentes métodos de extraccion, fueron analizadas mediante espectrometria de absorcion
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atomica (EAA) con un espectrometro (Varian Spectra, Mod. AA 220). Para
concentraciones de arsénico inferiores a 3 ppm, se utilizdé un espectrometro de absorcion
atomica (Perkin Elmer, Mod Analyst 200) equipado con un sistema FIAS 100, acoplado a

un generador de hidruros (Perkin Elmer).

5.3 Obtencion de indculos de consorcios bacterianos con actividad reductora de

sulfatos

Con el objetivo de obtener consorcios microbianos, de bacterias sulfatorreductoras (BSR),
se realizaron aislamientos de las muestras recolectadas. Todos los aislamientos se
realizaron a una temperatura de 30°C y bajo el siguiente protocolo: un gramo de la muestra
(eeg. P1) fue colocado en tubos de ensaye conteniendo medio liquido Postgate C
modificado (Postgate, 1984), cuya composicion fue (en mg-L'l): NH4C1 (1000), KH,PO4
(500), Na,SO4 (4500), CaCl,.2H,0 (40), MgSO47H,0 (60), FeSO4+7H,0 (4), tioglicolato
de sodio (100), acido ascorbico (100), piruvato de sodio(1100), lactato de sodio (2.3 mL).
Después un mes de incubacion y para los tubos de ensaye que presentaron coloraciones
oscuras (indicativo de la presencia de sulfuros de hierro), una alicuota fue trasladada a cajas
Petri conteniendo medio sélido Postgate C. La composicion para el medio soélido
enriquecido no vari6 en comparacion con la del liquido, excepto por la adicion de 10 geL™!
de agar-agar que no es consumido por los microorganismos y le da una consistencia solida

al medio.

Durante la inoculacion se aplico la técnica de resiembra por estria, posteriormente las cajas
Petri inoculadas fueron trasladadas a una jarra de anaerobiosis. Después de un mes de
incubacidn, las colonias que presentaron coloraciéon oscura en el medio soélido fueron
trasladadas a botellas serologicas de 125 mL con la misma composicion del medio
mencionada anteriormente. Este tipo de aislamiento final fue el punto de partida para las
cinéticas de produccion de sulfuro que se describen en la Seccion 7.2. Todos los medios de
cultivo, antes de ser inoculados, fueron esterilizados en autoclave en dos intervalos de 15
minutos cada uno a 120 °C y 15 psig. El pH fue ajustado a 7 con NaOH utilizando un

potencidometro Thermo Orion 420A+.
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5.4 Determinacion de la estequiometria utilizada en la cinética de produccion de

sulfuro

Unicamente con el propdsito de determinar la cantidad de sustrato organico a utilizarse en
este estudio se empleo la relacion entre la demanda quimica de oxigeno (DQO) y el sustrato
organico, para ello se estableci6 la reaccion de oxidacion del lactato hasta su mineralizacion

(CO,) y agua (Ecuacion 5.1).
~ ) (5.1)
4C3H505 +120, +4H" < 12C0, +12H,0

Si la ecuacion anterior es representada en gramos, entonces la relacion en masa entre el

lactato y el oxigeno es:

C3H505  DQO (5-2)

356 384

En este trabajo inicialmente se utilizé un gramo de DQO equivalente a 0.93 geL™' de lactato
(1.04x102 M), Ecuacion 5.2 y, de acuerdo a la relacion estequiométrica molar
lactato-sulfatos de la Ecuacion 2.7, C3H503'/SO42' = 0.67, se requirieron 0.0156 M
(1.5 gsL'™") de sulfatos.

Posteriormente, de acuerdo a lo expuesto por Celis (2004) para la evaluacion de toxicidad
de sulfuro en BSR, se agregd un segundo pulso de lactato de 0.93 geL"' con una DQO total
utilizada de 2 geL™' (Celis, 2004).

5.5 Cinéticas de produccion de sulfuro

Todas las cinéticas de produccidon de sulfuro se realizaron por duplicado, en botellas
serologicas de 125 mL, a 30 °C y con una agitacion de 100 rpm en un agitador orbital
(Max?, Mod. 2000). Todos los reactivos empleados en los medios de cultivo fueron de alta

pureza (JT Baker), exceptuando el tioglicolato de sodio (Bioxon). La determinacion del
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H>Spiog acumulado se llevo a cabo utilizando el método turbidimétrico de Cord-Ruwisch

(1985) con un espectrofotometro UV-Vis (Beckman, D.U. 650).

Los estudios de cinética consistieron basicamente en determinar la velocidad de produccion
de sulfuro (Vmax, ps) con y sin la presencia de plomo en los cultivos. El proposito de la
presencia de plomo en los cultivos fue conocer la maxima concentracion de este elemento a

la cual las bacterias pueden ser expuestas y muestran actividad reductora de sulfatos.

La composicion del medio de cultivo para los estudios de las cinéticas microbianas,
considerando tinicamente al lactato como fuente de materia organica, fue (mgeL™"): NH,CI
(1000), KH,PO4 (500), CaCl,.2H,0 (40), tioglicolato de sodio (100), acido ascorbico (100),
lactato de sodio (2.9 mLeL™"). Como se mencioné en la seccién anterior, el lactato de sodio
fue agregado en dos pulsos, el primero al momento de la preparacion del medio y el
segundo después de un tiempo de adaptacion de aproximadamente 70 h. Con el objetivo de
que todas las cinéticas microbianas partieran tedricamente sin sulfuro de hidrogeno en el
medio, se adiciono una cantidad inicial de sulfato ferroso para la precipitacion del sulfuro
presente con el hierro (II). Por lo tanto, las diferentes fuentes de sulfatos empleados en las
cinéticas, variaron en funcion de la cantidad de ion ferroso necesario para precipitar el
sulfuro biogénico contenido en el indculo. Sin embargo, la concentracion total de sulfatos

adicionados inicialmente fue de 1.5 goL™".

De esta forma, las cinéticas de produccion de H,Syio, €valuadas con el consorcio P1, se
realizaron en botellas serologicas de 125 ml, empleando 5 mL de indculo del consorcio P1
aislado y obtenido inicialmente (cf. Seccion 5.3). En todos los cultivos, la composicion total
de de sulfatos en el medio fue de 1.5 gL a partir de las siguientes sales: Na,SOy4 (2.183),
MgS0O4+7H,0 (0.06) y FeSO4+7H,0 (0.0118) (Labastida ef al., 2007).

En este estudio el segundo pulso de lactato se agregd a las 72 horas, de acuerdo a las
pruebas de inhibicidon evaluadas por Celis (2004). El plomo fue agregado como Pb(NO3),
(Fisher) y se estudiaron las siguientes concentraciones (en pM Pb*"): 34.1, 169, 337, 1687
y 3380. Los sistemas de reaccion se realizaron por duplicado y fueron identificados en

orden creciente de concentracion como: P1Pbl, P1Pb2, P1Pb3, P1Pb4, P1Pb5. Las
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concentraciones de exposicion a plomo fueron especificadas, como multiplos y
submultiplos logaritmicos, a partir de la concentracion moévil de plomo determinada
experimentalmente (cf. Seccion 5.2.2). Los resultados de estas cinéticas se presentan en la
Seccion 7.1.4. A un sistema de reaccion sin presencia de plomo, se le considero el cultivo
de control y se identificé como P1Pb0. La identificacién de cada una de las cinéticas, en

funcién de las concentraciones de plomo, se presenta en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3 Claves para la identificacion de concentraciones de plomo empleadas en las cinéticas con el
consorcio microbiano aislado del sitio P1.

Clave de identificacion P1Pb0 | P1Pbl P1Pb2 | P1Pb3 P1Pb4 P1Pb5

Concentracion de plomo

(uM):

0 34.1 169 337 1687 3380

La evaluacion de las cinéticas para el segundo consorcio microbiano, evaluado en esta tesis,
e identificado como consorcio JH, se realizo agregando el segundo pulso de lactato en un
tiempo de 66 h. Ademas, la composicion de sulfatos en este caso fue de (mgeL’):
MgS04+7H,0, (28), FeSO4+7H,O (154), NaSO4 (2104). En este caso, a diferencia del
consorcio P1, se considerd una concentracion mas de plomo de 2530 uM. Los cultivos
fueron denominados (UM Pb>"): JHPb1 (34.1), JHPb2 (169), JHPb3 (337), JHPb4 (1687),
JHPbS (2530), JHPb6 (3380). Analogamente al consorcio P1, se observé la produccion de
sulfuro en un cultivo control sin la presencia de plomo denominado JHPbO. La
identificacion de cada una de las cinéticas, con el consorcio JH, en funcidon de las

concentraciones se plomo se presentan en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4 Claves para la identificacion de concentraciones de plomo empleadas en las cinéticas con el
consorcio microbiano aislado del sitio JH.

Clave de identificacion JHPbO | JHPb1 | JHPb2 | JHPb3 | JHPb4 | JHPbS | JHPb6

Concentracion de plomo

(WM)

0 34.1 169 337 1687 2530 3380

Ademas en ambos consorcios, Ply JH, para saber si existid produccion de H>Spioe por
respiracion endogena, se prepard un cultivo (RE) con la misma composicion del medio

mineral pero sin la adicion de lactato. Todos los cultivos fueron preparados por duplicado.
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Por tultimo, con respecto a la generacion de las cinéticas microbianas, se realizaron
experimentos de produccion de sulfuros con déficit de fosfato con el consorcio JH. En estas
cinéticas, la composicion de sulfatos fue de 1500 mgsL™ que se introdujeron al sistema en
las siguientes concentraciones (g°L'1): MgSO4¢7H,O (56), FeSO47H,0 (199), NaSO4
(2063). El protocolo de implementacion de estas cinéticas fue similar a lo descrito
anteriormente, pero se vario la concentracion de fosfatos en el sistema. Las concentraciones
de fosfato evaluadas fueron seleccionadas considerando el remanente, después de su
probable precipitacion abiodtica con el plomo, en el sistema (cf. Seccion 7.2.5). Por lo tanto,
este estudio se llevd a cabo para las correspondientes concentraciones biodisponibles de
fosfato de los cultivos JHPb3, JHPb4, JHPbS y JHPb6, donde el efecto del déficit de fosfato
y/o la inhibicién por plomo es mas evidente, este hecho se discute en la seccion de
resultados (c¢f- Seccion 7.2.13). Las concentraciones de fosfatos evaluadas bajo el criterio
anteriormente descrito fueron (en puM PO4>): 3470, 2660, 2150, 1640. Con el objetivo de
observar crecimiento microbiano aun a menores concentraciones de fosfato biodisponible,
se consider6 una concentracion de fosfato menor e igual a 820 uM. Estos cultivos fueron
identificados como F3, F4, F5, F6 y F7 respectivamente, y comparados con un cultivo
conteniendo la concentracion de fosfato recomendada para el medio Postgate (3670 uM

PO,*), el cual fue identificado como FO (Tabla 5.5).

Tabla 5.5 Claves para la identificaciéon de concentraciones de fosfato empleadas en las cinéticas con el
consorcio microbiano aislado del sitio JH.

Clave de identificacion FO F3 F4 F5 F6 F7

Concentracion de fosfato

(en uM)

3670 3470 2660 2150 1640 820

5.6 Evaluacion de la produccion de biomasa de consorcios con actividad reductora de

sulfatos

La biomasa de los consorcios de BSR, obtenida al término de cada estudio cinético, fue
cuantificada como soélidos suspendidos volatiles (SSV), de acuerdo al método estandar

2540 E descrito en el Anexo E (APHA, 2005).
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5.7 Electrodos para la determinacion del potencial de dxido-reduccion

Los electrodos empleados en este trabajo de tesis, fueron construidos ex profeso para
adecuarse a las caracteristicas del sistema experimental empleado. Las medidas de
diferencia de potencial fueron obtenidas con un electrodo de platino y un electrodo de

referencia de Ag/AgCl. Detalles de la construccion se describen a continuacion.

5.7.1 Electrodo de Platino

Se construyeron electrodos de una longitud entre 15 y 18 cm, disefiados especificamente
para este estudio (Lazaro, 2006). Asi entonces se utilizdé alambre de platino de 2mm de
diametro, de cual se cortaron piezas de 30 mm de longitud, que fueron unidas a alambre de
cobre empleado como conector; la unioén entre el alambre de platino y el alambre de cobre
se realiz6é con soldadura de plata. Como cuerpo del electrodo se utilizo tubo de Teflon®
especial “heat shrink tubing”, denominado asi ya que reduce su didmetro por calentamiento
y ademas le proporciona rigidez. La longitud del tubo era tal que, permitiera que al
introducir el ensamble de platino-cobre en uno de sus extremos, el alambre de platino
sobresaliera 2 cm. En el otro extremo la punta de cobre se sueldo a un conector tipo hembra
para conexion externa. Una vez realizado esto, el cuerpo del electrodo (conteniendo el
ensamble), fue sometido a una temperatura de 200 °C por cinco minutos en una estufa
LUMISTELL, Mod. HEC-41, con esto se asegur6 que el ensamble platino-cobre y el
conector quedaran sellados y ademas se tuviera un electrodo rigido. Posterior al

calentamiento se retird de la estufa, y dejo enfriar a temperatura ambiente.

Fotografia 5.1 Electrodo de trabajo colocado dentro de su cuerpo de electrodo (plastico heat shrink tubing).

En el extremo izquierdo se observa el conector hembra y en el extremo derecho el platino.

44



5. Materiales y métodos para pruebas de estabilizacion de inorganicos

5.7.1 Electrodo de referencia Ag/AgCl

Para la preparacion de estos electrodos se empled alambre de plata de 2 mm de didmetro.
Se cortaron piezas de 15 cm de longitud, y en una primera etapa se recubrieron
electroliticamente con un deposito de AgCl. Para llevar a cabo esto, se emplearon 2 piezas
de alambre de plata, las cuales se introdujeron en un tubo de ensaye conteniendo solucion
de KCI 3M, este arreglo funcion6 como una celda de electrolisis. Los alambres fueron
conectados a una fuente de poder Marca GW, Modelo GPR-3060D, con la cual se aplico el
voltaje necesario para alcanzar una corriente de ~5 mA por cinco minutos, el alambre en la
posicion de anodo (polo positivo) fue entonces oxidado, con lo cual se produce una capa de
AgClsobre la superficie del alambre de plata. Dado que la conexion al la fuente de poder se
hizo directamente sobre el alambre de plata, cada alambre asi preparado, tenia un extremo
(2 cm) sin recubrimiento. EI cuerpo del electrodo fue preparado con el mismo material
arriba mencionado, solo que en este caso el calentamiento se realizo antes de introducir el
alambre de Ag/AgCl. Asimismo, para este electrodo se colocod en un extremo del tubo de
Teflon® una punta cilindrica de Vycor® de 3.175 mm de didmetro y de espesor. El tubo
con la punta se introdujeron en una estufa a una temperatura de 200 °C, por cinco minutos,
teniendo cuidado de que asome al menos 1 mm de la punta de Vycor®. Posterior al
enfriamiento y ya con el tubo rigido, cada extremo conteniendo el Vycor® fue colocado por
24 horas en una solucion 0.1 N de HCI para limpiar impurezas. Una vez realizado ésto, se
enjuagd con agua desionizada, se llen6 con solucion de KCI 3M y se introdujo el alambre
de Ag/AgCl, dejando una distancia de 1 cm con respecto a la punta de Vycor® (parte
interna). Para evitar contaminacion de la solucidn, el extremo abierto se selld con silicon y
se recubrid con cinta Teflon®. Cabe mencionar que en dicho extremo abierto se dejo un
segmento de alambre de plata libre, de aproximadamente 1 cm, para realizar conexiones y

tomar las lecturas correspondientes.

Con el proposito de comprobar la funcionalidad de los electrodos, €stos se midieron contra
un electrodo comercial de Ag/AgCl (Bass Analytical). La diferencia de potencial entre
ambos electrodos era cercana cero, comprobando asi que tienen un potencial muy similar

(197 mV/SHE). Las lecturas obtenidas mostraron una incertidumbre maxima de +5.4 mV.
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Una vez verificada la funcionalidad de cada electrodo construido, las lecturas del potencial
de oxido-reduccién se realizaron conectando ambos electrodos (platino y referencia) a un

multimetro digital (Protek, Mod. 506).

Una caracteristica sobresaliente de estos electrodos es que pueden construirse de una
manera relativamente sencilla, ademds de que pueden ser calibrados las veces que sean
necesarias. Basta con retirar la capa de silicon, recubrir la superficie del alambre de plata y

colocarlo nuevamente en el cuerpo del electrodo, con la respectiva solucion de KCI.

En este estudio, todas las lecturas de potencial de oxido-reducciéon son reportadas con

respecto al electrodo estandar de hidrogeno (SHE).

Fuente de
Poder
+ -
. «—— 77 Alambres de
anodo
N | / plata
Alambre A /
deplata —7F CJ
recubierto
AgCl Ll |«—Celda

. ~  electroquimica
Ag + Cl- —»AgCl

Figura 5.2 Diagrama simplificado del recubrimiento de los electrodos.
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Fotografia 5.2 Electrodo de referencia Ag/AgCl, colocado dentro del cuerpo de electrodo conteniendo el

Vycor® en el extremo izquierdo.

5.8 Determinaciones de potencial redox en botellas serolégicas

Con el objetivo de establecer la equivalencia entre el potencial de 6xido-reduccion y la
concentracion de HoSpiog, se realizaron lecturas de potencial de 6xido-reduccion en botellas
serologicas durante las cinéticas de produccion de sulfuro. Las determinaciones del
potencial redox se realizaron introduciendo dos electrodos, uno de trabajo y uno de
referencia, como los descritos anteriormente. Por cada determinacion de HoSpiog, s realizo
una lectura de potencial redox conectando los electrodos correspondientes a un multimetro

Protek, Mod. 506.

5.9 Estabilizaciones en la columna de percolacion

Para las pruebas de estabilizaciones de plomo, contenido en la muestra JH, en columna de
percolacion, la zona inferior de distribucion de flujo se empaco con aserrin. La zona
biologica se empaco con una mezcla de aserrin e indculo JH. El inéculo en esta etapa se
obtuvo de 2 botellas serologicas (0.12L) que contenian el consorcio aislado de JH, y al cual
se le cambi6 el medio de cultivo periddicamente, durante 5 meses, hasta obtener una

concentracion de biomasa final de ~ 400 mg SSVsL™'

El medio de cultivo utilizado en la columna de estabilizacion, tuvo la composicion
equivalente a la cinética microbiana del consorcio JHO. El flujo volumétrico en la columna

se establecio en ~ 0.19 Leh™' con una bomba peristaltica (Stenner, Mod. 45M5).
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Las pruebas de estabilizaciones en la columna de percolacion se realizaron utilizando 150 g
de la muestra JH (c¢f. Seccion 7.3.1). Una vez concluido el tiempo teodrico estimado para
llevar a cabo la estabilizacion, 50 g de la muestra himeda estabilizada fue trasladada a un
vaso de precipitado para determinar la fraccion de solidos, como lo sugiere la NOM-141-
SEMARNAT-2003. Lo anterior se llevo a cabo, con el objetivo de determinar el peso de la
fraccion humeda equivalente a 1 g de suelo seco y, de esta forma, realizar la prueba de
bioaccesibilidad considerando la muestra humeda (sin secado). El protocolo anterior se
propone para evitar etapas de alteracion de las “nuevas” fases formadas durante el

tratamiento biologico.

Durante las pruebas de estabilizacion de EPT en las columnas de percolacion con actividad
reductora de sulfatos, la evolucion del potencial redox con respecto al tiempo fue utilizada
como respuesta de la evolucion en la produccion del sulfuro biogénico. Ademas, de los
puertos de muestreo establecidos en la columna (cf. Capitulo 6), se retiraron
aproximadamente 1.5 mL de solucion siendo colocados en viales de 2 mL de capacidad
para la determinacion del pH, la cual se realizé con un electrodo de ROSS (metrohm)

especial para micromuestras.

5.10 Microanalisis, identificacion y observacion de fases mineralogicas por EDS-MEB

Las fases asociadas al plomo formadas en los estudios de cinética, asi como en las pruebas
de estabilizacion de metales, fueron microanalizadas cuantitativamente utilizando
espectroscopia de energia dispersa (EDS; EDAX, Mod. DX4) asociado al microscopio
electronico de barrido (MEB; Philips, modelo XL30). Con el objetivo de identificar las
diferentes fases presentes, en los microandlisis realizados, se utilizd el detector de
electrones electrodispersados (BSE). La identificacion de fases de los estudios de cinética
se realizo colocando el residuo de la calcinacion de los s6lidos suspendidos volatiles sobre
soportes de aluminio, los cuales fueron posteriormente recubiertos con carbon para su

microanalisis.
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Con el objetivo de evitar procesos de oxidacion durante el secado, en estufa, de las
muestras provenientes de las columnas de estabilizacion, éstas fueron liofilizadas y
almacenada al vacid hasta su observacion al MEB. Posteriormente, los residuos tratados se

prepararon sobre probetas de resina epoxica para su posterior analisis en el MEB.
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6. DISENO DE COLUMNA PARA LA ESTABILIZACION DE METALES EN
SUELOS

Las lecturas del potencial redox son muy importantes en cualquier estudio hidroldgico y
geoquimico debido a que este pardmetro tiene un efecto en las especies de los compuestos
quimicos presentes y, por lo tanto, en su respectiva movilidad. Ademads, los procesos
bioldgicos también son dependientes del potencial redox presente en el medio, por ejemplo,
las BSR se desarrollan eficazmente a potenciales redox (Eh) cercanos a -200 mV/SHE
(cf. Capitulo 2). Por lo tanto, para conocer la evolucion de un sistema bioldgico con
reduccion de sulfatos se propone en esta tesis conocer de manera in sifu la variacion del

potencial redox del sistema.

En el presente estudio se propone el uso de una columna de flujo ascendente con puertos de
muestreo a lo largo de la misma, en los cuales se colocan los electrodos de trabajo y de
referencia (cf. Seccion 5.7). Dichos electrodos pueden ser desmontados y tienen la ventaja
de que los electrodos de referencia pueden ser calibrados nuevamente al final de cada
prueba. La lectura del potencial redox se realiza de manera intersticial colocando dos
puertos de muestreo separados diametralmente, uno para el electrodo de referencia y otro
para el electrodo de trabajo. Se propone ademas la instalacion, a lo largo de la columna, de
puntos de muestreo para liquido a través de puertos sellados con septas de neopreno, que
permitan obtener una pequefia cantidad de muestra para determinar el perfil de pH a través

de la columna.

La columna de estabilizacion con flujo ascendente (Figura 6.1) fue construida en acrilico de
6” de espesor, con un didmetro interior de 4 cm y una longitud de 50 cm. Esta relacion 1:10
didmetro:longitud fue definida para disminuir la formacion de canales preferenciales de
flujo (Froment y Bischoff, 1990). El sistema de columna fue segmentado y distribuido en 3

partes. La especificacion de cada parte, en orden descendente, se describe a continuacion:
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e Zona de estabilizacion quimica: Esta zona fue disefiada para tratar un maximo de 1
kg de muestra en el estudio, con un volumen méaximo de ~380 cm’ y una longitud

de 30 cm, y consta de 4 puertos de muestreo.

e Zona de reaccion biologica: Esta zona estd constituida por 10 cm de largo y consta
de 3 puertos de muestreo anteriormente mencionados. En este sitio se colocan las
BSR mezcladas con aserrin formando una zona bioldgicamente reactiva en la cual
se lleva a cabo el consumo de lactato y la reduccion de sulfato a sulfuro de
hidrégeno. El flujo ascendente transporta el sulfuro de hidrogeno hacia la zona de

estabilizacion del suelo mencionada anteriormente.

e Zona de distribucion de flujo: Esta zona estd constituida por 10 cm de largo a la
entrada del sistema, en donde se coloco aserrin como material de soporte para la
biomasa y distribuidor de flujo. El aserrin fue lavado y esterilizado previ6 a su uso

como soporte en la columna.

Para evitar la mezcla de las diferentes zonas se utilizd una placa de acrilico con orificios
para el paso uniforme de agua, cubierta por filtros de 0.45 pm para evitar la pérdida de

biomasa. A la entrada del sistema se colocd una valvula check.

Un aspecto sobresaliente de este disefio de columna es que las zonas de estabilizacion y
bioldgica son desmontables (Figura 6.2a). Esta caracteristica fue disefiada con el objetivo
de establecer primeramente las condiciones redox necesarias para las BSR, es decir, se
coloca el in6culo de bacterias, se satura con medio de cultivo y posteriormente se coloca la
tapa de salida de flujo sobre esta seccion (Figura 6.2b). Una vez que se alcanzan las
condiciones de actividad biologica sulfato-reductora, es posible colocar la tercera seccion
del dispositivo, la cual contiene el suelo a ser estabilizado (zona de estabilizacion quimica)
y finalmente la tapa de salida de flujo. Si se desea mantener activas las bacterias para
pruebas de estabilizacion posteriores basta con desmontar la zona quimica, colocar la tapa

de salida de flujo en la zona biologica y circular medio de cultivo de manera periddica.
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Figura 6.1 Disefio de columna para la estabilizaciéon de metales con cada una de sus secciones, zona
de estabilizacion (suelo), zona bioldgica (consorcio microbiano), zona de distribucion de flujo

(aserrin).
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Figura 6.2 Secciones desmontables de la columna: (a) Distribucion de flujo y biologicamente reactiva asi
como de estabilizacion quimica. (b) Secciones de reaccion bioldgica y de distribucion de flujo, necesarias
para alcanzar las condiciones de potencial redox, que evidencian una actividad microbiana reductora de

sulfatos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES SOBRE CARACTERIZACION
FISICOQUIMICA Y ESTABILIZACION BIOLOGICA DE SUELOS

7.1 Resultados sobre la caracterizacion de muestras de suelo y residuos mineros

Considerando que el principal objetivo de un proceso de remediacion de suelo es la
proteccion de la salud humana y del medio ambiente, antes de decidir la estrategia de
remediacion a seguir, es necesario conocer algunas caracteristicas fisicoquimicas del suelo
a ser tratado. Algunas de esas caracteristicas son la composiciéon mineral del mismo, la
concentracion total de los metales, la concentracion capaz de lixiviarse a través de suelo
(movil), asi como la fraccion potencialmente disponible para los seres humanos y definida

como la concentracidon bioaccesible.

Cuando se evalta el sulfuro de hidrogeno biogénico como técnica de remediacion de suelos
a escala laboratorio, en columnas de percolacién, es recomendable utilizar suelos
previamente caracterizados, con un alto grado de bioaccesibilidad o movilidad. Esto se
decidié en funcion de poder comparar los cambios provocados después de la prueba de
estabilizacion en las columnas. De esta forma, es posible evaluar la eficiencia de la
estabilizacion de EPT empleando pruebas de movilidad, extraccion secuencial selectiva o
métodos in vitro para determinacion de bioaccesibilidad de EPT. Por lo tanto, con el
objetivo de elegir la muestra a ser considerada para someterse a un proceso de
estabilizacion en columnas de percolacion se realizd la caracterizacion fisicoquimica
preliminar de algunas muestras de suelo y jales mineros. Los puntos de muestreo,

identificacion, ubicacioén y toma de muestra se presentaron en la Tabla 5.1.

La caracterizacion fisicoquimica preliminar de las muestras consistié del analisis de la
concentracion total de EPT, difraccion de rayos X, densidad, asi como, de la determinacion
de la concentracion bioaccesible y mévil de los EPT descritos previamente (cf: Seccion

5.2.2).
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7.1.1 Concentracion total de EPT en las muestras de suelo y residuos mineros

La concentracion total de metales pesados y arsénico obtenida mediante la digestion en
horno de microondas es reportado en la Tabla 7.1. Estos resultados muestran que las
concentraciones totales de arsénico y/o plomo de las muestras M1, J1 y P1 son menores que
en las muestras J2, M2, M3 y JH, por lo que estas ultimas fueron las muestras consideradas
como potenciales casos de estudio, para ser estabilizadas en las columnas de flujo
ascendente. Ademas, considerando que la NOM -147-SEMARNAT/SSA1-2004 establece,
como criterio para remediacidon, concentraciones de referencia totales de plomo de 800
mgekg™ (para suelos industriales), se optd por preseleccionar las muestras M2, M3, J2 y JH

para las siguientes pruebas de movilidad, bioaccesibilidad y seleccion final de muestra.

Los porcentajes de recuperacion de EPT, utilizando el NIST 2710 como estandar de
control, fueron: arsénico ~90 %, plomo ~80 %, cadmio ~83 %, zinc ~72 %, cobre ~70 %,
hierro ~80 %. Estos porcentajes determinan el porcentaje de incertidumbre del valor

obtenido en las muestras analizadas.

Tabla 7.1 Concentraciones totales de EPT en las muestras recolectadas

Concentracién de EPT en mgekg™ , excepto donde se indica "
Elemento
NIST |,
P1 M1 M2 M3 J1 J2 JH 3710 | % Ree.
As 385 205 4719+31 | 5138 +738 | 2000 | 4944 +256 | 4.5+1.3° 556 90
Pb 284 192 758 + 108 951+ 236 422 | 21144229 | 19.3+4.6° | 4344 80
Cd 16 9 50+2 127+ 14 26 36+2 64+ 3 18 83
Zn 280 315 | 2540 +£285 | 2739+399 | 1070 | 1773 £258 | 4331+ 106 | 5000 72
Cu 133 212 871+ 11 175+ 11 1580 194 + 25 451+ 24 2025 70
Fe 18.9° | 189" | 53+1.2% [21.4+29°| 675" [ 309+7.9" | 82+7.7° | 255" | 80

La desviacion estandar corresponde a duplicados (n=2). % Rec: se refiere al porcentaje de recuperacion

obtenido para cada elemento con el NIST 2710. " esta referido en gekg™
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La concentracion total de los EPT para las muestras JH, J2, M3 y M2 es mostrado en la
Figura 7.1, donde se observa que todas las muestras poseen una concentracion total de
arsénico similar. Sin embargo, esto no implica necesariamente que todas las muestras
posean el mismo grado de riesgo debido a la presencia de este elemento. Ademas, también
se aprecia que la muestra JH es la que presenta la mayor concentracion de plomo (19313
mgekg™). De hecho, esta concentracion es mayor en comparacion al resto de las muestras,
siendo ~9 veces mas grande que la de J2, ~920 veces mas grande que M3 y ~25 veces mas

grande que M2. Ademas del plomo, en JH también se presenta la mayor concentracion de

zinc (4331 mgekg™).
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Figura 7.1 Concentraciones totales de arsénico, plomo, zinc y cobre en las muestras M2, M3, J2 y JH.

Las barras representan la desviacion estandar de duplicados.

7.1.2 Fases primarias de las muestras seleccionadas y su respectiva densidad

De los resultados de digestion total se preseleccionaron cuatro muestras en funcion del
contenido total de EPT, las cuales fueron (M2, M3, J2 y JH). Los difractogramas obtenidos

se encuentran en el Anexo F. Todas las muestras analizadas se encuentran constituidas
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principalmente por calcita (CaCO;) y cuarzo (SiO;). Sin embargo, en la muestra M2 se
encuentran también algunos feldespatos, como la albita (NaAlSizOg) y algunas formas de
carbonatos de calcio més estables que la calcita, como la aragonita. El caso mas complejo
lo present6 JH, debido a que presenta numerosos picos de baja intensidad, a lo largo de 26,
los cuales podrian estar relacionados a la formacién de fases amorfas provenientes de
diferentes procesos de alteracion de los minerales constituyentes de este sitio. Se identifico
también, la presencia de fases cristalinas que contienen hierro (II), como es la

Clinoferrosilita (Fez+1_5Mgo_SSizO6).

Por otra parte, los resultados de las pruebas de densidad, de las muestras preseleccionadas,
se reportan en la Tabla 7.2. Estos valores de densidad permiten establecer la cantidad de
material que puede ser tratado en las columnas de percolacion predisefiadas para este

estudio.

Tabla 7.2 Densidad de las muestras de suelo y jales, seleccionadas como potenciales casos de estudio

Muestra Densidad (en g-cm'3)
M2 3.49£0.152
M3 2.25£0.050
12 2.40£0.036
JH 2.76 £0.012
El valor representa el promedio de duplicados

7.1.3 Concentracion bioaccesible de EPT en las muestras seleccionadas

Los resultados de la prueba de bioaccesibilidad se presentan en la Tabla 7.3. Sin embargo,
al momento de analizar la bioaccesibilidad, suele ser mas util contrastar para cada muestra

la concentracion bioaccesible contra la concentracion total del elemento en cuestion.
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Tabla 7.3 Concentracion bioaccesible de EPT en las muestras M2, M3, J2 y JH, empleando el protocolo

SBRC
Concentracién (en mgekg™):

Elemento M2 M3 I JH
As 495+£5 3165 +£95 2185+ 15 340 £ 20
Pb 500+ 6 6146 1115£5 3175£45
Cd 360 108 +2 30+0 60+2
Zn 1550 £20 2030 + 40 1060 £ 10 1220 £20
Cu 274 £5 95+2 126 £3 83+£0.5
Fe 2380 £30 2015 £ 65 5395 £105 404 £ 7

La desviacion estandar corresponde a duplicados (n=2)

Con la consideracion anterior, en la Figura 7.2 se aprecia la concentracion total (T) de
arsénico, plomo y zinc (AsT, PbT y ZnT respectivamente), asi como la concentracion
bioaccesible (B) de estos elementos (AsB, PbB y ZnB respectivamente). Asi mismo, en la
Figura 7.3 se presentan los resultados correspondientes para cadmio y cobre; y finalmente
la Figura 7.4 presenta los resultados para el hierro. Las figuras mencionadas anteriormente
permiten diferenciar, en base a la concentracion bioaccesible, aquellas muestras que
representan un mayor problema de contaminacion, considerando que mientras mayor sea la
concentracion bioaccesible mayor es el impacto en los diferentes receptores ambientales.
Por ejemplo, en el caso del arsénico, se observa que las concentraciones totales son
similares para las muestras M2, M3, J2 y JH (Figura 7.2). Sin embargo, en dos de ellas (M2
y JH), presenta porcentajes bioaccesibles, con respecto a la concentracion total, del 10 y 8
% respectivamente. En cambio, el porcentaje bioaccesible del arsénico en J2 es de un 44 %,
y en M3 del 62 %. El resultado obtenido en M3 sugiere la presencia de fases secundarias de
arsénico susceptibles de ser lixiviados en medios acidos, como podrian ser 6xidos de
arsénico (As;0s), encontrados con frecuencia en sitios donde se encuentran plantas de
fundicion (Smedley y Kinniburgh, 2002), como es el caso donde se recolectd dicha muestra

(cf- Seccion 5.1).
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Figura 7.2 Concentraciones totales de arsénico, plomo, zinc y su respectiva bioaccesibilidad, en las muestras
M2, M3, J2 y JH. La letra T representa la concentracion total y la B representa la concentracion bioaccesible

para cada EPT respectivamente. Las barras representan la desviacion estandar de duplicados.

Con respecto al plomo (Figura 7.2), se observa que las muestras M2, J2 y M3 presentan una
bioaccesibilidad del 66 % (500 mgekg™), 53 % (1115 mgekg™) y del 65 % (614 mgekg™)
con respecto a la concentracion total respectivamente, en tanto que JH presenta solamente
el 16 % bioaccesible. Aunque en términos de porcentaje dicho valor aparentemente es mas
bajo que las demds muestras, considerando la alta concentracién total de plomo en esta
muestra este porcentaje equivale a 3175 mg Pbekg”. Lo cual implica una concentracion
bioaccesible superior con respecto a las demas muestras. La alta bioaccesibilidad de JH se
encuentra asociada a procesos de alteracion de las fases primarias como los sulfuros de

plomo (kps = 107?77

), el cual ha originado la aparicion de fases secundarias de mayor
solubilidad y que pueden incluir oxihidréxidos de hierro con una mayor cristalinidad, como
se observo en el DRX de esta muestra (¢f. Apéndice F, Figura F.1d). Ademas, las fases
secundarias, menos estables termodindmicamente de los sulfuros de plomo, podrian ser
sulfatos de plomo (kps = 1077) o incluso los carbonatos de plomo (kps = 107'*%)

caracteristicos de los suelos gipsicos-carbonatados del sitio de estudio.
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Ademas del plomo, en la muestra de JH, se presenta la mayor concentracion total de zinc
(4331 mg Znekg"), la cual es mayor a la concentracion de M2 y M3 (2540 y 2739 mg
Znekg'). Sin embargo, en términos de bioaccesibilidad la concentracion en JH, con
respecto al zinc (1220 mg Zn+kg™), es menor que en M2 y M3 (1550 y 2030 mg Znekg™),

por lo que en este caso el riesgo asociado a la presencia de zinc es mas evidente en M3.

En cuanto al cadmio, como se puede observar en la Figura 7.1, en todas las muestras
analizadas las concentraciones totales en suelo se encuentran por debajo de las
concentraciones de referencia totales establecidos, en la NOM-147-SEMARNAT-SSA1-
2004, para suelos industriales (450 mg Cdekg™). Sin embargo, en todos los casos el
porcentaje bioaccesible de este elemento se encuentra por arriba del 70 %. Este resultado
probablemente se debe a que el cadmio suele formar complejos estables en solucion con
compuestos organicos, como son los que se presentan en el protocolo empleado para
evaluar la bioaccesibilidad (c¢f- Anexo B), lo cual favorece su movilidad entre los diversos

receptores ambientales del suelo (fases primarias, secundarias, materia organica y biota).

La Figura 7.3, también presenta las concentraciones totales de cobre en las diferentes
muestras, y en todas ellas se observa que se encuentra por debajo de los 1000 mg Cukg™,
siendo M2 la muestra con una mayor concentracion bioaccesible (274 mgekg”). Este
elemento, no se encuentra normado, pero es importante determinarlo para establecer los
balances de masa entre todos los elementos que pueden tener asociacion con el sulfuro que

serd producido en el sistema de tratamiento.
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Figura 7.3 Concentracion total de cobre y cadmio, asi como su respectiva bioaccesibilidad, en las muestras
M2, M3, J2 y JH. La letra T representa la concentracion total y la B representa la concentracion bioaccesible

respectivamente. Las barras representan la desviacion estandar de duplicados.

Como se menciono anteriormente, el hierro es el elemento predominante en las muestras
analizadas, la concentracion total y bioaccesible se muestra en la Figura 7.4. A pesar de
que este elemento no se encuentra regulado en el NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004, es
importante conocer las cantidades que podria consumir el sulfuro biogénico del sistema de
estabilizacion que se propone en esta tesis. Los resultados indican que J2 presenta la mayor
concentraciéon bioaccesible de este elemento (5395 mgekg") siendo esta muestra la que se
encuentra en la zona actual de disposicion de jales. La muestra JH, que se encuentra en la
presa mas antigua de disposicion de jales, es la que presenta la menor bioaccesibilidad,
resultado probablemente asociado a una mayor estabilidad de este elemento por el tiempo

de intemperizacion que ha pasado en este sitio.
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Figura 7.4 Concentracion total de hierro (FeT) y su respectiva bioaccesibilidad (FeB). Las barras representan

la desviacion estandar de duplicados.

7.1.4 Concentracion movil de los EPT en las muestras preseleccionadas

Los resultados obtenidos simulando el contacto del agua metedrica con la matriz sélida se

muestran en la Tabla 7.4, mientras que los resultados simulando el contacto de la matriz

solida con la solucion de acido acético (cf. Anexo C) son presentados en la Tabla 7.5. En

ambos resultados la relacion sélido-liquido fue 1-20, como lo establecen los respectivos

protocolos (c¢f- Anexo C).

Tabla 7.4 Resultados de la prueba de movilidad de EPT de acuerdo al protocolo ASTM 3987, utilizando agua

meteodrica como extractante

Elemento Movilidad agua meteérica (mgekg™)
M2 M3 J2 JH
As 22.2743.33 117+6 8.09+0.39 2.78+0.34
Pb <2 <2 <2 <2
Cd <0.4 <0.4 <0.4 <0.4
Zn 7.6 £0.6 6=+1.2 6.2+0.2 4.4 10
Fe 3.910.1 3.2+0.5 <1.2 1.240

Los resultados para la movilidad con agua metedrica también se presentan en la Figura 7.5,
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en la cual se observa que la muestra M3, recuperada en el sitio de la fundicion, posee la

mayor concentracion movil de arsénico (117 mgekg™).

Tabla 7.5 Resultados de la prueba de movilidad de EPT de acuerdo a la prueba de extraccion PECT-NOM-

53, utilizando una solucién de acido acético como extractante

Elemento Movilidad acido acético con 50 g de sélido (mgekg™)
M2 M3 J2 JH
As 55£15 386 £ 74 21+1.32 31+1
Pb <2 <2 <2 54+1.1
Cd 12+0.1 27+£1.5 13+0.1 15£0.1
Zn 139+£0.9 260 +20 529+3 87+4
Fe 64+£0.2 53+0.1 354+0.1 33+0.1

Lo cual se encuentra asociado a una alta solubilidad de los compuestos que contienen este
elemento, y a la facilidad del mismo para movilizarse a diferentes intervalos de pH. Por su
parte, el plomo no muestra movilidad bajo estas condiciones, lo que sugiere una baja
fraccion intercambiable y la probable asociacion de éste con carbonatos, u otras fases de

mayor estabilidad.
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Figura 7.5 Resultados de movilidad de EPT, empleando ~ Figura 7.6 Resultados de movilidad de EPT, empleando
agua meteodrica como extractante, segiin protocolo ASTM  una solucion con acido acético como extractante, segun
3987. Las barras representan la desviacion estandar de prueba de extraccion PECT-NOM 53. Las barras

duplicados. representan la desviacion estandar de duplicados.
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En la Figura 7.6 se observa la movilidad de EPT cuando se utiliza acido acético como
extractante. Para el arsénico se observa un comportamiento similar al anterior, siendo M3 la
muestra con la mayor concentracion movil de arsénico (386 mgekg™), seguida de M2 (55
mgekg™"). Por otro lado, la movilidad del zinc en J2 sugiere la presencia de fases de mayor
solubilidad, las cuales son producto de procesos de alteracion de las fases primarias de
estos jales. Bajo estas condiciones, también es posible observar que la unica muestra con

una elevada movilidad de plomo es JH, con una relacion de movil de 54 mg Pb-kg'lsuelo.

De manera general, en las Figuras 7.5 y 7.6, se aprecia que la concentracion movil es mayor
cuando se emplea acido acético como extractante, a un pH de 2.88, que cuando se utiliza
agua en equilibrio con CO; a pH de 5.5. Esto podria estar asociado a dos procesos, uno es la
disolucion de los carbonatos, ésta disolucidn ocasiona la liberacion de metales asociados a
carbonatos hacia el seno de la solucion, y el segundo es atribuido a que el ion acetato

estabiliza el i6n en solucidon por complejacion del metal con el grupo carboxilico.

En el caso del arsénico, el incremento en la concentracion movil del mismo, utilizando
acido acético, podria estar atribuido a una mayor disolucién acida de las fases secundarias.
Las fases secundarias identificadas por MEB en estas muestras son principalmente
oxihidroxidos de hierro, generadas por procesos de alteracion de arsenopirita (AsFeS)
mineral, usualmente encontrados en los yacimientos tipo skarn de este sitio (Castro-
Larragoitia, 1997). Aunque también se han reportado como fuentes de arsénico en el norte
del pais fases de tenantita (Cuj2As4S13) y enargita (CuzAsSs) (Megaw, 1998). Ademas, a
menor pH, se favorece la disolucion de 6xidos de hierro y con ello se favorece la liberacion

del arsénico que podria encontrarse adsorbido en la superficie de estos.
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Tabla 7.6 Resultados de la prueba de movilidad con acido acético de acuerdo al protocolo PECT-NOM-53

modificado
Elemento Movilidad expresada en mgekg”’
M2 M3 J2 JH
As 321+4.6 2940 + 20 291+£3 211+£11.4
Pb 130+2 62+6 68+4 1415 +267
Cd 3440 31440 30+0 47+1
Zn 796 +2 4290 + 10 994 + 14 423+1
Fe 261 £3 46+ 6 424 + 8 23 +1
Relacion solido:liquido 1:200; 5 g de suelo por 1 L de solucion. La desviacion
estandar corresponde a duplicados (n=2).

Con el objetivo de evaluar la movilidad de los elementos utilizando 4cido acético como
extractante, se aumento la relacion solido-solucion en la prueba de movilidad con acido
acético. Lo anterior con la intencion de simular soluciones con concentraciones elevadas de
acidos organicos, que pueden presentarse en los suelos rizosféricos por la actividad
biologicas de especies vegetales o bien en suelos agricolas que han recibido el impacto de
la dispersion de particulas con altos contenido de EPT. Por lo tanto, para poder estudiar este
efecto, de concentraciones saturadas con acidos organicos, la fraccion solida fue disminuida
de 50 g a 5 g de s6lido, manteniendo el volumen de liquido en 1 litro. Los resultados se
muestran en la Tabla 7.6, asi mismo, se presentan también los resultados de la
concentracion obtenida en solucion (en mgeL"') antes de hacerse la equivalencia a
kilogramo de suelo, dicha concentracion en solucion serd utilizada en la seccion de
cinéticas de produccion de sulfuro para estimar los requerimientos de produccion de sulfuro

biogénico (cf. Seccion 7.2).

La Figura 7.7 ilustra los resultados para las matrices sélidas anteriores y se observa que la
movilidad para cada elemento analizado aument6 en comparacién a la prueba anterior. Con
el cambio de la relacion sélido-liquido todos los EPT incrementaron su movilidad, por
ejemplo, el plomo en JH incremento su rango de movilidad de 53-55 mgekg" a 1148-1682
mgekg”, cuando la relacién sélido-liquido de 1:20 se modifico a 1:200. Este resultado
demuestra la importancia de la relacion mineral-ligante en los procesos de disolucion, ya
que al disminuir la cantidad de s6lido, aumentan los ligandos disponibles para estabilizar

los cationes en solucidn.
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Figura 7.7 Movilidad de EPT, empleando una solucion con 4cido acético como extractante, segiin prueba de

extraccion PECT-NOM 53 modificada. Las barras representan la desviacion estandar de duplicados (n=2).

Con las pruebas fisicoquimicas realizadas se permitio establecer en base a la concentracién
total con mayor contenido de EPT, aquellas muestras que pueden ser consideradas como
potenciales casos de estudio en las pruebas de estabilizacion en columnas, estas muestras
fueron M2, M3, J2 y JH. Posteriormente, los resultados de la caracterizacién mineralogica
mostraron que la matriz mineral de estas muestras esta constituidas principalmente por
silicatos y carbonatos de calcio. La muestra JH presentd una constitucion mas compleja,
debido a la probable presencia de fases amorfas, formadas probablemente por diferentes

procesos de alteracion de los minerales de ese sitio.

Ademas, las pruebas de bioaccesibilidad y movilidad mostraron que existen dos muestras
que sobresalen por su alta concentracion bioaccesible, asi como por la movilidad de
arsénico y plomo, dichas muestras son M3 y JH respectivamente. De las muestras citadas
anteriormente, se decidi6 emplear la muestra JH, como muestra problema para evaluar las
pruebas de estabilizacion de EPT en columnas utilizando la produccion de sulfuro de
hidrogeno biogénico, producido alguno de los consorcios microbianos que presentaron

actividad reductora de sulfatos.

Ademés la concentracion de plomo mévil de 62 + 6 mgPbekg™, obtenida con el protocolo

PECT-NOM-53 modificado (Tabla 7.6), fue elegida como la concentracion a la que podrian
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estar expuestas las BSR de manera in situ. Por lo tanto, esta concentracién de plomo fue
seleccionada como base para establecer las concentraciones de plomo en las pruebas
cinéticas, evaluadas con los consorcios microbianos aislados de los sitios de muestreo (cf-

Seccion 7.2).

7.2 Evaluacion de la produccion de H,S biogénico (PSH) de dos consorcios

microbianos aislados del sitio de estudio

Los estudios de cinética de produccion de sulfuro de hidrégeno se realizaron en botellas
serologicas con el objetivo de constatar la obtencion de un consorcio bacteriano con menor
inhibicién ante la presencia de plomo, estableciendo su capacidad y velocidad de
produccion de sulfuro de hidrégeno (H,S), bajo condiciones Optimas para este tipo de
microorganismos (Postgate, 1984). El pardmetro cinético de velocidad de produccion es
basico para determinar el tiempo de operacion del sistema de columnas de estabilizacion.
De las 7 muestras recolectadas para obtencion de indculo de suelos contaminados con EPT,
solamente 4 presentaron actividad reductora de sulfato P1, M2, JH y M3. Sin embargo,
debido a los tiempos de respuesta para la produccion de biomasa con el medio liquido
Postgate y solido, en este estudio tinicamente se evaluaron P1 y JH. El in6culo recuperado
del sitio M2 presentd evidencias de actividad reductora de sulfatos 6 meses después y M3
al afio de realizar el indculo. Ademas, también se reportan las relaciones entre los
resultados de produccion de sulfuro de hidrégeno (PSH) con respecto a la cantidad de

biomasa producida por los consorcios P1 y JH.
Los resultados de las cinéticas se presentan, para su discusion en esta seccion,

representados graficamente. Los resultados para cada cinética reportados en tablas, se

encuentran en el Anexo G.
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7.2.1 Cinética de PSH, en presencia de plomo, obtenida con el Consorcio P1

Al comienzo del estudio, y por cuestion de tiempo, se implementaron los protocolos para
evaluar las cinéticas microbianas, asi como las pruebas de inhibicion al plomo, empleando
solamente el consorcio P1 del que se tenia mayor produccién de biomasa. Al momento de
la adicion del plomo, los cultivos presentaron una coloracion blanco-grisacea (Foto 7.1),
siendo ésta mas evidente para concentraciones de plomo de 1687 y 3380 mg+L™ (cf Tabla

5.3).

Fotografia 7.1 Color presentado por los cultivos en las cinéticas con el consorcio P1.

Los cultivos fueron colocados en un agitador orbital a 100 rpm (Fotografia 7.2) de acuerdo
al protocolo previamente establecido (cf. Seccion 5.5). Después de un tiempo de adaptacion
al sustrato de ~72 h, se adiciondé un segundo pulso de carga organica (como lactato), y se
retird periddicamente 0.1 mL de solucion de los frascos para determinar la produccion H,S
con respecto al tiempo. Para la descripcion de la cinética, respecto al efecto toxico de un
componente en el sistema, se considero como tiempo inicial la lectura de PHS después del

segundo pulso de lactato como recomienda Celis (2004).
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Fotografia 7.2 Sistema de agitacion orbital para evaluar las cinéticas microbianas con el consorcio P1.

Los resultados se observan en la Figura 7.8. Como puede apreciarse, existe una clara
influencia de la concentracion de plomo sobre los cultivos bioldgicos, ya que conforme se
incrementa la concentracion de este elemento también comienza a incrementarse la fase de
retardo. Es decir, al incrementarse la concentracion de plomo, ocurre una disminucion de la
PSH acumulada. Esta disminucion puede ser atribuida a dos situaciones, o a la combinacion
de las mismas. La primera relacionada al consumo de sulfuro por precipitacion de PbS
biogénico. La segunda, puede estar relacionada a un efecto inhibitorio del plomo, sobre
algunas enzimas de las bacterias del consorcio, como se encuentra documentado en la

literatura (Rajesh et al, 2003; Cabrera et al, 2006).
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Figura 7.8 Cinética de produccion de sulfuro del consorcio P1, para el cultivo sin plomo (P1Pb0) y para los
cultivos con las concentraciones de plomo: P1Pbl (34 uM), P1Pb2 (169uM), P1Pb3 (337uM), P1Pb4
(1687uM), P1Pb5 (3380 uM). Las barras representan la desviacion estandar entre duplicados.

Los resultados sugieren que, la mdxima concentracion de plomo a la que el consorcio
microbiano P1 puede ser expuesto es de 337 uM Pb>" (P1Pb3). En los cultivos P1Pb4 y
P1PDbS se presenta una ligera PHS a las 30 h, registrandose concentraciones de 2.05 y 1.8
mM H,S respectivamente. Sin embargo, a partir de las 35 h, existe una caida en la
concentracion acumulada de H»S, lo cual fue asociado a un consumo del mismo debido a
un cambio de fase dentro del microcosmos. Para tiempos posteriores no existieron indicios
de actividad bioldgica. En este experimento, la inactividad mostrada por los cultivos P1Pb4
y P1Pb5, es asociada directamente a un efecto toxico del plomo debido a una elevada
concentracion. Por otra parte, se evaluo la respiracion enddégena (RE), cuyas lecturas de
absorbancia se mantuvieron por debajo del limite de deteccion de la curva de calibracion
empleada (cf. Anexo D), por lo que la PHS debido a la respiracion endogena se considero

despreciable.
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La microfotografia de la Figura 7.9 muestra algunas particulas de los solidos suspendidos
fijos recuperados durante las determinaciones de so6lidos suspendidos volatiles del cultivo
P1Pb3. El microanalisis quimico utilizando EDS acoplado MEB, muestra una asociacion
atomica porcentual cercana a uno entre el azufre (23.79 %) y el plomo (24.85 %), lo que
sugiere la formacion de fases de sulfuro de plomo (PbS). Sin embargo, la presencia de
hierro, aunque en bajo porcentaje (3%) podria indicar la formacion de FeS,

descompensando el balance de atomico Pb-S. En este caso, el plomo remanente podria estar

asociado también a fases solidas de clorofosfatos.
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Figura 7.9 Microfotografia y microanalisis quimico de particulas del cultivo P1Pb3.

7.2.2 Biomasa estimada como so6lidos suspendidos volatiles en las cinéticas del

consorcio P1

La biomasa cuantificada como solidos suspendidos volatiles (SSV) obtenida en el estudio
cinético del consorcio P1 se presenta en la Tabla 7.7, con las correspondientes

concentraciones de plomo definidas en la Tabla 5.3.
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Tabla 7.7 Biomasa generada en el estudio cinético del consorcio P1

Cultivo SSV en mgeL™’
P1PbO 60.00 (6.70)
P1Pbl 75.17 (24.83)
P1Pb2 66.70 (6.70)
P1Pb3 51.70 (1.70)
P1Pb4 13.33 (6.70)
P1Pb5 7.92 (1.25)

El valor entre paréntesis indica la

desviacion estandar de duplicados (n=2)

Reis et al. (1992) han mencionado que el sulfuro de hidrégeno tiene un efecto inhibitorio en
el crecimiento de las BSR, sin embargo, la presencia de plomo podria favorecer en cierto
punto el crecimiento de las bacterias, ya que éste precipita como sulfuro conforme se va
generando el H,Syio, durante el consumo de la materia organica. Lo anterior, puede ser
descrito de manera adecuada por el comportamiento cinético de los cultivos P1Pbl, y
P1Pb2, cultivos con la mayor produccion de biomasa (75 mg SSV-L'y 66 mg SSV-L™).
Este hecho sugiere que la presencia de plomo ocasiona una destoxificacion por eliminacion
del HxSpiog acuoso debido a la precipitacion de ambas especies, provocando que la sintesis
celular se vea favorecida. Sin embargo, a partir de los cultivos P1Pb3 (337 uM Pb*"), la
produccién de biomasa comienza a disminuir (52 mg SSVsL™), efecto probablemente
asociado a la inhibicion del plomo dentro del sistema, el cual afecta en un 78 % y 87 % la
sintesis celular en los cultivos P1Pb4 (13 mg SSV-L™) y PIPb5S (8 mg SSVeL™)

respectivamente.

Para poder estimar el impacto que tiene la concentracion de plomo sobre la producciéon de
biomasa, €sta se correlaciono estableciendo una concentracion normalizada de biomasa (0).
Asumiendo que la presencia de plomo podria consumir el sulfuro y, por ende, disminuir su
inhibicién en tiempos cortos incrementado la produccion de biomasa en el sistema, se
propuso como constante de normalizacion la cantidad de biomasa obtenida con la primera

concentracion de plomo evaluada (34 uM):

BM

g=—"—
B M, (7.1)
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La biomasa normalizada en funcion de la concentracion de plomo en el sistema, se muestra
en la Figura 7.10. Como se puede observar en dicha figura, la produccion de biomasa sigue
una tendencia, en funcion de la concentraciéon de plomo en el sistema [Pb**], con
decaimiento exponencial de primer orden. La curva muestra que para cualquier
concentracion de plomo comprendida entre 34.12 y 3380 uM la biomasa disminuird de
manera exponencial con una constante de decaimiento aproximadamente igual a 619 uM
Pb**. En este caso, la amplitud de la funcion, debido a la normalizacion, quedo ajustada a la
unidad, sin embargo el modelo de ajuste presenta una desviacion del 1% y un coeficiente de

regresion (R?) de 0.99984.
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Figura 7.10 Produccion de biomasa normalizada (0), del indculo P1, como una funcién de la concentracion

de plomo. La linea punteada es el ajuste con una funcién de decaimiento exponencial de primer orden.

Los parametros de ajuste del modelo se presentan en la Tabla 7.8.a. El calculo de la
biomasa adimensional (tedrica, [0p1]r y experimental, [Opi]exp), se presentan en la Tabla
7.8.b. A partir de estos parametros se puede concluir que para una concentraciéon de plomo
de 619.08 uM se estima una reduccion del 46% en la produccion de biomasa, que con

respecto al valor maximo producido (~ 75 mg SSV-L™) seria de ~35 mg SSV+L"'. También
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se aprecia que teoricamente la produccion de biomasa se ve disminuida en un 50 % para

una concentracion de plomo de 575 uM Pb*".

Tabla 7.8 Parametros de ajuste de la funcion de decaimiento exponencial de primer orden (a). Valores

experimentales y estimados de 6 en funcién de [Pb*']

a) Parametros de ajuste

b) Biomasa tedrica y experimental

Parametro Valor DS
medio

O max 1.01 +0.17

[Pb **] 6-047 619.1 +£215.03

R? 0.9998

Funcién [rE]

6 = Emﬂx € _[Pb]ﬁ =o.s

[Pb*'] Orlr | [Op e
0 - 0.798
34.1 1.059 1
169 0.871 0.887
337 0.688 0.687
575 0.501 -
619 0.473 -
1687 0.168 0.177
3380 0.106 0.105

7.2.3 Estimacion de las velocidades especificas de PSH con el consorcio P1

La concentracion de H,S dividida entre la cantidad de biomasa final producida, permite

estimar la produccion de sulfuro especifico (mmolH,S*mg™ SSV) que permite evaluar y

comparar diferentes microcosmos con cantidades de biomasa diferentes. Los resultados

obtenidos, permiten construir las Figuras 7.11a y 7.11b, las cuales fueron ajustadas con el

Modelo Gompertz descrito anteriormente (cf- Capitulo 2.6). El ajuste permitié estimar la

velocidad especifica maxima de produccion de sulfuro (Vumex, p1) para cada condicion de

concentracion de plomo del consorcio microbiano P1. Los parametros de ajuste obtenidos

se reportan en la Tabla 7.9.
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Tabla 7.9 Efecto de la concentracion de plomo sobre la velocidad especifica maxima de produccion de

sulfuro del consorcio P1

Cultivo [Pb>*] uM K (h) Vs, pis R’

P1Pb0 0 0.236 21.38 0.980
P1Pbl 34.12 0.157 12.17 0.981
P1Pb2 169 0.137 11.87 0.967
P1Pb3 337 0.061 8.54 0.977
P1Pb4* 1687 0.11 9.3 0.859
P1Pb5* 3380 0.25 13.8 0.71

* El ajuste con el modelo Gompertz se efectué hasta un tiempo de 36 h. La Vel ,, de PHS en (mM H,S+g'SSV+h™)
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Figura 7.11 Produccion especifica de sulfuro de hidrogeno bajo diferentes concentraciones de plomo del
consorcio P1: (a) Cultivos PIPb0 y P1Pb1 (34.12uM Pb*"); (b) Cultivos P1Pb2 (169 uM Pb*") y P1Pb3

(337uM Pb*"). La linea representa el ajuste obtenido con el modelo Gompertz.

Si se grafica la velocidad especifica mdxima de PHS con respecto a la concentracion de
plomo, se obtiene la Figura 7.12. En esta puede apreciarse que los cultivos que presentan
mayor concentracion de plomo (mayor fase de retardo) también presentaron una menor
velocidad de produccion de sulfuro de hidrogeno. La curva obtenida fue asociada a un

decaimiento exponencial de primer orden, los pardmetros de ajuste se observan en la Tabla
7.10.
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Figura 7.12 Velocidad especifica maxima de produccion de sulfuro de hidrégeno respecto a la concentracion

de plomo y su ajuste correspondiente a un decaimiento exponencial de primer orden.

Tabla 7.10 Parametros de ajuste de la funcion de decaimiento exponencial de primer orden, de acuerdo al

comportamiento de la velocidad especifica maxima de PSH

S
Funci6n [Pb**16=0.5
Vmax = VO + Vmaxe
Parametro Valor medio DS
Vo 9.89 1
Vinax 11.47 2
[Pb ] p-0.5 21 11
R* 0.943

La Vumax PSH obtenida, considerando la biomasa final producida, present6 un decaimiento
exponencial de primer orden. Disminuyendo en un 50 % la velocidad de produccion de

sulfuro a concentraciones de 21 uM Pb*".

Los resultados del estudio de inhibicion realizados al consorcio P1 sugieren que existe una
influencia del plomo en la PSH, asi como en la produccion de biomasa. Ademas, es
importante sefialar que los cultivos con la mayor concentracion de plomo presentaron

mayor tiempo de adaptacion, lo que puede estar relacionado a un efecto inhibitorio del
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plomo en este consorcio. De hecho, la maxima concentracion de plomo a la cual el
consorcio P1 puede ser expuesto es de 337 uM. Para concentraciones superiores se observo
una etapa de retardo prolongada, con decaimiento en la PHS después de 36 h, lo cual podria

estar asociado a un efecto toxico del plomo.

La produccion de biomasa, determinada como SSV, se favorecid a concentraciones de
plomo de 34.12 y 168.9 uM, atribuido principalmente a un efecto de destoxificacion al
precipitar el sulfuro de hidrogeno con el plomo en solucion. Para concentraciones por
encima de éstas, el cultivo sin la presencia de plomo presentd mayor producciéon de
biomasa, hecho que se atribuye a que, para concentraciones por encima de 168.9 pM Pb*"

el plomo comienza a tener efectos adversos en la sintesis celular.

Las constantes se encuentran asociadas al decaimiento abrupto de la V.x PSH, entre el
cultivo sin la presencia de plomo, asociado a la toxicidad del sulfuro y, en segundo lugar a

la inhibicidn de la concentracion de plomo en solucion en las pruebas subsiguientes.

Por otra parte, utilizando el EDS-MEB fue posible demostrar la formacion de sulfuro de
plomo con relaciones atomicas 1:1, entre el azufre y el plomo. Sin embargo, este elemento

podria también presentarse en forma de cloropiromorfitas.

7.2.4 Estequiometria del consorcio JH

Con la experiencia de la cinética anterior se planted estudiar la respuesta del consorcio
microbiano JH (c¢f. Capitulo 5.1) considerando: la estequiometria del consorcio JH con
respecto al lactato, la formacion de fases abidticas en los medios de cultivo observada en
los solidos suspendidos fijos de P1Pb3, y las concentraciones de plomo que disminuyen la

actividad microbiana.
Con respecto a la estequiometria y para la primera cinética con JH, se analizaron dos

escenarios: oxidacion completa del sustrato orgdnico y oxidacion incompleta con

produccion de acido acético (Ecuacion 2.5 y 2.9 respectivamente). Para llevar a cabo este
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analisis, se prepard un medio de cultivo con 5 mL del consorcio JH. En este cultivo la
adicion del lactato se realizd en un solo pulso siguiendo la estequiometria de oxidacion
completa (Rec) (cf. Seccion 2.3.1 y Seccion 5.4), y la concentracion final de biomasa en

este sistema fue de 50 mg SSVL™.

La PHS del consorcio JH, en este experimento, fue ajustada con el modelo Gompertz
(Figura 7.13) encontrando una V. especifica de PHS de 3.83 mmolesg'ISSVh'l, con
una correlacion del 97.9%. El valor de la constante cinética de primer orden (K),

determinada con este modelo, fue de 0.072 h!

140- S

PHS, mmol H,S g"'SSV
r2 © ® O D
°e. 2. 2. 2.9
~u
i.\

N
o
1

o
-
\

80 100 120 140 160

tiempo, h

o
N
o
B
o
=2}
o

Figura 7.13 PHS experimental por el consorcio JH, considerando una estequiometria de oxidacion de lactato

completa.

La reaccioén en términos de las concentraciones de sulfato y lactato, utilizadas para este

experimento se escriben como:

0.0104 C,H ;05 +0.0156 SO2~ +0.0026 H* <

7.2
0.0078 H,S ., +0.0078 HS = + 0.0312 HCO ; (72)

(ac
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La ecuacién anterior indica que en casos de oxidacion completa la maxima concentracion
de sulfuro total (H,St = HaS, + HS) que se puede obtener adicionando 10.4 mM de lactato
es de 15.6 mM de H,S. Sin embargo, los resultados experimentales del cultivo con la
concentracion de los reactivos mencionados, presentan solamente una concentracion
maxima de H,St de 7.2 mM, valor que corresponde aproximadamente al 50 % de la
concentracion maxima esperada. Este resultado indicd que el consorcio bacteriano JH no

sigue, precisamente, una reaccion de oxidacion completa.

En cambio, si se consideran las relaciones estequiométricas de la reaccion de oxidacion
incompleta (Ecuacion 2.9), se tiene que la reaccidon, en términos del sustrato organico

utilizado en el experimento, queda expresado como:

0.0052 SO 2~ +0.0104 C,H ;0, <

(73)
0.0104 C,H ;0,” +0.0026 H,S + 0.0026 HS ~ + 0.0104 HCO ; + 0.0026 H*

La ecuacion anterior indica que, si el cultivo siguiera una estequiometria de oxidacion
incompleta, la concentracion de lactato tinicamente hubiera sido suficiente para producir
una concentracion de H,S 4oy de 5.2 mM, siendo este valor menor a los 7.2 mM
determinados experimentalmente. Este célculo indica que el consorcio bacteriano tampoco

sigue estrictamente la relacion estequiométrica de oxidacion incompleta.

Por lo tanto, si se considera la suma de las reacciones de oxidacion completa e incompleta
(Ecuaciones 2.5 y 2.9), el resultado proporciona un mecanismo de oxidacién mixta, que

puede ser expresado por la siguiente ecuacion:

1 I I+
502 +3C3H503<:> C2H302+8H2S+8HS_+2HC03 o (7.4)

La ecuacion anterior expresada en términos de la concentracion de sustrato orgénico

empleada en este experimento (0.0140 mM) es:
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2- -
0.()078SO4 +().0104C3H503 <

0.0()78C2H302_ +().()039H2S+().()()39HS_ +().()I56HCO; +0.0013H"

(7.5)

En base a la ecuacion anterior se obtiene que la méxima cantidad de sulfuro producido seria
de 7.8 M que presenta una desviacion del 8 % con respecto al valor experimental (7.2 mM).
Por lo tanto, la relacion estequiométrica molar (C;Hs05/SO,* =1.33), indica que si en los
cultivos se agregan dos pulsos de lactato (0.0208 moles de lactato), entonces se requieren
0.0156 moles de SO,*. Esta es la relacion experimental obtenida para la degradacion de
lactato por el mecanismos de reduccion de sulfatos del consorcio bacteriano aislado de la

muestra JH considerando un mecanismo de oxidacion mixta.

Por lo tanto, la reaccion de sintesis “mixta” propuesta en esta tesis considera la suma de las
reacciones Rsc (2.14) y Rsi (2.16) descritas anteriormente (cf. Seccion 2.3.2). Dicha

ecuacion da como resultado la siguiente reaccion:

1 1 1

~C;H;0; +—— NH + !
3 10.6

PO +—H" &
44.247 117.1

; ; / (7.6)
;C2H3O; "’2.]2 CH ;400N P04 +20.69 HCO; +3.368

H,0

La ecuacion anterior puede ser representada para la concentracion de lactato utilizada en

este estudio como:

0.0104C,H ;0; +0.00294NH ; +0.0007PO;™ +0.000266 H* <>
0.0078C,H ,0; +0.0147CH , ,0, N, P, yss +0.0015HCO; +0.00925H ,0

(7.7)

La reaccion anterior es propuesta como la reaccion de sintesis celular, para el consorcio JH
empleado en este estudio, y serd empleada posteriormente para estimar la estequiometria

global de los cultivos del consorcio JH con presencia de plomo (cf. Seccion 7.2.10).
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7.2.5 Formacion de clorofosfato de plomo

A diferencia de los resultados cinéticos obtenidos con el consorcio microbiano P1 y con el
objetivo de comprender para este estudio las fases formadas de manera abiotica, se evalud
la especiacion quimica del plomo, en cada cultivo del consorcio JH, a fin de conocer las
especies solubles involucradas en el sistema al inicio del experimento y su evolucion con

respecto al tiempo.

Inicialmente, se analizé la concentracion de plomo en solucion de los cultivos con mayor
concentracion de éste, del consorcio JH (JHPb4, JHPbS y JHPb6). Los resultados
mostraron que la concentracion de plomo en solucidn se encuentra por debajo de 0.917 uM

Pb2+

Este resultado analitico sugiere que el plomo interacciond abidticamente con algunos
elementos del medio de cultivo, ocasionando la formacién de precipitados y afectando la
composicion del mismo. De acuerdo a los resultados obtenidos por el MEB-EDAX para el
consorcio P1 (Figura 7.9), dichos precipitados podrian estar asociados a fases de
clorofosfatos de plomo (cloropiromorfita), la cual es la fase de plomo mas estable
termodindmicamente en condiciones oOxicas (cf. Secciéon 3.4) y cuya formacion se ve

favorecida en medios que contengan cloruros y fosfatos.

Para identificar las especies formadas en el sistema se construyeron diagramas de
distribucion de especies, empleando el software MEDUSA® (Puigdomenech, 2004), con el
cual, fue posible determinar que la formacién del clorofosfato de plomo se ve favorecida al

pH, concentracion de especies y fuerza ionica (I) inicial del sistema (pH=7.0, [=0.1 M).

En las Figuras 7.14 y 7.15, se observa que para el rango de concentraciones de plomo
empleadas en este estudio (limite inferior 34 uM y limite superior 3378 uM de plomo
respectivamente) y en un intervalo de pH de 3 a 11, la fase dominante en un 100 % es el

clorofosfato de plomo (expresado como fraccion).
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Figura 7.14 Diagrama de distribucion de especies que muestra la formacion del clorofosfato de plomo en la
concentracion de plomo mas baja empleada en este estudio. Las condiciones del diagrama son: [Pb*'] = 34
uM, [C17=19.4 mM, [PO,*] = 3.67 mM, [SO,>] = 15.60 mM, I = 0.1 M, T =25 °C.
Simulacion efectuada con el software MEDUSA ® (Puigdomenech, 2004).
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Figura 7.15 Diagrama de distribucion de especies que muestra la formacion del clorofosfato de plomo en la

concentracion de plomo mas alta empleada en este estudio. Las condiciones del diagrama son: [Pb”"] = 3378

uM, [CI]=19.4 mM, [PO,>] = 3.67 mM, [SO4]=15.60 mM, I=0.1 M, T =25 °C. Simulacién efectuada
con el software MEDUSA ® (Puigdomenech, 2004).

La solucién sobresaturada por la presencia del clorofosfato de plomo también se demostrd
calculando el indice de saturacion en la solucion (SI), definido como el logaritmo base 10
del cociente entre el producto de la actividad idnica (IAP) y la constante del producto de

solubilidad (Ksp) (Kehew, 2001):
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SI =log 1AP (7.8)
Ksp

Los valores del IAP obtenidos para cada concentracion de plomo se muestran en la Tabla
7.11. Sustituyendo los valores del IAP y de la Ksp (107****) en la Ecuacién 7.8, se
obtuvieron los valores del SI para cada concentracion de plomo, los cuales se reportan en la

misma Tabla.

Tabla 7.11 Valores de IAP y del SI encontrados para las diferentes concentraciones de plomo empleadas en

este estudio

2+
we AP si
JHPDL1 [34.1] 5.16x 107® 47.11
JHPb2 [168.7] 1.53x 107 50.58
JHPb2 [337] 4.86x 107 52.09
JHPb3 [1687] 1.52x 10 55.58
JHPb4 [2530] 1.16 x 1072 56.46
JHPb5 [3380] 493x 10 57.09

El signo positivo del SI en cada concentracion de plomo indica que la reaccién de
disolucion del clorofosfato de plomo (Ecuacion 7.9) va de derecha a izquierda,
favoreciéndose la precipitacion de las especies. Los calculos detallados del IAP y de la Ksp,

se encuentran en el Anexo H.

Pb(PO, ),Cl < 5Pb”" + 3P0, +CI~ (7.9)

Por otra parte, siguiendo las relaciones estequiométricas molares de la Ecuacion 7.9 para
3, 3 24 — ] 2+ . r 7
fosfato [PO ] ]: ,[pb ] y para cloruros [Cl ]:,[Pb ], se estimo la concentracion de estos
5 5
necesaria para la precipitacion con el plomo. A su vez, con la diferencia entre el fosfato
introducido inicialmente (3.67x10°M), y el fosfato consumido por la precipitacién, se

estimo6 la concentracion de fosfato que permanece en solucion. Los valores encontrados son

presentados en la Tabla 7.12.
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Tabla 7.12 Concentracion de fosfatos y cloruros (en mM), requerida para su precipitacién como clorofosfato
de plomo, y la respectiva concentracion soluble, disponible después de la precipitacion, para cada

concentracion de plomo.

[Pb*'] uM [PO,*], [CI], [PO*] 4 [CI] 4
34.12 2.05x 107 6.82x 10° 3.65x 107 1.87 x 102
168.9 1.01x 10* 3.36x 107 3.57x 107 1.87 x 102
337 2.02x10* 6.74x 107 3.47x10° 1.86 x 102
1687 1.01x 107 3.36x 10 2.66x 107 1.84 x 107
2530 1.52x 107 5.06 x 10™ 2.15x 107 1.82 x 107
3378 2.03x 107 6.76x10™ 1.64x 107 1.80 x 107
Los subindices de los corchetes indican la concentracién molar: r=requerida; d=disponible

Los resultados anteriores, sugieren dos posibles escenarios, que podrian ocurrir en los

estudios cinéticos del consorcio JH:

e Primero, se podria considerar que el plomo no se encuentra disponible en solucion y
por lo tanto cualquier efecto en la actividad bioldgica puede atribuirse a un déficit
en la concentracion de fosfato;

e Segundo, se podria considerar que la concentracién de fosfato que permanece en
solucion podria ser suficiente para llevar a cabo la actividad reductora de sulfatos,
sin embargo, el impacto sobre la produccion de biomasa podria estar asociado a la

toxicidad del plomo en la fase, no consolidada, de cloropiromorfita.

7.2.6 Cinética de PSH, en presencia de plomo, obtenida con el Consorcio JH

Los resultados experimentales de las cinéticas de PSH del consorcio JH, se observan en la
Figura 7.16. En todos los casos se observo un incremento en la tasa de PHS después del
segundo pulso de lactato. A partir de las 27 horas, las concentraciones de H>Spios €n los
cultivos JHPb1, JHPb2 y el cultivo sin plomo (JHPbO) son muy similares. Es decir, no se
aprecia un efecto considerable de la concentracion de plomo, o del fosfato, en la PSH. A
partir de JHPb3, la acumulacion H,Syi,, comienza a incrementarse con respecto a las

concentraciones de los cultivos mencionados anteriormente, siendo ésta mayor en JHPb4 y

JHPDS.
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Estos resultados sugieren que, cuando se incrementa la concentracion de plomo y por ende
disminuye la de fosfato, la produccion de sulfuro de hidrégeno se ve beneficiada. A partir
de la concentracion de JHPb4, la acumulacion de H,Spioe comienza a disminuir, siendo
practicamente inhibida en su totalidad a concentraciones de JHPb6 (3380 uM Pb*"). Esta
inactividad podria estar asociada a un déficit de fosfatos, 6 a un efecto del plomo en las
fases abidticas no consolidadas de clorofosfatos de plomo, lo cual sera abordado en la

Seccion 7.2.12.

En la misma Figura 7.16, se aprecia que aproximadamente a las 120 horas, se alcanza el
estado estacionario en la PSH, esto podria estar relacionado con la limitacion del sustrato o
del aceptor de electrones (déficit de lactato 6 sulfato). Por otra parte, se observa que la
PSH, asociada a la respiracion enddgena, se mantuvo por debajo de los limites de deteccion

de la curva de calibracion empleada.

Es importante recordar que el consorcio microbiano JH fue aislado de un suelo con
concentraciones bioaccesibles de plomo mayores (3175 mgekg™") que las encontradas en la
comunidad P1 (316 mgekg"). Lo anterior, podria explicar que se observe actividad
reductora de sulfatos, en un rango mas amplio de concentraciones de plomo, con el

consorcio JH que con el consorcio P1 (¢f. Figura 7.8).

Durante el transcurso de la cinética, y en los casos de dos de las concentraciones mas altas
de plomo (JH4Pb y JHS5Pb) fue posible observar, a las 70 h, una disminuciéon en la
concentracion del HySpioe. Las fluctuaciones del HoSyioe se aprecian en la Figura 7.17, las
cuales pueden ser atribuidas a la formacion de sulfuro de plomo (PbS), siendo mas
evidentes en estos cultivos, debido a que la concentracion de plomo es mayor. Lo anterior
hace suponer que existe una transicion de fases de plomo, previamente asociado a

clorofosfatos hacia sulfuros de plomo.
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Figura 7.16 Cinética de PSH del consorcio JH para el cultivo sin plomo (JHPbO) y para los cultivos con

diferentes concentraciones de plomo: JHPb1 (34 uM), JHPb2 (169uM), JHPb3 (337uM ), JHPb4 (1687uM),
JHPbS (2530 uM), JHPb6 (3380 uM).
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Figura 7.17 Perspectiva de las caidas en la concentracion de sulfuro acumulado en los cultivos JHPb4 y

JHPDS.

87



7. Resultados y discusiones sobre caracterizacion fisicoquimica y estabilizacion bioldgica de suelos

7.2.7 Transicion de fases de clorofosfatos de plomo a sulfuros de plomo

La formacion del PbS se presenta una vez que el plomo ha sido liberado del clorofostato.
Este hecho ocurre por accion directa del HySpiop asi como, de la consecuente disminucion
del potencial redox. Dichos valores, asi como los del pH se encuentran en la Tabla 7.13.
Cabe mencionar que los valores del pH, al final de las cinéticas disminuyeron con respecto
al valor inicial (pH=7). Esta disminucién puede deberse a la generacion de acetato,

producto de la oxidacion incompleta del lactato (Ecuacion 7.5).

Tabla 7.13 Potenciales de 6xido-reduccion y pH, al inicio y al final, en las pruebas cinéticas del consorcio JH

Muestra | [Pb*"|,, pmoleL" | Eh;(mV) | Eh;(mV) | pH; pH;
JHPbO 0.0 100 206+ 6 7 | 6.84+2
JHPb1 34.1 100 -224 £ 10 7 6.85x1
JHPb2 168.7 100 218+5 7 | 6.83+2
JHPb3 337 100 -220+2 7 | 6.86%1
JHPb4 1687 100 -228+5 7 6.86 £2
JHPb5 2530 100 -226 4 7 | 6.84+2
JHPb6 3380 100 ND 7 ND

ND = No determinado. La desviacion estandar corresponde a duplicados (n=2)

El desplazamiento del plomo desde clorofosfato hacia el PbS puede apreciarse en los
diagramas de especiacion de las Figuras 7.18 y 7.19 Estos diagramas fueron construidos
con las condiciones prevalentes al final de las cinéticas de los cultivos JHPb1l y JHPbS,
considerando una conversion de sulfato a sulfuro del 100% (15.6 mM de H,S). Como se
puede observar en estos diagramas, y los correspondientes a las condiciones iniciales
(Figuras 7.17 y 7.18), la fase de clorofosfato de plomo es desplazada hacia la derecha, en el

intervalode pH de 8 a 11.
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Figura 7.18 Diagrama de distribucion de especies que muestra el predominio del sulfuro de plomo, y el

desplazamiento del clorofosfato de plomo a pH cercano a 8, en el cultivo con la menor concentracion de

plomo empleada en este estudio (JHPb1). Las condiciones del diagrama son: [Pb*'] = 34 uM, [CI] = 19.4
mM, [PO43'] =3.67mM, [HS]=15.60 mM, [ = 0.1 M, T =25 °C. Diagrama realizado con el software
MEDUSA ® (Puigdomenech, 2004).
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Figura 7.19 Diagrama de distribucion de especies que muestra la formacion del sulfuro de plomo y el

desplazamiento del clorofosfato de plomo a pH cercano de 8, en el cultivo con una concentracion de plomo de

JHPbS. Las condiciones del diagrama son: [Pb*']=2530 uM, [CI]= 19.4 mM, [PO,*] = 3.67 mM, [HS] =
15.60 mM, I=0.1 M, T =25 °C.
Diagrama realizado con el software MEDUSA ® (Puigdomenech, 2004).
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Por lo tanto, con el objetivo de correlacionar la concentracion de H,Syiog con el potencial
redox, y estimar a que valores de Eh se puede presentar la transformacion de clorofosfato a
sulfuro de plomo, se prepar6 un cultivo de JH en una botella serologica y el Eh se sigui6 de
manera continua con los electrodos preparados previamente (cf. Seccion 5.8). En esta
botella, ademas del potencial redox, se determin6é la concentracion de H,Syio.. Para
corroborar las lecturas de potencial de oxido-reduccion obtenidas con los electrodos se
realizaron célculos del potencial empleando la ecuacion de Nernst (Ecuacion 7.10)
considerando la reaccion de reduccion de sulfato a sulfuro reportada en la Tabla 2.1. Para
ello se considerd el balance de azufre (SO4>, H>S), que indica que el sulfato disponible es
el equivalente a la concentracion del sulfato agregado inicialmente menos la concentracion

de sulfuro que se ha producido.

E=E°—Ean
nF (7.10)

Donde E° indica el potencial de 6xido-reduccién en estado estdndar, R es la constante
universal de los gases y T es la temperatura en °K, F es la constante de Faraday, n indica
los electrones transferidos y Q es igual a las concentraciones de los compuestos elevadas a

su coeficiente estequiométrico, Los calculos detallados se reportan en el anexo 1.

Los datos de las lecturas obtenidas, con los electrodos y con la ecuacion de Nernst se

presentan en la Tabla 7.14.
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Tabla 7.14 Correlacion entre el sulfuro de hidrogeno biogénico y el potencial de 6xido-reduccion

determinado experimentalmente con los electrodos y calculado empleando la ecuacion de Nernst

Tiempo H,S Potencial Potencial

(h) (mM) redox con redox con

electrodos | Ec. Nernst

(mV/SHE) | (mV/SHE)
0 0.00 24 306
26 0.66 16 -195
50 0.70 -98 -195
74 0.80 -110 -196
98 1.05 -116 -197
102 1.20 -116 -197
104 1.21 -120 -198
109 1.84 -122 -199
122 3.33 -148 -201
127 3.59 -162 -202
130 4.08 -167 -202
132 5.85 -177 -204
137 7.39 -196 -205
140 9.57 -204 -207
148 13.51 -213 2212

Los resultados del potencial de 6xido-reduccion muestran que hasta las 130 horas existe
una diferencia considerable entre los valores encontrados con los electrodos y los valores
calculados empleando la ecuacion de Nernst. Estas variaciones podrian estar asociadas, en
un inicio, a la presencia de oxigeno remanente y con cambios en las concentraciones de
lactato-acetato. A partir de las 132 horas se observa que la diferencia entre los potenciales

comienza a disminuir, siendo practicamente iguales al final del experimento.

La correlacion de los datos de potencial obtenidos con los electrodos y la concentracion de
sulfuro se presenta en la Figura 7.20. Se observa que en un lapso de 24 h, el Eh disminuye
inicialmente hasta 16 mV/SHE. Esto podria estar asociado al establecimiento del equilibro

entre el oxigeno, presente en la cabeza de aire de la botella, y los compuestos incorporados
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en el sistema para su control (tioglicolato y del 4cido ascorbico). Posteriormente, y después
de 50 h, se observa un decaimiento abrupto del Eh hasta un valor de -98 mV/SHE
alcanzando una primera fase pseudo-estacionara de 60 h. Finalmente, se observa un
decaimiento constante del Eh que comienza 6 h después del segundo pulso de sustrato y
que se correlaciona de manera semejante con la acumulacion del H,Spiog €n solucion,

alcanzando finalmente el valor de -213 mV/SHE.
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Figura 7.20 Relacion de evolucion del potencial de dxido-reduccion y la concentracion de sulfuro de

hidrégeno con respecto al tiempo.

Asociando a la figura anterior, el comportamiento mostrado por los cultivos JHPb4 y
JHPDBS (cf. Figura 7.17) presentan fluctuaciones en concentraciones de sulfuro de hidrogeno
de 5 y 8 mM respectivamente que corresponden a potenciales de 6xido-reduccion entre -
170 y -200 mV respectivamente. Ubicando estos potenciales en un diagrama de predominio
Eh-pH (Figura 7.21), se observa que para los potenciales reportados, a un pH de 7, el
potencial se encuentra practicamente en la frontera de predominio de las especies de sulfuro
y sulfato. Este resultado experimental concuerda con los calculos 5 y 8 mM de sulfuro, que
indican la coexistencia de sulfatos que, de manera experimental, corresponden a valores de
10.6 y 7.6 mM de sulfato respectivamente. Lo anterior hace suponer que para valores
cercanos a este potencial, y a las concentraciones de sulfuro determinadas, podria
presentarse la transicion de fases de clorofosfato de plomo a sulfuro de plomo. Ademas, la

formaciéon del sulfuro de plomo propicia también la liberacion del grupo fosfato a la
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solucion, y por lo tanto la biodisponibilidad del mismo para las BSR, lo cual se ve reflejado
en un incremento en la velocidad de produccion de H,Syi0o que corresponden a la cinética

observada después de 130 h en la Figura 7.20
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rH
Figura 7.21 Diagrama de predominio de especies (Eh-pH) considerando una concentracion de 0.5 mM de
H,S, se observa que un potencial de -170 y -200, se encuentra en la frontera de predominio ente H,S y SO,

Diagrama efectuado con el software MEDUSA®.

El desplazamiento de la fase fosfatada se corrobor¢ utilizando el EDS del MEB sobre
algunos precipitados formados en el cultivo JHPbS, como el que se observa en la Figura
7.22. En el microandlisis de la particula, se observa un porcentaje de hierro de 5.11 %, si
esta cantidad es asociada a la neutralizacion inicial del sulfuro de hidrogeno, en la cual se
buscé establecer una relacion 1:1, entonces el azufre disponible asociado al plomo es de
19.06 %. Este porcentaje sugiere que existe una cantidad de plomo (9.29 %) que no se
encuentra asociado al azufre y que, por lo tanto, se encuentra asociado al clorofosfato de
plomo. Si se aplica la relacion estequiométrica molar existente en dicha fase se tiene un

valor de 9.31%:
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Sp=3559-931% (7.11)

Pb="=
3 3

El valor anterior de 9.31% es muy cercano al analizado por EDS-MEB, con un error del
0.2%. El resultado anterior corrobora que existen clorofosfatos y sulfuros de plomo,

encontrandose el plomo primordialmente asociado a fases de sulfuro (19.06 %).

Element At%
O K 33.85
P K 5.59
S K 24.17
CIK 2.92
FeK 5.11
PbL 28.35
Fekb B
FeKa e
PbLL A PbLb

AccV  Spot Magn
20.0kvV 5.0 B21x BSE 106 JHCBA-3 100 200 300 400 500 6.00 700 &.00 900 10.0011.00 12.0013.00

Figura 7.22 Microanalisis quimico de precipitados recuperados al final de las cinéticas, efectuadas en las

botellas serologicas del cultivo JHPbS.

7.2.8 Biomasa estimada como so6lidos suspendidos volatiles en las cinéticas del

consorcio JH

La biomasa producida en los cultivos sin, y con la presencia de plomo, se reporta en la
Tabla 7.15. Se observa que los sistemas de microcosmos JHPb1 (118 mgeL™"), JHPb2 (113
mgeL™") y JHPb3 (97 mgeL™") produjeron mas biomasa en comparacion con los cultivos sin
plomo JHPbO (93 mg'L'l). Este resultado, similar al observado con el consorcio P1 (cf.
Tabla 7.7), podria estar relacionado al efecto de destoxificacion de sulfuro por
precipitacion, del mismo, con el plomo. De esta forma conforme la concentracion de plomo
se incrementa (hasta JHPb3), la eliminacion del sulfuro de hidrégeno es mayor,
favoreciéndose asi un ambiente propicio para el desarrollo de las comunidades microbianas

presentes, reflejandose con una mayor produccion de biomasa. Sin embargo, a partir de los
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cultivos JHPb4 (1687 pMPb>") la biomasa comienza a disminuir (70 mg SSVeL™),
probablemente por inhibicion del plomo, o bien un déficit de fosfatos en el medio. Para la
mayor concentracion de plomo, en el cultivo JHPb6 (3380 uMPb>"), la biomasa decae

abruptamente hasta 8 mg SSVeL".

Realizando una comparacién entre la biomasa producida por cultivos de los consorcios JH
y Pb1 (exceptuando los cultivos con una concentracion de 3380 pM Pb*"), se observa que
cada cultivo del consorcio JH, produjo una mayor cantidad de biomasa comparado con su
equivalente de P1. Ademas, la biomasa en P1 comienza a disminuir en comparacion con el
cultivo sin plomo a partir de concentraciones de 337 uM Pb*", mientras que la de JH
comienza a disminuir en comparacion con el cultivo sin plomo a partir de concentraciones
de 1687 uM Pb*". Este hecho constata que las comunidades de JH poseen una menor
inhibicién a la presencia de plomo, probablemente relacionado con la mayor concentracioén
bioaccesible (3175 mg Pbekg™) presente en el sitio de donde fueron recuperadas. Mientras
que el consorcio P1 resulto ser mas sensible a las concentraciones de plomo, y esto podria
estar relacionado a que éste consorcio, ha estado expuesto a una concentracion bioaccesible

(316 mg Pbekg™) 10 veces menor que el consorcio JH.

Tabla 7.15 Biomasa generada en el estudio cinético del consorcio JH

Cultivo SSV en mg'L'1
JHPbHO 93 (25)
JHPDb1 118 (38)
JHPb2 113 (27)
JHPDb3 97 (17)
JHPb4 70 (10)
JHPb5 63 (10)
JHPb6 8(2)

El valor entre paréntesis indica la

desviacion estandar de duplicados

El impacto de la concentracion de plomo en la biomasa, se analiz6 normalizando la
biomasa (0) (Ecuaciéon 7.1). La biomasa normalizada en funcién de la concentracion de

plomo en el sistema, se muestra en la Figura 7.23. Como puede observarse, la produccion
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de biomasa sigue una tendencia, en funcidn de la concentracion de plomo, con decaimiento

exponencial de primer orden (R* = 0.988).
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Figura 7.23 Produccién de biomasa normalizada (0), del indculo JH, como una funcién de la concentracion

de plomo. La linea punteada es el ajuste con una funcion de decaimiento exponencial de primer orden

Los parametros de ajuste del modelo se presentan en la Tabla 7.16a. El célculo de la

biomasa adimensional (tedrica, [0,u]:y experimental [0,4]ey,), S€ presentan en la Tabla 7.16b.

A partir de estos parametros se puede concluir que para una concentracion de plomo de

715.4 pM, la biomasa disminuiria al 71 %, que representa un 50% del incremento de

biomasa entre las condiciones Optimas (JHPbl) a las mas desfavorables (JHPBSY)

observadas experimentalmente.

Los resultados de produccion de biomasa de P1 y JH, también pueden ser ajustados

utilizando un modelo logistico de dosis-respuesta. La biomasa adimensional ajustada se

observa en la Figura 7.24, cuyos parametros de ajuste y funcion logistica se presentan en la

Tabla 7.17.
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Tabla 7.16 Parametros de ajuste de la funcion de decaimiento exponencial de primer orden (a). Valores

experimentales y estimados de 0 en funcién de [Pb**]

a) Parametros de ajuste

b) Biomasa tedrica y experimental

Pardmetro Valor bs [Pb”] Ok | [0l
medio JH1Exp
BOmax 0.48 +0.026 0 1.02 0.79
[Pb > g-0.50 715.4 +201.3 34.1 0.99 1
0.96
0 0.54 +0.02 169 0.92
337 0.83 0.82
R’ 0.988 s T
Funcion ___pp] 1687 0.58 0.59
6 = Oaxe PPlo=es g 2530 0.55 0.53
1.1
10:
09:
08:
~ 0.7:
|
gﬁo.e 4
@ 0.5 ]
1))
(]
£ 0.4
(o]
M 0.3 4
0.24
0.14
0.0

T
100

[Pb2*], uM

T
1000

Figura 7.24 Comportamiento de la biomasa producida por cada cultivo de los consorcios P1 (1)), JH (A) y

su respectivo ajuste a un decaimiento logistico, P1 (=), JH (----).
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Tabla 7.17 Pardmetros de ajuste de la funcion logistica aplicada a los consorcios P1y JH.

Parametro P1 JH
Ormin 1.01 0.00706 1.01 +0.04
Ormax 0.0753 £ 0.01 0.52+0.073
[Pb*Jo-0.50 491+ 15 457+ 164.8
P 1.7+0.07 1.77 + 1.05
R’ 0.999 0.993
Funcion: 0=60__ + Onin ~ Omax

max

L+ ([P6* ]/[Pb™ ]5_59)"

El ajuste muestra que los pardmetros Omin y Omax definen la biomasa comprendida entre los
cultivos con mayor y menor produccion de ésta. P indica la pendiente de la curva en el
punto de inflexion, y [Pb2+]9:0_50 representa la concentracion de plomo a la cual existe una
inhibicion del 50 % en la produccion de biomasa. Sin embargo, el ajuste logistico en JH
solo se puede aplicar considerando las primeras 5 concentraciones de plomo, y no es

posible ajustar la funcion incluyendo la ultima concentracion de plomo analizada.

Este ultimo valor, implica un cambio en la funcidn, la cual puede aproximarse con un
polinomio de tercer orden (Figura 7.25), sin embargo, a pesar de tener un buen ajuste
(R?=0.998), los parametros de ajuste no tienen ningln significado fisico como el expuesto

en los modelos anteriores.

0.8 LN

064  TTe-aloo wo——

Biomasa normalizada
7/

0

0.4+ N
0.2 .

0.0+

T T T T T T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Concentracion de plomo, uM

Figura 7.25 Comportamiento de la biomasa de los cultivos en presencia de plomo del consorcio JH y su

ajuste polinomial de tercer orden.
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7.2.9 Estimacion de las velocidades especificas de PSH con el consorcio JH.

La produccién especifica de sulfuro biogénico (mmolH,S+g™'SSV) obtenido en las cinéticas
microbianas del consorcio JH se observa en la Figura 7.26. Como en el caso de las cinéticas
del consorcio P1 (cf Seccion 7.2.1), se empled el modelo de Gompertz (cf. Seccion 2.6)
para calcular los parametros cinéticos y las velocidades maximas especificas de PSH,
obtenidas con el consorcio JH. La Figura 7.26, también presenta el ajuste de cada uno de

los experimentos.

La Tabla 7.18 resume los parametros de ajuste del modelo, asi como, las velocidades

maximas especificas de PSH para cada concentracion de plomo.

Tabla 7.18 Efecto de la concentracion de plomo sobre la velocidad especifica maxima de produccion de

sulfuro del consorcio JH

Cultivo | M[IEELL" K (h) V max prs JH R?
JHPbO 0 0.042 262 0.980
JHPb1 34 0.030 1.8 0.981
JHPb2 169 0.026 1.36 0.967
JHPb3 337 0.047 2.79 0.977
JHPb4 1687 0.026 2.2 0.967
JHPb5 2530 0.045 4.1 0.975
JHPb6 3380 0.026 1.95 0.87
Vmax Tepresenta la velocidad maxima de produccion de sulfuro
biogénico [en mmol H,S+g SSV™'+h™'] aplicando el modelo Gompertz

99



7. Resultados y discusiones sobre caracterizacion fisicoquimica y estabilizacion bioldgica de suelos

a) b)
160 160
140 0
120- 1204
S 10 < 10
) 9]
o 0
o @ 2 @
S B
£ oA € -
£ £
0, 40 9, 204
T T
.l D-
0 0
_Z) T -m T T T T T T T T T T
20 D 0 D N O O M W W 1
t(h)
9) d)
160
H)_
160
140
ZD_
—~ 1
— S il
% B 1o
3 o
@ T &
S £ . '
€ 1001 £ o
E %)
I3
gw T 01 ,
504 04
0 ]
04
o
T T T T T T T T T T T T T T T 0 D 0 &0 &0 10
D 0 2 40 & & 10 1D 0 10 tH

t(h)
Figura 7.26 Produccion especifica de sulfuro de hidrogeno del consorcio JH y ajuste con el modelo de

Gompertz. a) Cultivos JHPbO y JHPb1 (34.12uM Pb*"); b) Cultivos JHPb2 (169 pM Pb*") y JHPb3 (337uM
Pb*"); ¢) JHPb4 (1687 uM Pb*") y JHPb5 (2530uM Pb*"); d) JHPb6 (3380uM Pb*").

Las velocidades maximas especificas de produccion de H,S obtenidas para cada consorcio

son comparadas en la Figura 7.27.
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Figura 7.27 Comparacion entre la dependencia de la velocidad especifica maxima de PSH en funcién de la

concentracion de plomo en: (e ) Consorcio P1 y ( V) Consorcio JH.

La Tabla 7.19, de manera comparativa, resume las V., obtenidas para cada uno de los
consorcios P1 y JH en funcion de la concentracion de plomo. Como se puede observar, en
las cinéticas sin plomo, la V,x obtenida con JH es 10 veces menor que la alcanzada con
P1. De hecho, la Vyax calculada con JH parece ser independiente de la concentracion de
plomo, a diferencia de P1. En el caso de JH, no sé logra observar una cambio de la Vpax
con la concentracion e [Pb*]. Sin embargo, en el caso de P1, su valor se ve disminuido con
cualquier concentracion de plomo, lo que sugiere procesos de adaptacion mas lentos por la
presencia de plomo. Este resultado sugiere ademas, que los consorcios bacterianos aislados
de un sitio de mayor bioaccesibilidad de plomo, como es el caso de JH (3175 uM Pb*"), se
encuentran condicionados a desarrollarse en sistemas con déficit de nutrientes (asociados a
la presencia de plomo por consumo de fosfatos) y que han desarrollado un metabolismo

mas lento.
En cambio, en sitios donde la bioaccesibilidad de plomo es menor, como es el caso del

consorcio P1 (316 mgekg"), la disponibilidad de fosfato favorece el metabolismo de las

bacterias nativas del sitio, reflejado este en una mayor velocidad de PSH.
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Tabla 7.19 Efecto de la concentracion de plomo sobre la velocidad especifica maxima de produccion de

sulfuro de los consorcio JH y P1

Cultivo [, y01PbeL™” | P1 V. (mmol H,SegSSV'e h") | JH V.. (mmol H,S+gSSV™'* h™)
Pb0 0 21.37616 2.62
Pb1 34.1 12.17313 1.8
Pb2 168.7 11.86731 1.36
Pb3 337 8.54416 2.79
Pb4 1687 - 2.2
Pb5 2530 -- 4.1
Pb6 3380 13.8 1.95

7.2.10 Estequiometria global de los cultivos del consorcio JH

Las ecuaciones de energia (Re) y de sintesis celular (Rs) descritas en la seccion 2.3.1 y
2.3.2 respectivamente, pueden escribirse en términos de las concentraciones de lactato y de
sulfatos utilizadas en los estudios de cinética del consorcio JH. Una vez expresadas, estas
reacciones se correlacionaron con la fraccion de electrones utilizada para la produccion de
energia (f.”) y la correspondiente a sintesis celular (f,”) (Seccion 2.3.4). De esta forma se
estimo la reaccion global de cada cultivo bacteriano del consorcio JH, la cual muestra la

concentracion de H,Spioe y la concentracion de biomasa en una sola reaccion.
Reaccion de energia (Re):

2 —
| 0.0156503 ™ +0.0208C3H503 &

f.*
" 0.0156C,H;07 +0.0078H S +0.0078HS ™ +0.0312HCO +0.00258H " (7.12)

Reaccion de sintesis (Rs):

05 0-0208C1H 05 +0.0059 NH +0.00166 PO} +0.000533H" <
0.0156 C,H,0; +0.0294 CH, ,0 ;NP 045 +0.00301 HCO; +0.0185H,0

(7.13)
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Considerando la concentracion final de HoSpioe acumulado en cada uno de los cultivos es
posible aproximarse al valor de f., correspondiente a la fraccion energética, mediante un
proceso iterativo. Esto se realizo multiplicando f.’*Re y considerando la cantidad de sulfuro
producido experimentalmente. Al cambiar feo, el valor de £.° se debe ajustar automaticamente
debido a que £,” = 1- £.° (Seccion 2.3.4). Al multiplicar el valor ajustado por la reaccion de
sintesis  (f’*Rs), se debe obtener una aproximacion de la biomasa producida

experimentalmente. La Tabla 7.20 reporta los valores tedricos encontrados para f.” y f,°.

Tabla 7.20 Parametros estimados de fe” y fs” para los cultivos del consorcio JH

Cultivo | f.! £,
[Pb*] uM

SPb 0.868 | 0.132
34 0.850 | 0.150
169 0.841 | 0.159
337 0.864 | 0.136
1687 0.901 | 0.099
2530 0.911 | 0.089

Sumando las reacciones anteriores, 7.12 y 7.13, se estima la estequiometria seguida para

cada cultivo. Estas relaciones se presentan a continuacion:
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THPbO
0.0135503 +0.0208C3H503 +0.00078NH} +0.0001856PO3 <

0.00386CH 40 4N 2P 45 +0.00677H S +0.00677HS ™ +0.0156C yH307 +0.002434H ,0 +0.0275HCO3 +0.00218H*
JHPb1
0.01326S05" +0.0208C5H 505 +0.00088NH +0.0002116PO}

0.00441CH 40 4N Pg0ag +0.00663H ,S +0.00663HS ™ +0.0156C,H;07 +0.002775H,0+0.02697HCO3 +0.00212H*

JHPb2
0.0131 ISO%_ + 0.0208C3H50§ +0.00094NH ; +0.0002243P0;~ <

0.004674CH, 40 4N Py 045 +0.006563H S +0.00656HS ~ +0.0156C,H;05 +0.002941H,0 +0.02671HCO3 +0.002093H*

JHPb3
0.01347S0O 42‘_ +0.0208C5H505 + 0.0008NH} +0.0001922PO; <

0.004007CH 40 4N 2Py gag +0.006736H ,S+0.006736HS ™ +0.0156C, H;07 +0.002521H,0 +0.02735HCO3 +0.002164H*

JHPb4
0.01405S03 +0.0208C;H 503 +0.00058NH +0.0001393PO3 <

0.00290CH 40 4N 2P 045 +0.007029H 5 S +0.007029HS ™ +0.0156C y H;05 +0.001827H,0+0.02841HCO7 +0.00228H*

JHPb5
0.014280421_ +0.0208C3H505 +0.00053NH 7 +0.0001260PO;~ <

0.002625CH 40 4N, Pg 045 +0.007103H,S +0.007103HS ™ +0.0156CH;05 +0.001652H,0 +0.02868HCO3 +0.002311H*

(7.14)

(7.15)

(7.16)

(7.17)

(7.18)

(7.19)
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Las Tablas 7.21 y 7.22 reportan los valores obtenidos experimentalmente de sulfuro
(concentracion final) y de biomasa, asi como los respectivos valores obtenidos tedricamente
mediante fe0 y fSO. La incertidumbre del H,Spio, estimado entre los valores experimentales y la
aproximaciones tedricas se encuentran en un rango de porcentaje del 1.5 al 11.36 %. En cuanto a
la biomasa, la incertidumbre entre los valores tedricos y experimentales, se encuentra en un rango
de 0.04 al 10 %, siendo el cultivo JHPb1, el que presenta la mayor diferencia entre los valores

tedricos y experimentales para sulfuro y biomasa.

Tabla 7.21 Valores de sulfuro del consorcio JH determinados experimentalmente y correlacionados tedricamente

empleando la reaccion global para energia y sintesis celular

Sulfuro total Desviacién Sulfuro total Diferencia entre % de error
Cinética Experimental Estandar Teorico los sulfuros (mM estimado
(mM H,S) (mM H,S) H,S)
JHPbO 13.926 0.688 13.547 0.379 2.73
JHPb1 14.965 0.251 13.260 1.705 11.39
JHPbH2 14.388 0.234 13.120 1.268 8.82
JHPb3 14.377 0.286 13.473 0.903 6.29
JHPb4 14.419 2.160 14.058 0.360 2.50
JHPbS 14.423 0.099 14.206 0.246 1.71
Los valores de sulfuro experimental corresponden al promedio de duplicados

Tabla 7.22 Valores de biomasa del consorcio JH determinados experimentalmente y correlacionados tericamente

empleando la reaccion global para energia y sintesis celular

. . Diferencia % de error
Biomasa s eg Biomasa .
o g . Desviacion L entre las estimado
Cinética Experimental estandar Tedrica biomasas
o} o1
(mgSSVeL") (mgSSVeL") (mgSSV-L™)
JHPbO 93.333 10 93.197 0.135 0.15
JHPb1 118.333 38.333 106.228 12.105 10.23
JHPb2 113.333 26.666 112.601 0.731 0.65
JHPb3 96.666 16.666 96.525 0.140 0.15
JHPb4 70 10 69.968 0.031 0.04
JHPbS 63.333 10 63.241 0.092 0.15
Los valores de sulfuro experimental corresponden al promedio de duplicados
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La estequiometria propuesta anteriormente sugiere que: para los cultivos con concentraciones de
plomo hasta 337 uM (JHPb3) éste muestra un efecto benéfico, reflejado en un incremento de
biomasa en comparacion con el sistema sin plomo JHPb0. Sin embargo, la producciéon de sulfuro
de hidrégeno disminuye, en comparacion con las cinéticas con mayor concentracion de plomo

JHPb4 (1687 uM) y JHPbS (2530 puM).

Las cinéticas JHPb4 y JHPbS comienzan a mostrar un efecto inhibitorio por las concentraciones
de plomo a las que son expuestas. El efecto mas visible se observa en la produccion de biomasa,
ya que, en estos cultivos la produccion de biomasa es menor en comparacion con el resto de los
cultivos (JHPbO, JHPb1, JHPb2, JHPb3). En cambio, la PSH en estos cultivos es ligeramente
mayor en comparacion al resto. Esta aseveracion indica 