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RESUMEN 

En este trabajo se presenta el desarrollo de una biopelícula sulfidogénica sobre un soporte 

de polietileno de baja densidad en un reactor de lecho fluidificado inverso (LFI). Se estudió 

su capacidad para producir sulfuro biogénico (H2S) y formar nanopartículas de sulfuro de 

zinc (ZnS). Se tomó muestra del reactor y se mezcló con una solución de 300 ppm de Zn 

para analizar mediante UV-Vis la variación del tamaño de partícula respecto al tiempo 

durante 3 h cada 30 min. Se realizaron lavados para eliminar impurezas y analizar la 

presencia de nanopartículas mediante microscopía electrónica de barrido (MEB). También 

mediante MEB se caracterizó el soporte con biopelícula. Los resultados por UV-Vis indican 

la presencia de partículas de ZnS y que el tamaño de partícula no cambió respecto al 

tiempo. Los resultados de la caracterización MEB demostraron el desarrollo de una 

biopelícula sulfidogénica y la formación de partículas de ZnS. Además, se presenta la 

capacidad de la biopelícula para formar nanopartículas de ZnS en pruebas en lote y en un 

sistema con operación en continuo. En las pruebas en lote la biopelícula se expuso a 100 y 

200 ppm de Zn con y sin polivinilpirrolidona (PVP) y en el reactor LFI se expuso a 

diferentes concentraciones de zinc (Zn) (50 a 500 ppm) y PVP. Los resultados obtenidos de 

las pruebas en lote con 100 y 200 ppm de Zn sin PVP y con 100 y 200 ppm de Zn y PVP no 

presentaron ningún efecto adverso sobre la biopelícula sulfidogénica al obtener una 

concentración de 332, 393, 598 y 401 mg/L de sulfuro, respectivamente. La 

caracterización por UV-Vis, difracción de rayos X (DRX), microscopía electrónica de 

transmisión (MET) y microscopía electrónica de barrido (MEB) demostraron la formación 

de partículas de ZnS de tamaño nanométrico. Los resultados obtenidos del reactor LFI, 

demostraron la eficiencia de la biopelícula para producir sulfuro y remover sulfato, al estar 

expuesta hasta 400 ppm de Zn. Para 450 y 500 ppm el período de adaptación de la 

biopelícula fue más largo, sin embargo, al adaptase se obtuvo producción de sulfuro de 

265 mg H2S/L y eficiencia de remoción de sulfato mayor a 80%. La caracterización por UV-

Vis, DRX, MEB y MET indicaron la formación de nanopartículas de ZnS. Esto sugiere que la 

utilización de una biopelícula sulfidogénica puede llegar a ser un proceso viable para el 

desarrollo de nanopartículas de ZnS a partir de un agua residual. 
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INTRODUCCIÓN 

Las aguas residuales industriales, como las aguas procedentes de industrias mineras y 

metalúrgicas, suelen ser ácidas y típicamente caracterizadas por un contenido significativo 

de sulfatos (SO4
2-) y metales solubles, como hierro (Fe), zinc (Zn), cobre (Cu), níquel (Ni), 

plomo (Pb) y cadmio (Cd) (Kousi et al., 2015). Si no se tratan adecuadamente antes de su 

vertido, estas aguas residuales pueden tener serios impactos en el medio ambiente. Con 

el fin de eliminar el SO4
2-, la acidez y recuperar los metales del agua de una manera 

efectiva, se requiere de un método fiable de tratamiento. Los biorreactores reductores de 

SO4
2- pueden ser esquemas de tratamiento alternativos prometedores para una amplia 

gama de aguas residuales industriales en las que se pueden abordar y lograr 

simultáneamente la reducción de SO4
2-, la neutralización de aguas residuales, el 

secuestrado de especies metálicas solubles y el manejo más fácil de lodos (Kousi et al., 

2015). El proceso de sulfato reducción se ha llevado a cabo en diversas configuraciones de 

reactores, de los cuales los más utilizados son el de lecho de lodo anaerobio de flujo 

ascendente (UASB, por sus siglas en inglés) y de lecho fluidificado (FBR, por sus siglas en 

inglés), como el de lecho fluidificado inverso (LFI), los cuales han mostrado una alta 

eficiencia en la remoción de sulfatos y metales pesados, a través de diversos estudios. 

(Somlev y Banov, 1998; Tuppurainen et al., 2000; Quan et al., 2003; Sahinkaya et al., 

2007). Actualmente, uno de los métodos más empleados para recuperar metales de aguas 

residuales es a partir de la síntesis de nanopartículas metálicas. Las nanopartículas de 

metal exhiben propiedades únicas electrónicas, magnéticas, catalíticas y ópticas que son 

diferentes de las de los metales a granel. Podrían ser útiles en nuevas aplicaciones en las 

ciencias biomédicas y áreas tales como la óptica y la electrónica (Klaus et al., 2001). 

Diversos métodos de síntesis química y física se emplean actualmente en la producción de 

nanopartículas, con el objetivo de controlar las propiedades físicas de las partículas. La 

mayoría de estos métodos se encuentran aún en la etapa de desarrollo y a menudo se 

experimentan con la estabilidad de las preparaciones de nanopartículas, el control del 

crecimiento de cristales y la agregación de partículas (Gericke y Pinches, 2006). Se tiene 

especial interés en el sulfuro de zinc (ZnS), ya que sus propiedades cambian e inclusive 
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mejoran considerablemente, debido a efectos de confinamiento cuántico, a comparación 

con sus contrapartes en escala regular (Zhao et al., 2004; Botello et al., 2007). Las 

nanopartículas de ZnS son ampliamente utilizadas en sensores de glucómetros para 

diabéticos, pHmetros de laboratorio, sensores de radiación UV, entre otros, ya que 

poseen propiedades luminiscentes y eléctricas muy particulares que les permiten emitir 

luz o electricidad de manera muy sensible y eficaz (Fang et al., 2011).  

La síntesis de nanopartículas se realiza por métodos físico químicos, sin embargo las 

desventajas de estos procesos son los altos costos de mantenimiento y de operación, 

además que se producen grandes cantidades de lodos, los cuales requieren un 

tratamiento posterior y disposición como residuo peligroso (Kaksonen et al., 2003). 

Actualmente investigadores se han visto impulsados a buscar nuevas vías de síntesis más 

respetuosas con el ambiente, encontrando en el uso de microorganismos una solución. 

Los procesos biológicos se han convertido en una alternativa prometedora sobre los 

métodos químicos, debido a la mínima producción de lodos, residuos solubles, bajo costo 

y a la fácil recuperación de metales mediante una precipitación. 

Este trabajo se enfoca en estudiar las condiciones óptimas para el desarrollo de 

nanopartículas de ZnS de un agua residual sintética, mediante un sistema sulfato reductor 

basado en una biopelícula sulfidogénica formada sobre un soporte de polietileno de baja 

densidad en un reactor LFI, con el fin de proponer una alternativa biológica y 

económicamente viable para la recuperación y reutilización del metal y el agua. 
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Capítulo 1. Antecedentes del zinc y de los procesos biológicos para su 

recuperación de aguas residuales en forma de nanopartículas de sulfuro de 

zinc. 

 

1.1. Naturaleza y química del zinc 

El zinc (Zn) es un metal cristalino de color blanco, ligeramente azulado, y brillante. Se trata 

de un metal quebradizo a bajas temperaturas, pero se vuelve muy maleable y dúctil entre 

100 y 150 º C, es insoluble en agua, y soluble en alcohol (Herrero, 2010). En la corteza 

terrestre el Zn representa el 0.012% de su composición, está ampliamente distribuido el 

puesto 23 como elemento más abundante en la misma (Rubio et al., 2007). Siempre se 

encuentra en forma de compuesto en diferentes minerales como: óxidos, carbonatos y 

sulfuros (Herrero, 2010). El Zn que se encuentra en el ambiente está asociado con el 

azufre en minerales como la blenda (ZnS) y esfalerita (Zn,Fe)S, principalmente, en 

menores cantidades en otros minerales como la calamina (ZnCO3) (Macías, 2015). La 

fuente artificial más importante en el medio ambiente comprende electro-galvanizadores, 

fundiciones y procesos mineros, drenaje de mina, aguas residuales domésticas e 

industriales, escorrentía superficial de caminos, corrosión de aleaciones de Zn y 

superficies galvanizadas y erosión de suelos agrícolas (Eisler, 1993). 

La interacción del Zn en la naturaleza varía y esto depende de las condiciones del entorno. 

Por ejemplo en ambientes marinos, donde abundan los sulfatos solubles y el consumo de 

oxígeno, se favorecen las condiciones para la presencia de bacterias sulfato reductoras 

(BSR), las cuales utilizan el SO4
2- disponible que en condiciones anaerobias forman sulfuro 

de hidrógeno (H2S), producto del metabolismo de los microorganismos (Borja, 2013). Este 

sulfuro reacciona con el Zn y forma sulfuros de zinc (ZnS). Otros factores que influyen en la 

formación de especies son el potencial óxido reducción (ORP) y el pH del medio, el cual se 

representa gráficamente mediante el diagrama de especiación ORP vs pH, también 

llamado diagrama de Pourbaix. La Figura 1.1 muestra el diagrama de especiación del 

sistema Zn-azufre(S)-agua a temperatura ambiente, en el cual se muestra que en sistemas 

acuáticos el Zn se presenta como Zn+2 en aguas ácidas y como ZnOH+ en aguas alcalinas.  
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Figura 1.1. Diagrama de Pourbaix para un sistema Zn-S-H2O a 25 °C, (Outokumpu, 

Research OY, Finlandia). 

 

1.2. Usos del zinc 

En la antigüedad el Zn fue usado para la fabricación de piezas para rituales y algunos otros 

elementos ornamentales. En la actualidad es empleado en los procesos industriales, 

formando parte de las construcciones de viviendas y en la creación de insumos 

intermedios. En cuanto a las aplicaciones del Zn, la galvanización es el principal uso que se 

le da al metal (Fig. 1.2), y es el proceso en el que se recubre un metal con otro, tiene como 

objetivo reducir la corrosión en los metales. El bronce y el latón ocupan el segundo lugar 

en la utilización de Zn. El latón es una aleación de cobre y Zn que tiene la propiedad de ser 

más resistente, lo cual hace que su uso se dé en campos como el del armamento y 

terminales eléctricas. Finalmente en el rubro de aleaciones de Zn, son usadas en el sector 

industrial para la fabricación de baterías, bases de pigmentos, desodorantes, caucho e 

incluso para separar metales preciosos, así como también lo podemos encontrar en 

productos de uso diario como curitas, en cremas bloqueadoras y lociones, shampoo, 
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cosméticos, entre otros. Otro uso interesante es en la industria farmacéutica, ya que se 

han desarrollado suplementos vitamínicos que incluyen Zn (SNMPE, 2012). En la 

agricultura se utiliza como fungicida y como un agente protector contra la deficiencia de 

zinc del suelo (Eisler, 1993).  

 

Figura 1.2. Distribución del consumo de Zn por usos industriales (International Lead and 

Zinc Study Group, 2017). 

  

1.3.  Toxicidad del zinc 

El Zn es el menos tóxico de todos los oligoelementos. Son pocos los casos de intoxicación 

aguda en el hombre, y generalmente se deben a la inhalación de humos y polvos de 

compuestos de Zn en diferentes procesos industriales tales como soldadura, fundición o 

fabricación de metales fundidos. Los síntomas ocurren varias horas después de la 

exposición e incluyen fiebre, debilidad, depresión, vómitos, salivación, escalofríos, 

transpiración, taquicardia, disnea y dolores en el pecho y piernas. Las dosis de compuestos 

inorgánicos de Zn necesarios para producir envenenamientos agudos son relativamente 

altas, y varían dependiendo del tipo de sal, la especie biológica, la vía de administración y 

la disponibilidad de ligandos biológicos del metal (Eisler, 1993; Rubio, 2002). El Zn es un 

elemento fundamental para el desarrollo de los huesos (SNMPE, 2012). 
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1.4.  Legislación de zinc en agua 

Las normas mexicanas que establecen límites máximos permisibles para el Zn en el agua 

se muestran en la tabla 1.1. 

 

Tabla 1.1. Normas oficiales mexicanas que establecen límites máximos permisibles de Zn 

en el agua. 

Normas mexicanas Descripción Límites máximos 

permisibles (mg/L) 

NOM-127-SSAI-1994 
Límites máximos permisibles de calidad de 

agua para uso y consumo humano. 
5 

NOM-001-SEMARNAT-1996 

Límites Máximos permisibles de 

contaminantes en las descargas de aguas 

residuales en aguas y bienes nacionales. 

10 

NOM-002-SEMARNAT-1996 

Límites Máximos permisibles de 

contaminantes en las descargas de aguas 

residuales en aguas y bienes nacionales. 

6 

 

1.5. Procesos físico-químicos para recuperación de zinc 

Los procesos físico químicos más utilizados en el tratamiento de aguas residuales con altos 

contenidos de metales, en especial el drenaje ácido de minas, son la aeración y la adición 

de un químico neutralizante, generalmente descrito como tratamiento activo. Se deben 

utilizar diferentes agentes neutralizantes, tales como el óxido de calcio, carbonato de 

calcio e hidróxido de sodio. El principal objetivo es acelerar la oxidación y precipitar los 

metales en forma de hidróxidos y carbonatos (Villa; 2006). Sin embargo, las desventajas 

de estos procesos son los altos costos de mantenimiento y de operación, además que se 

producen grandes cantidades de lodos, los cuales requieren un tratamiento posterior y 

disposición como residuo peligroso (Kaksonen et al., 2003). Otros procesos utilizados para 
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obtener el Zn como metal son los procesos de reducción térmica, procesos 

electrotérmicos y procesos electrolíticos (Sancho et al., 2000). 

 

1.6.  Procesos biológicos para recuperación de zinc 

Se ha descubierto que los microorganismos tales como bacterias, levaduras y hongos, 

juegan un papel importante en la remediación de metales tóxicos a través de la reducción 

de iones metálicos (Kowshik et al., 2003; Botello et al., 2007). Los microorganismos y sus 

productos pueden ser bioacumuladores muy eficientes de metales solubles y particulados, 

especialmente a partir de concentraciones externas diluidas, por esto las tecnologías 

basadas en los microorganismos ofrecen una alternativa o ayudan a las técnicas 

convencionales para la eliminación/recuperación de metales (Cañizares, 2000). 

Los procesos biológicos se han convertido en una alternativa prometedora sobre los 

métodos químicos, debido a la mínima producción de lodos, residuos solubles, bajo costo 

y a la fácil recuperación de metales mediante una precipitación (Kaksonen et al., 2003; 

Borja, 2013). Los procesos biológicos pueden ser aerobios y anaerobios, en los aerobios 

los microorganismos están en presencia de oxígeno y actúan sobre la materia orgánica 

disuelta, transformándola en productos finales inocuos y materia celular, dentro de estos 

procesos se encuentran los lodos activados, lagunas aireadas, filtros biológicos, entre 

otros. Mientras que en los anaerobios los microorganismos degradan los residuos 

orgánicos en ausencia de oxígeno, este proceso requiere de menos energía, produce 

menos lodo como subproducto, genera H2S que precipita los iones tóxicos de los metales 

pesados o produce gas metano (CH4), que puede utilizarse como fuente alterna de 

energía. Se encuentra también la fitorremediación, que utiliza varios tipos de plantas, 

incluso árboles, para dar tratamiento a los suelos y aguas contaminadas con residuos 

orgánicos y metales pesados (Manahan, 2007; Fortuna, 2016), dentro de los procesos 

anaerobios se involucra el proceso de sulfato reducción, descrito a continuación. 
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1.6.1. Proceso biológico sulfato reducción 

El proceso de sulfato reducción es uno de los procesos biológicos utilizados para la 

remoción de metales, con reportes de excelentes eficiencias para la remoción de 

contaminantes. El proceso ocurre dentro de la digestión anaerobia que se describe como 

una serie de procesos donde los microorganismos degradan la materia orgánica en 

ausencia de oxígeno para convertirla en CH4, CO2 y H2S. La degradación es llevada a cabo 

por diferentes tipos de bacterias (Nayono, 2009; Borja 2013). 

La digestión anaerobia se realiza en cuatro etapas: hidrólisis, acidogénesis, acetogénesis y 

finalmente la metanogénesis como se muestra en la Figura 1.3. 

1.- Hidrólisis: En esta etapa ocurre la desintegración de la materia orgánica compleja e 

insoluble como las proteínas, carbohidratos y lípidos, las cuales son hidrolizadas por 

enzimas extracelulares producidas por microorganismos acidogénicos y fermentativos. 

Como resultado se producen compuestos solubles más sencillos como aminoácidos, 

azúcares y ácidos grasos de cadena larga (Ortega, 2006). 

2.- Acidogénesis: Las bacterias acidogénicas convierten las moléculas orgánicas en ácidos 

grasos volátiles (AGV) tales como butírico, propiónico y acético, aunque etanol y ácido 

láctico también pueden ser producidos (Gallegos, 2009). 

3.- Acetogénesis: Los ácidos grasos de cadena corta son transformados en ácido acético, 

sulfuro de hidrógeno (H2S) y dióxido de carbono (CO2), mediante la acción de los 

microorganismos acitogénicos (Borja, 2013). 

4.- Metanogénesis: Por último, los microorganismos metanogénicos producen metano a 

partir de ácido acético, hidrógeno y dióxido de carbono (Ortega, 2006). 

 

Una vez que se llevó a cabo la hidrólisis de la materia orgánica compleja, en presencia de 

SO4
2- las BSR pueden competir con microorganismos acetogénicos y metanogénicos por 

varios sustratos como acetato, propionato, butirato (Flores, 2010). 
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Figura 1.3. Esquema de la degradación anaerobia de la materia orgánica por BSR, 
organismos metanogénicos y acetogénicos (Lens y Pol, 2000; Gallegos, 2009). 
 

Las principales reacciones que se llevan a cabo dentro de la digestión anaerobia se 

muestran en la tabla 1.2, las cuales se llevan a cabo por microorganismos fermentativos, 

acetogénicos, metanogénicos y sulfato reductores. 
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Tabla 1.2. Reacciones involucradas en la degradación anaerobia de materia orgánica en 
sistemas anaerobios (Gibson, 1990; Flores, 2010). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El proceso de sulfato reducción forma parte del ciclo biogeoquímico del azufre y se 

muestra en la Figura 1.4. El ciclo del azufre consiste de un número de etapas de oxidación-

reducción. El SO4
2- es reducido a H2S vía reducción no asimilativa o reducción asimilativa 

del SO4
2- seguida por la degradación anaerobia de la materia orgánica. La principal ruta 

para la reducción de SO4
2- a sulfuro es por la reducción no asimilativa. El H2S formado 

puede ser oxidado por otras rutas aerobias a SO4
2- o azufre elemental (Gallegos, 2009). 

Reacciones ΔG° 
(KJ/mol) 

Fermentativas  
3CH3CHOHCOO-         CH3COO- + 2CH3CH2COO- + HCO3

- + H+ -124.99 
CH3CH2OH + HCO3

- + H2           CH3CH2COO- + 2H2O  -66.84 
3CH3CH2OH + 2HCO3

-           CH3COO- + 2CH3CH2COO-  + H+ + 3H2O +276.93 
CH3CH2OH +  CH3COO-              CH3CH2 CH2 COO- + H2O -38.6 
CH3COO- + HCO3

- + H+ + 3H2             CH3CH2COO- + 3H2O -116.35 
Acetogénicas  
CH3CH2COO- + 2H2O          CH3COO- +  HCO3

- + H+ + 2H2O -4.2 
CH3CH2OH + H2O        CH3COO- + H+ + 2H2 +9.6 
Metanogénicas  
4H2 + HCO3

- + H+           CH4 +  3H2O -135.6 
CH3COO-  + 2H2O          CH4 +  HCO3

- -31.0 
Sulfato-reductoras  
CH3COO- + SO4

2-        2HCO3
- + HS- -47.6 

CH3CH2COO-  + ¾SO4
2-        CH3COO- + HCO3

- + ¾HS- + ¼H+
 -37.7 

CH3CH2CH2COO-
  + ½SO4

2-            2CH3COO-  + ½HS- + ½H+ -27.8 
CH3CHOHCOO- + ½SO4

2-           CH3COO-  + HCO3
-  + ½HS-  + H+ -80.0 

CH3CH2OH + ½SO4
2-           CH3COO-  + HCO3

-  + ½HS- + ½H+ + H2O -66.4 
4H2 +  SO4

2- + H+           HS- + 4H2O  -151.1 
Acetato=  CH3COO-; Propionato=  CH3CH2COO-; Lactato= CH3CHOHCOO-;  
Butirato= CH3CH2CH2COO-;  Etanol=  CH3CH2OH; Hidrógeno= H2  
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         Figura 1.4. Ciclo del azufre (Visser, 1993). 

 

El proceso de sulfato reducción se basa en la oxidación del sustrato orgánico presente en 

el agua residual y la reducción del SO4
2- a H2S (Ec. 1.1) (Gallegos, 2009). 

 

2CH2O + SO4
2-   →   H2S  +  2HCO3         (Ec. 1.1) 

 

El ión sulfuro puede encontrarse como sulfuro (S2-) o como H2S en el caso de que se 

combine con protones del medio (Ec. 1.2 y 1.3, respectivamente), lo cual está 

condicionado por el valor de pH del medio en el que se encuentre (Liamlean y 

Annachhatre, 2007). 

 

8H+ + 8e- + SO4
2- → S2- + 4H2O                     (Ec. 1.2) 

              S2- + 2H+ → H2S                                 (Ec. 1.3) 

 

En presencia de metales, el H2S precipitaría como sulfuros metálicos los cuales podrían ser 

recuperados como nanopartículas (Ec. 1.4). 
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 H2S + M2+→   MS(s)↓ + 2H+                                                (Ec. 1.4)       

Donde: 

   M2+→   Fe2+, Cu2+,  Mg2+,  Pb2+, Zn2+, etc. 

 

El proceso de sulfato reducción es uno de los procesos biológicos utilizados para la 

remoción de metales, con reportes de excelentes eficiencias para la remoción de 

contaminantes.  

 

1.6.2.  Bacterias sulfato reductoras (BSR) 

Las BSR son una comunidad bacteriana muy importante dentro de la biodiversidad 

microbiana ya que al reducir los SO4
2- a sulfuros permiten la precipitación e inmovilización 

de metales tóxicos solubles en forma de sulfuros metálicos de baja solubilidad (Castillo et 

al., 2011), requieren condiciones anaerobias y potencial redox de -200 mV para realizar 

sus funciones metabólicas (Church et al., 2007; Piña, 2010). Las BSR son microorganismos 

procariotas, bacterias y arqueas, que pueden usar el SO4
2- como aceptor terminal de 

electrones en su metabolismo llevando a cabo la reducción desasimilatoria del SO4
2-. Las 

BSR pueden crecer a expensas de la reducción de SO4
2- solo en completa ausencia de 

oxígeno molecular. Son microorganismos anaerobios estrictos y son principalmente 

encontrados en hábitats anóxicos ricos en SO4
2- (Parra, 2008). Las características 

morfológicas de estas células varían considerablemente. Se han descrito distintos tipos 

celulares, entre los que se encuentran: bacilos, vibrios, cocos, espirilos, etc. (Widdel y Bak, 

1992; Soledad, 2006). Algunos géneros toleran el oxígeno y pueden crecer con oxígeno en 

bajas concentraciones, por esta razón es frecuente, que su población se encuentre bajo 

colonias activas de microorganismos aerobios, ya que ellos consumen el oxígeno y crean 

zonas anaeróbicas adecuadas para este tipo de bacterias (Monroy, 2014). Las BSR utilizan 

compuestos inorgánicos azufrados (en especial SO4
2-) como aceptores de electrones 

durante la respiración anaeróbica, y ácidos orgánicos, ácidos grasos, alcoholes e 

hidrógeno como donadores de electrones (Andrade, 2010). La tabla 1.3 resume los 

compuestos azufrados y los donadores de electrones utilizados por las BSR. 
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Tabla 1.3. Compuestos azufrados con sus respectivos estados de oxidación y compuestos 

donadores de electrones utilizados por las BSR (Andrade, 2010). 

Estados de oxidación de los compuestos azufrados 

Compuesto Estado de oxidación 

S orgánico (R-SH) -2 
Sulfuro (H2S) -2 
Azufre elemental (S0) 0 
Tiosulfato (S2O3

2-) +2 
Tetrationato (S4O6

2-) +2.5 
Dióxido de azufre (SO2) +4 
Sulfito (SO3

2-) +4 
Trióxido de azufre (SO3) +6 
Sulfato (SO4

2-) +6 

Donadores de electrones 

Hidrógeno Acetato 
Lactato Propionato 
Piruvato Butirato 

Etanol y otros alcoholes Ácidos grasos de cadena larga 
Fumarato Benzoato 

Malato Indol 
Colina Hexadecano 

 

Las BSR se clasifican en dos grupos de acuerdo a su capacidad para oxidar sustratos: 

a) BSR que generan acetato como producto final a partir de la oxidación incompleta de 

sustrato, muchas veces con la formación simultánea de CO2 (Rabus et al., 2006). Estos 

microorganismos carecen de un mecanismo enzimático para la utilización de acetato por 

lo que éste es el producto principal de la oxidación incompleta. Dentro de este grupo se 

encuentran los géneros Desulfovibrio, Desulfomonas, Desulfotomaculum y Desulfobulbus 

(Gallegos, 2009). 

b) BSR que oxidan completamente el sustrato hasta CO2. Este tipo de microorganismos 

obtiene su energía directamente del acetato mediante el ciclo del ácido cítrico modificado 

(Muyzer y Stams, 2008). A este grupo de bacterias pertenecen los géneros Desulfobacter, 

Desulfococcus, Desulfosarcina, Desulfonema y Desulfobacterium (Gallegos, 2009).  

Las reacciones metabólicas que se involucran en la degradación de materia orgánica por 

BSR se enlistan en la tabla 1.4. 
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Tabla 1.4. Reacciones metabólicas involucradas en la degradación de la materia orgánica por 

las BSR y sus cambios de energía libre de Gibbs. (Stefanie et al., 1994; Oude et al., 1994; 

Montalvo, 2013). 

Reacción ΔG° 
(KJ/mol) 

Oxidación completa  
CH3CHOHCOO- + SO4

2-           3HCO3
- + 3/2HS- + ½H+ -127.6 

CH3CH2COO- + 7/4SO4
2- + ¼H+           3HCO3

- + 7/4HS- + ½H+ -85.2 
CH3COO- + SO4

2-           2HCO3
- + HS- -47.6 

4H2 + SO4
2- + H+           HS- + 4H2O -38.1 

Oxidación incompleta  
CH3CHOHCOO- + ½SO4

2-        CH3COO- + HCO3
- + ½HS- + ½H+ -80.0 

CH3CH2OH + ½SO4
2-           CH3COO-  + ½HS- + ½H+ + H2O  -66.4 

CH3CH2COO- + ¾ SO4
2-             CH3COO-  + HCO3

- + ¾HS- + ¼H+ -37.7 
CH3CH2CH2COO- + ½SO4

2-           2CH3COO-  + ½HS- + ½H+  -27.8 
Acetato=  CH3COO-; Propionato=  CH3CH2COO-; Lactato= CH3CHOHCOO-;  
Butirato= CH3CH2CH2COO-;  Etanol=  CH3CH2OH  
 

1.6.3. Formación de biopelícula anaerobia 

Los microorganismos generalmente construyen y viven en conglomerados o comunidades 

celulares conocidas como biopelículas. La estructura exacta, la química y la fisiología de la 

biopelícula varían con la naturaleza de sus microorganismos residentes y el ambiente 

local. Sin embargo, una importante similitud entre las biopelículas es que su integridad 

estructural depende en gran medida de una matriz extracelular producida por sus células 

constituyentes (Branda et al., 2005). En la biopelícula los microorganismos se encuentran 

agregados generalmente dentro de una estructura de exopolímeros que son producidos 

por los mismos microorganismos, forman una matriz adherente en donde éstos quedan 

atrapados y comienzan a organizarse en colonias con diferentes requerimientos 

metabólicos. Estas conformaciones microbianas presentan características como: 

adherencia, heterogeneidad, diversidad de microambientes (pH, presión parcial de O2, 

concentración de iones y de otros sustratos), resistencia a antimicrobianos y capacidad de 

comunicación intercelular (Betancourth et al., 2004; Soledad, 2006). En las biopelículas se 

pueden distinguir cinco compartimientos como un sistema: el soporte, la base de la 
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biopelícula, la superficie de la misma, la fase líquida, y la fase gaseosa. El soporte juega un 

rol importante durante el estado temprano de acumulación de la biopelícula y puede 

influir en la velocidad de acumulación, así como la distribución inicial de la población 

celular de microorganismos (Ríos, 2002). La hidrodinámica juega un papel importante en 

el desarrollo de la biopelícula pues estas organizaciones se desarrollan en una interfase 

líquido-sólido donde la velocidad del flujo que lo atraviesa influye en el desprendimiento 

físico de los microorganismos (Betancourth et al., 2004). En la Figura 1.5 se muestran los 

procesos que contribuyen a la formación de una biopelícula. 

 

 

Figura 1.5. Procesos que contribuyen a la formación de una biopelícula. 1. Adhesión inicial 

de las células a la superficie. 2. Producción de exopolímeros (EPS) ofreciendo fijación 

irreversible más firme de las células a la superficie. 3. Desarrollo temprano de la 

arquitectura de la biopelícula. 4. Maduración de la arquitectura de la biopelícula. 5. 

Desprendimiento (Stoodley et al., 2002; Flores, 2010). 

 

1.6.4 Reactor de lecho fluidificado inverso (LFI) 

Los reactores de lecho fluidificado tienen la característica de que una biopelícula se 

desarrolla sobre un soporte inerte (partículas de silicato, polietileno, esferas de vidrio 

poroso, gránulos de polímero sintético, polvo de carbón activado, etc.) lo que mejora la 
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transferencia másica al proveer gran área superficial de biomasa expuesta a sustrato 

(Kaksonen y Puhakka, 2007; Piña, 2010) y permite retener durante largos períodos de 

tiempo la biomasa en el reactor y por consecuencia una biopelícula estable y activa, y 

altas eficiencias de remoción de contaminantes (Celis et al., 2004). El soporte utilizado en 

este tipo de reactores son partículas de menor densidad que el agua. Las partículas son 

fluidificadas por un flujo descendente del líquido. El flujo del gas y del líquido, que circulan 

en direcciones opuestas a la fuerza de flotación de las partículas, ayudan a la expansión 

del lecho (Villa, 2006). Presenta ventajas en el tratamiento de aguas residuales respecto a 

otros reactores anaerobios, tales como: una fácil separación de fase sólida-líquida, y una 

alta concentración de biomasa con mayor actividad específica, lo cual lleva a un diseño 

más compacto (Nicolella et al., 2000; Flores, 2010). Una de las ventajas para en el 

tratamiento de aguas residuales con un alto contenido de acidez y metales, son las altas 

velocidades de recirculación aplicada al FBR ya que diluye la concentración de metales y la 

acidez del afluente (Kaksonen et al., 2003). 

 

1.7. Nanotecnología 

La nanotecnología es el estudio, diseño, creación, síntesis, manipulación y aplicación de 

materiales, aparatos y sistemas funcionales a través del control de la materia a 

nanoescala, y la explotación de fenómenos y propiedades de la materia a nanoescala. 

Cuando se manipula la materia a la escala tan minúscula de átomos y moléculas, muestra 

fenómenos y propiedades totalmente nuevas. Por lo tanto, científicos utilizan la 

nanotecnología para crear materiales, aparatos y sistemas novedosos de bajo costo con 

propiedades únicas (Díaz, 2012). En los últimos años, la investigación en nanotecnología 

está emergiendo como tecnología de vanguardia interdisciplinaria con la física, química, 

biología, la ciencia de los materiales y la medicina. Estas disciplinas deben trabajar en 

conjunto en: (i) síntesis y procesamiento de nanomateriales y nanoestructuras, (ii) 

comprensión de las propiedades físicas relacionadas con la escala nanométrica, (iii) diseño 

y fabricación de nano-dispositivos o dispositivos con nanomateriales como bloques de 

construcción y (iv) diseño y construcción de nuevas herramientas para la caracterización 
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de nanoestructuras y nanomateriales (Cao, 2004). El prefijo nano se deriva de la palabra 

griega “nanos” que significa "enano" y se refiere a una billonésima parte (10-9 m) de algo 

(Narayanan y Sakthivel, 2010). 

 

1.7.1. Nanopartículas  

Los nanomateriales son materiales con propiedades morfológicas más pequeñas que 100 

nm en al menos una dimensión. A pesar del hecho de que no hay consenso sobre el 

tamaño mínimo o máximo de un nanomaterial, algunos autores restringen su tamaño de 1 

a 100 nm, una definición lógica situaría la nanoescala entre la microescala (1 micrómetro) 

y la escala atómica/molecular (alrededor de 0.2 nanómetros) (Díaz, 2012), que 

proporcionan uno de los mayores potenciales para mejorar el rendimiento y las 

capacidades ampliadas de los productos en una serie de sectores industriales (Xia et al., 

2003; Fang et al., 2011). Las nanopartículas se dividen en cuatro grupos principales: los 

materiales a base de carbón, composites, dendrímeros y materiales de base metálica, 

como el oro y la plata (Vega y León, 2014). Las propiedades optoelectrónicas, 

fisicoquímicas y electrónicas de las nanopartículas están determinadas por su tamaño, 

forma y cristalinidad. Por lo tanto, la síntesis de nanopartículas monodispersadas con 

diferentes tamaños y formas ha sido un desafío en la nanotecnología (Narayanan y 

Sakthivel, 2010). Sus características dependientes del tamaño pueden ser 

cualitativamente explicadas por su relación superficie/volumen. Por ejemplo, una 

partícula esférica tiene una relación superficie/volumen inversamente proporcional al 

diámetro de partícula. Esto implica que cuanto menor sea el diámetro, mayor será la 

relación. Por lo tanto, una partícula de diámetro de escala nanométrica tiene una relación 

área superficial/volumen significativamente alta con un gran número de 

átomos/electrones empaquetados en un volumen muy pequeño (Chopra, 2010). Las 

nanopartículas de semiconductores II-VI atraen mucha atención debido a sus propiedades 

fotoeléctricas y electroluminiscentes dependientes del tamaño, donde ZnS, CdS, ZnO, 

CdTe, etc. son los principales candidatos debido a que sus propiedades electrónicas y 

ópticas son favorables para aplicaciones optoelectrónicas (Borah et al., 2008). Estas 



18 
 

propiedades no están disponibles en materiales macroscópicos de igual composición 

(Castro y Reyes, 2016). Sus dimensiones reducidas permiten reducir el tamaño de los 

circuitos electrónicos (Gayou et al., 2010). 

 

1.7.1.1. Nanopartículas de ZnS 

Para el caso de las nanopartículas de ZnS, se puede predecir su presencia en una solución 

mediante un barrido en UV-Vis aproximadamente entre 200 y 390 nm, para obtener un 

espectro como el que obtuvieron Mizadeh et al. (2013), el cual se muestra en la Figura 1.6. 

Este tipo de espectro se caracteriza por tener un borde de absorción que es la caída, en la 

literatura el borde se ha obtenido entre los 230 (Nath et al. 2008; Kole y Kumbhakar, 

2012) y 330 nm (Vázquez et al., 2008) para nanopartículas de ZnS. Cabe señalar que 

mientras más cerca se encuentre el borde de absorción de la línea de absorbancia, menor 

será el tamaño de la partícula.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6. Espectro UV-Vis para nanopartículas de ZnS (Mizadeh et al., 2013). 

 

 

 

Borde de 
absorción 



19 
 

1.7.1.2. Aplicaciones de nanopartículas de ZnS 

Las nanopartículas de ZnS tienen gran variedad de aplicaciones en áreas como: catálisis, 

semiconductores, transistores de electrones simples (SETs) y emisores de luz, dispositivos 

ópticos no lineales y aplicaciones fotoelectroquímicas (Botello et al., 2007). Muchas de 

estas propiedades y sus posibles aplicaciones son fuertemente influenciadas por el 

tamaño y la forma de las mismas: esferas, barras, discos, prismas, etc. (Díaz, 2012).  

 

1.7.1.3. Síntesis de nanopartículas 

Existen dos enfoques para la síntesis de nanomateriales y la fabricación de 

nanoestructuras: de arriba hacia abajo y de abajo hacia arriba. El desgaste o molienda es 

un método típico de arriba hacia abajo en la fabricación de nanopartículas, mientras que 

la dispersión coloidal es un buen ejemplo de enfoque ascendente en la síntesis de 

nanopartículas. Hay ventajas y desventajas en ambos enfoques. Entre otros, el problema 

principal con el enfoque de arriba hacia abajo es la imperfección de la estructura 

superficial. Es bien sabido que las técnicas de arriba hacia abajo convencionales tales 

como la litografía pueden causar daño cristalográfico significativo al procesamiento y se 

pueden introducir defectos adicionales incluso durante las etapas de grabado. El enfoque 

ascendente se refiere a la acumulación de un material desde el fondo: átomo por átomo, 

molécula por molécula. También promete una mejor oportunidad de obtener 

nanoestructuras con menos defectos, una composición química más homogénea y un 

mejor ordenamiento a corto y largo plazo. Esto se debe a que el enfoque de abajo hacia 

arriba está impulsado principalmente por la reducción de la energía libre de Gibbs, de 

modo que las nanoestructuras y nanomateriales producidos de esta manera están en un 

estado más cercano a un estado de equilibrio termodinámico (Cao, 2004).  

Dentro de la síntesis ascendente, entre los métodos que han sido utilizados para la 

formación de nanopartículas se encuentran la reducción química, reducción fotoquímica, 

métodos de aerosol, etc. (Narayanan et al., 2010), además de procesos físico-químicos a 

partir de la utilización de agentes reductores como el trietilborohidruro de litio (NaBEt3H), 

por medio de la termólisis, métodos láser de pulso, entre otros. Sin embargo, estos 
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procesos conllevan una alta inversión económica, por lo que aún no son muy viables para 

su implementación a gran escala, además que generan lodos de desecho como 

subproductos del proceso de síntesis clásica y dan lugar a problemas geo-ambientales por 

su toxicidad, limitando sus usos (Vega y León, 2014).  

Un nuevo método de síntesis es la obtención de nanometales a partir de diferentes 

microorganismos tales como bacterias, levaduras y hongos, juegan un papel importante 

en la remediación de metales tóxicos a través de la reducción de iones metálicos, por lo 

tanto recientemente se han considerado como nanofábricas de gran interés (Botello et al., 

2007). Se sabe que muchos microorganismos producen cristales minerales 

nanoestructurados y nanopartículas metálicas con propiedades similares a los materiales 

sintetizados químicamente, mientras ejercen un estricto control sobre el tamaño, la forma 

y la composición de las partículas (Gericke y Pinches, 2006). En la Tabla 1.5 se muestran 

diferentes investigaciones sobre la formación de nanopartículas de diferentes materiales, 

mediante procesos físico-químicos y biológicos. 

La síntesis de nanocristales requiere identificar las moléculas precursoras apropiadas y su 

concentración para producir especies moleculares o atómicas que contribuyan a la 

nucleación y crecimiento de la nanoestructura (Castro y Reyes, 2016). Los estabilizantes se 

han utilizado como agentes de cobertura para la síntesis de nanopartículas y pueden 

dispersar y estabilizar las partículas (Narayanan et al., 2010). Algunos estabilizantes 

poliméricos comúnmente utilizados son: polivinilpirrolidona (PVP), polivinilalcohol (PVA), 

polietilenimina, polifosfato de sodio, poliacrilato de sodio, halogenuros de 

tetraalquilamonio (Cao, 2004). 

Estudios hechos han comprobado la eficiencia de procesos físico químicos para la síntesis 

de nanopartículas. Vázquez et al. (2008) sintetizaron nanopartículas de ZnS a partir de 

ZnSO4, utilizando un horno de microondas convencional de 1650 W en pruebas de 60 

segundos. Los productos obtenidos se analizaron mediante espectrofotometría UV-Vis, 

DRX, FT-IR y MET. Los resultados muestran la obtención de nanopartículas de ZnS con un 

tamaño aproximado de 15 nm y una morfología hexagonal, el borde de absorción 

obtenido por UV-Vis se localiza en los 330 nm observándose además, propiedades de 
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fotoluminiscencia en las dispersiones obtenidas. Behboudnia et al. (2005) desarrollaron 

nanopartículas de ZnS mediante ondas ultrasónicas, fue sonicada una solución de 

etilendiamina, azufre elemental y acetato de zinc, en presencia de 1-decanotiol. Las 

nanopartículas se caracterizaron mediante técnicas como DRX de polvos, MEB, 

Espectroscopia de energía dispersa (EDS) y UV-Vis. Las nanopartículas de ZnS obtenidas 

tienen un tamaño promedio de 20 nm. Otros métodos físico químicos utilizados para la 

síntesis de nanopartículas son: Síntesis de baja temperatura (Whang y Hong, 2000; Zhao 

et al., 2004), método hidrotermal (Quynh et al., 2009), co-precipitación (Iranmanesh et al., 

2015), electroquímica (Rahimi, 2014), síntesis de precipitación coloidal (Kho et al., 2000; 

Panda et al., 2007 ), irradiación de microondas (Ni et al., 2004; Vázquez et al., 2008; 

Soltani et al., 2012), electro-explosión (Goswami y Sen, 2007). En la tabla 1.6 se enlistan 

estudios sobre la formación de nanopartículas de ZnS por métodos físico-químicos. 

Otro método es la síntesis de nanopartículas de ZnS mediante un proceso biológico, del 

cual se han hecho diversos estudios. Botello et al. (2007) sintetizaron nanopartículas de 

ZnS por medio de una ruta biotecnológica. Ellos utilizaron dos cepas: B-1 y Fusarium sp. , 

las cuales se pusieron en contacto con disoluciones de sulfato de zinc (ZnSO4). Los 

resultados del análisis espectrofotométrico demostraron los efectos de confinamiento 

cuántico característicos de semiconductores, con una distribución de tamaños de partícula 

en escala nanométrica. El análisis por fuerza atómica mostró un rango de nanopartículas 

obtenidas de 50 hasta 100 nm. Otros estudios sobre la síntesis biológica de nanopartículas 

de ZnS se muestran en la tabla 1.7. 
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1.7.2. Teoría de bandas 

La teoría de bandas constituye una explicación alternativa del comportamiento de los 

materiales semiconductores. Las bandas de energía (o bandas permitidas) se encuentran 

separadas por brechas denominadas bandas prohibidas (Eg). La banda de energía superior 

que consiste de los estados desocupados del sólido es llamada banda de conducción (BC), 

cuando se encuentran electrones en ésta pueden moverse libremente en el sólido y 

pueden, por lo tanto, conducir corriente cuando se les aplica un campo eléctrico. La banda 

correspondiente a los niveles ocupados más externos es llamada banda de valencia (BV), 

aquí los electrones permanecen fuertemente enlazados a sus átomos respectivos, tienen 

una menor energía potencial y tienden a permanecer en ella, por lo tanto, no son capaces 

de participar en la conducción eléctrica. 

En la Figura 1.7 se muestra la diferencia de banda prohibida entre diferentes materiales. 

Para un conductor la posición en energía del borde superior de la banda de valencia es 

mayor que la de los electrones de la banda de conducción, por lo tanto, las bandas se 

superponen y muchos electrones de valencia se sitúan sobre la conducción con facilidad y 

pueden circular por el medio sin necesidad de excitación adicional. En estos materiales la 

banda prohibida no existe. 

En un semiconductor sigue existiendo una separación entre la banda de conducción y la 

banda de valencia, pero la brecha entre ambas es mucho más pequeña que en un aislante, 

de modo que, con un incremento pequeño de energía, los electrones de valencia salta a la 

banda de conducción y puede circular por el medio. Cuando un electrón salta desde la 

banda de valencia a la conducción deja un hueco en la banda de valencia que también se 

considera portador de corriente eléctrica. 

En un aislante la posición en energía del mínimo de la banda de conducción está mucho 

más arriba que la energía del mínimo de banda de valencia. En este caso, existe una 

brecha entre la banda de valencia y la de conducción de modo que, los electrones de 

valencia no pueden acceder a la banda de conducción que estará vacía. Es por ello que el 

aislante no conduce (Martínez, 2014). 
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Figura 1.7. Bandas de energía para conductor, semiconductor y aislante.  

 

1.8. Justificación 

En la actualidad los niveles de contaminación en los ríos y lagos con metales pesados 

que provienen de aguas residuales son un problema alarmante para la sociedad y la 

naturaleza. En el caso de la industria minera, se generan efluentes muy ácidos con 

elevadas concentraciones de Zn en el efluente. Cuando esta agua contaminada alcanza 

los cuerpos de aguas aledaños pueden ocurrir alteraciones o daños en los ecosistemas 

presentes, ocasionando la muerte de flora y fauna y la contaminación de los recursos 

hídricos, los cuales pueden tornarse dañinos para el consumo humano o los propósitos 

agrícolas e industriales concominantes. Actualmente, uno de los métodos más 

empleados para recuperar metales de aguas residuales es a partir de la síntesis de 

nanopartículas metálicas. Se han desarrollado procesos físico-químicos para recuperar 

el Zn en forma de nanopartículas de ZnS. Sin embargo, estos procesos son costosos y 

generan una gran cantidad de residuos tóxicos. Por lo cual se han buscado vías de 

síntesis más respetuosas con el ambiente, siendo los procesos biológicos una 

alternativa. El proceso biológico de sulfato reducción es una alternativa económica y 

amigable con el ambiente, para la eliminación del SO4
2- y la recuperación de Zn de 

aguas residuales a partir de su precipitación como sulfuro de Zn por la acción de las 

bacterias anaerobias. 
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1.9. Objetivos 

1.9.1. Objetivo general 

Estudiar las condiciones óptimas para el desarrollo de nanopartículas de ZnS de un agua 

residual sintética, mediante una biopelícula sulfidogénica en un reactor LFI, con el fin de 

proponer una alternativa biológica y económicamente viable para la recuperación y 

reutilización del metal y el agua. 

1.9.2. Objetivos específicos 

1.- Desarrollar una biopelícula sulfidogénica en un reactor LFI y evaluar la producción de 

sulfuro biogénico, para su utilización en la precipitación de zinc como un sulfuro metálico 

y evaluar su formación por UV-Vis a diferentes tiempos de reacción. Confirmar la 

formación de la biopelícula y de sulfuro metálico mediante MEB. 

2.- Evaluar la recuperación de sulfuros de zinc a partir de pruebas en lote con biopelícula 

expuesta a diferentes concentraciones de Zn y PVP y confirmar la estructura cristalina del 

precipitado recuperado mediante DRX, MEB y MET, y así demostrar la capacidad del 

estabilizante para controlar el crecimiento de nanopartículas de ZnS. 

3.- Evaluar la capacidad de la biopelícula para reducir sulfato a sulfuro biogénico y formar 

nanopartículas de ZnS, al estar expuesta a diferentes concentraciones de Zn en un reactor 

LFI con operación en continuo. Evaluar su formación mediante UV-Vis y confirmar la 

estructura cristalina del precipitado recuperado mediante DRX, MEB y MET. 
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Capítulo 2. Materiales y métodos para el desarrollo de nanopartículas de 

sulfuro de zinc a partir de una biopelícula sulfidogénica. 

 

2.1. Reactor de lecho fluidificado inverso (LFI) para la formación de una 

biopelícula sulfidogénica 

Para la formación y desarrollo de la biopelícula se utilizó un reactor LFI, que consistió en 

una columna de poliacrílico con volumen de 800 mL, diámetro interno de 4 cm, una altura 

de 47 cm, un fondo cónico y un separador de fases que también funcionó como 

ecualizador para regular el nivel de flujo en la columna (Figura 2.1) El volumen total del 

sistema fue de 1.2 L, tomando en cuenta el reactor, ecualizador y las líneas de 

recirculación. Se usaron bombas peristálticas marca Masterflex para mantener constante 

el flujo de alimentación y recirculación del sistema. El tiempo de retención hidráulico 

(TRH) fue de 1 día, con flujo de alimentación de 0.83 mL/min y un flujo de recirculación de 

980 mL/min y con una expansión de soporte del 30% del volumen de la columna. El 

reactor se operó a temperatura ambiente (18 - 26°C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1. Diagrama del reactor de lecho fluidificado inverso (LFI). 1) Alimentación, 2) 

bomba de alimentación, 3) afluente, 4) lecho fluidificado, 5) separador de fases y 

ajustador del nivel de agua en la columna, 6) flujo de recirculación, 7) bomba de 

recirculación, 8) efluente. 
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2.1.1. Material de soporte del reactor LFI 

El soporte utilizado para formar la biopelícula fue polietileno de baja densidad con 

diámetro promedio de 500 µm y densidad aparente de 400 kg/m3 (Anexo E). Antes de 

montarlo, se lijó para obtener una superficie rugosa que beneficia a la adición de los 

microorganismos y así la formación de la biopelícula, posteriormente se acondicionó 

colocándolo en un matraz Erlenmeyer de 1 L, que contenía 500 mL de agua destilada, 0.2 

g de peptona de caseína y 0.2 g de extracto de levadura. Se mantuvo en agitación a 100 

rpm durante 48 h con el fin de acondicionar el soporte. Después de su acondicionamiento, 

se añadió un volumen de 50 mL de soporte al reactor LFI de la sección anterior por la 

parte superior, para posteriormente ser inoculado con lodo granular disgregado (ver 

sección 2.1.2). 

 

2.1.2.  Inóculo del reactor LFI 

El reactor LFI fue inoculado con 30 mL de lodo granular proveniente de la planta Ricolino 

de la ciudad de San Luis Potosí, México, el cual fue adaptado previamente a condiciones 

sulfato reductoras en un reactor UASB. El lodo se activó con medio mineral (sección 

2.1.3.1) y después se disgregó con una jeringa, para posteriormente inocularlo en el 

reactor. 

 

2.1.3. Medios de cultivo y soluciones 

2.1.3.1.  Medio basal de alimentación para reactor LFI 

La composición del medio basal utilizado para alimentar el reactor LFI se presenta en la 

tabla 2.1. Como sustrato orgánico se utilizó 1 g DQO/L como acetato de sodio (CH3COONa) 

y sulfato en forma de sulfato de sodio (Na2SO4). Se utilizó la relación DQO/SO4
2- de 0.67, 

ya que teóricamente a esta relación existe el suficiente SO4
2- en el medio para que toda la 

materia orgánica presente sea utilizada por las BSR y, en principio, se podría operar en 

condiciones completamente sulfato reductoras (Dar et al., 2008), el pH del medio se 

ajustó a 7 con bicarbonato de sodio (NaHCO3). 
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Tabla 2.1. Composición del medio basal de alimentación del reactor LFI. 

Compuesto Concentración (g/L) 

NH4Cl 3.0 
CaCl2 0.15 
KH2PO4 2.0 
MgSO4 1.2 
KCl 2.5 
Extracto de levadura 0.2 
Elementos traza 1 mL 

 

2.1.3.2.  Solución de elementos traza 

La tabla 2.2 muestra la composición de la solución de elementos traza. La rezasurina 

proporciona los nutrientes necesarios para el desarrollo de los microorganismos sulfato 

reductores (Gallegos, 2009). 

 

Tabla 2.2. Composición de la solución de elementos traza. 

Compuesto Concentración (g/L) 

FeCl2 1.5 
MnCl2 0.1 
EDTA 0.5 
H3BO3 0.062 
ZnCl2 0.07 
NaMoO4 0.036 
AlCl3 0.04 
NiCl3

 0.024 
CoCl2

 0.07 
CuCl2 0.02 
HCl 36% 1mL 
Na2SeO3 0.1 
rezasurina 0.5 

  

2.1.3.3.  Medio basal para determinar la actividad sulfato reductora (ASR) 

La composición del medio basal utilizado en la ASR se muestra en la tabla 2.3. El pH se 

ajustó a 7 con NaHCO3.  
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Tabla 2.3. Composición del medio basal para determinar la ASR. 

Compuesto Concentración (g/L) 

NaH2PO4 0.703 
K2HPO4 0.6 
MgSO4 0.11 
NaHCO3 1.0 
Extracto de levadura 0.02 
CaCl2 0.006 
NH4Cl 0.28 

 

2.1.4. Condiciones de operación del reactor LFI para el desarrollo de una 

biopelícula sulfato reductora 

Al principio el reactor LFI se llenó con medio mineral (ver sección 2.1.3.1) con relación 

DQO/SO4
2- de 0.67, se añadió polietileno de baja densidad como soporte (sección 2.1.1) y 

se inoculó con lodo granular previamente adaptado a sulfato reducción (sección 2.1.2), 

después el sistema se operó en lote (únicamente con flujo de recirculación) durante 24 h, 

para favorecer la adhesión de los microorganismos al soporte y la adaptación al sistema. 

Posteriormente se operó en continuo por un período de 76 días. La tabla 2.4 muestra los 

parámetros de operación del reactor LFI. A los 45 días de operación del sistema al 

observar una producción de 115 mg H2S/L, se realizó un pequeño experimento para 

evaluar la capacidad del sulfuro producido en el reactor por la biopelícula sulfato 

reductora para precipitar el Zn como ZnS. Dicho experimento consistió en tomar una 

muestra de 1.5 mL de la solución del reactor, se aforó a 10 mL con una solución de 20 g/L 

de PVP en un matraz y posteriormente se mezcló con 10 mL de una solución que contenía 

20 g/L de PVP y 300 mg/L Zn como sulfato de Zn (ZnSO4) en un matraz Erlenmeyer de 50 

mL mediante un baño sónico en un sonicador marca Bransonic modelo 1510R-MT por 3 

minutos. La mezcla se mantuvo en un frasco cerrado a temperatura ambiente y se tomó 

muestra cada 30 min durante 3 h en microceldas de 180 µL marca Cary para realizarles un 

barrido entre 200 y 390 nm mediante un UV-Vis marca HACH modelo DR5000, para 

comprobar la presencia de nanopartículas de ZnS y estudiar la variación del borde de 

absorción respecto al tiempo. Posteriormente se tomó muestra de la mezcla para 
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realizarle lavados (ver sección 2.4.9) y analizar mediante MEB la posible presencia de 

nanopartículas de ZnS. 

 

Se tomó muestra de la solución del reactor 2 veces por semana para analizar pH, ORP, 

eficiencia de remoción DQO, alcalinidad, sulfuro producido y eficiencia de remoción de 

sulfato (sección 2.4). Al observar que el sistema se mantuvo estable y hubo producción de 

sulfuro, se optó por detener el sistema (76 días). Posteriormente se tomó una pequeña 

muestra del soporte para analizar mediante MEB la formación de la biopelícula. El soporte 

restante fue utilizado para realizar pruebas en lote (sección 2.2) 

 

Tabla 2.4. Parámetros de operación del reactor LFI para el desarrollo de una biopelícula 

sulfato reductora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2. Pruebas en lote 

Después de los 76 días de operación del reactor en continuo y una vez que se determinó la 

formación de una biopelícula sulfato reductora madura, se realizaron pruebas en lote con 

diferentes concentraciones de Zn y PVP. Estas pruebas se realizaron para evaluar la 

 Períodos experimentales 

Parámetros  1 

Días de operación  0-76 

DQO/SO4
2-  0.67 

Sustrato Orgánico  Acetato 

Carga orgánica (gDQO/L- d)  1 

Carga de sulfato (gSO4
2-/L-d)  1.49 

TRH (d)  1 

pH afluente  7 
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capacidad de la biopelícula para reducir el sulfato a sulfuro y precipitar partículas o 

nanopartículas de ZnS (ver la sección 2.2.1). 

 

2.2.1. Actividad sulfato reductora (ASR) de la biopelícula expuesta a Zn y PVP 

La ASR de la biopelícula se define como la capacidad que tiene la biopelícula para reducir 

el SO4
2-, la cual es determinada con la velocidad de producción de sulfuro bajo condiciones 

óptimas con respecto al tiempo y al contenido de biomasa adherida al soporte (gDQO-

H2S/g SVI-día) (Gallegos, 2009; Flores, 2010). Los ensayos se realizaron por duplicado en 

botellas serológicas de 70 mL, con 65 mL de medio mineral (sección 2.1.3.3) y 5 mL de 

soporte con biopelícula adherida, CH3COONa como sustrato orgánico (1 g DQO), Na2SO4 y 

ZnSO4 como aceptores de electrones, para obtener una relación DQO/SO4
2- de 0.67. Las 

concentraciones de Zn y PVP se presentan en la tabla 2.5, el pH fue ajustado a 7 con 

NaHCO3.  

Todas las botellas fueron selladas con tapones de hule y arillos de aluminio, se 

mantuvieron en una incubadora marca Labnet modelo 311DS a 30°C con agitación de 100 

rpm. Se aplicó el método Cord-Ruwisch (1985) descrito en la sección 2.4.5.1 para calcular 

la ASR de la biopelícula adherida al soporte, mediante la pendiente de la curva de 

producción de sulfuro (concentración de sulfuro vs. tiempo). Se midió la absorbancia de la 

suspensión de CuS en un espectrofotómetro DR500 marca HACH a 480 nm (longitud de 

onda en la que el color del CuS absorbe), cada 3 h durante 30 días de 7 am a 10 pm. El 

contenido de sólidos volátiles adheridos al soporte se midió por gravimetría (APHA, 2005), 

se utilizó un baño sónico para desprender la biopelícula del soporte y se reportó como 

masa de sólidos volátiles inmovilizados (SVI) por volumen de soporte seco (g SVI/L) 

(sección 2.4.7). Para determinar la concentración de Zn al término de la ASR, se utilizó un 

Espectrofotómetro de Absorción Atómica marca PerkinElmer modelo Analyst 400. Al 

finalizar la ASR se determinó el pH, ORP, eficiencia de remoción de SO4
2- y DQO. Además 

se utilizó UV-Vis, para medir el borde de absorción de cada una de las soluciones al 

término de la ASR para confirmar la presencia de nanopartículas de ZnS, así como para 

determinar su energía de banda prohibida (ver sección 2.4.8). Además de realizarle 
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lavados (ver sección 2.4.9) para caracterizar las nanopartículas de ZnS mediante MET, DRX 

y MEB. 

 

Tabla 2.5. Composición de las soluciones utilizadas para ASR en las pruebas en lote. 

ASR CH3COONa 

(g/L) 

Na2SO4 

(g/L) 

ZnSO4*7H2O* 

(g/L) 

Concentración 

Zn (mg/L) 

PVP 

(g/L) 

100 ppm Zn 1.306 1.98 0.44 100 0 

100 ppm Zn 

y PVP 

1.306 1.98 0.44 100 10 

200 ppm Zn 1.306 1.77 0.88 200 0 

200 ppm Zn  

 y PVP 

1.306 1.77 0.88 200 10 

*Concentración de sulfato a partir de ZnSO4 *7H2O 

 

Una vez terminada la ASR de la biopelícula con metal y PVP, a cada botella se le retiró el 

medio líquido y se le repuso con un medio fresco como se describe arriba pero sin la 

adición del metal y PVP. Esto con la finalidad de determinar la capacidad de recuperación 

de la biopelícula en el caso de que el metal provocara un efecto adverso sobre los 

microorganismos. Al recuperarse la biopelícula se inoculó en un reactor LFI, para realizar 

pruebas en un sistema en continuo (ver sección 2.3). 

 

2.3.  Reactor LFI para recuperación de nanopartículas de ZnS 

El reactor LFI para recuperar nanopartículas consistió en un sistema similar al descrito en 

la sección 2.1 y al de la Figura 2.1 pero de un menor tamaño debido a la facilidad de 

operarlo, además de utilizar menor cantidad de reactivos y de agua. El reactor LFI se 

compuso de una columna de poliacrilíco con un volumen de 150 mL, altura de 30 cm y un 

diámetro de 2 cm, contó con fondo cónico y un separador de fases (Anexo A). El volumen 

total del sistema fue de 200 mL, se operó con flujo de alimentación de 0.138 mL/min y un 

flujo de recirculación de 300 mL/min, la expansión del soporte fue del 30%. Se añadieron 
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20 mL de soporte que contenía la biopelícula previamente formada en el reactor LFI de 1.2 

L (ver sección 2.1).  

 

2.3.1. Condiciones de operación del reactor LFI 

Inicialmente el reactor LFI se operó en lote por 2 días y posteriormente, en continuo por 

478 días bajo 12 diferentes períodos de operación (Tabla 2.6). Durante los primeros 177 

días de operación (período 1) el reactor LFI se alimentó con medio mineral descrito en la 

sección 2.1.3.1 con una relación DQO/SO4
2- de 1.34 para estabilizar el sistema y 

posteriormente se siguió con la alimentación del metal. El cambio en la relación 

DQO/SO4
2- fue debido a la baja eficiencia de remoción de SO4

2- que se obtuvo al formar la 

biopelícula, por lo cual se optó por utilizar la mitad de SO4
2- alimentado anteriormente. El 

pH se ajustó a 7 con NaCHO3 para asegurar que el metal se encontrara en forma soluble 

(Stumm y Morgan, 2012; Fortuna, 2016). 

En el período 2 (178 días), el metal fue alimentado al reactor con concentración de 50 

ppm de Zn como ZnSO4. Las concentraciones de Zn se aumentaron a 75, 100, 150, 200, 

250, 300, 350, 400, 450 y 500 ppm del período 2 al período 12, respectivamente. Se tomó 

muestra en cada período, 2 días por semana, para analizar pH, ORP, eficiencia de 

remoción de DQO, alcalinidad, sulfuro producido, eficiencia de remoción de SO4
2- (ver 

sección 2.4). Se utilizó muestra de cada período donde hubo buena producción de sulfuro 

para determinar la concentración de Zn mediante un Espectrofotómetro de Absorción 

Atómica, y se le realizó un barrido mediante UV-Vis, para confirmar la presencia de 

nanopartículas de ZnS y determinar la energía de banda prohibida (sección 2.4.8). Se 

realizaron lavados a las soluciones (sección 2.4.9) para caracterizar mediante DRX, MEB y 

MET y así confirmar la presencia de nanopartículas de ZnS. 

Se tomó muestra del soporte con biopelícula antes de alimentar con Zn (día 146) y al 

término de la operación del reactor (día 478), para determinar los SVI (sección 2.4.7) y 

esta última caracterizarla mediante MEB. El Anexo E muestra fotografías del soporte. 
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2.4. Métodos y Análisis 

2.4.1. Determinación de pH 

El pH del afluente y efluente se midió con un potenciómetro marca Thermo Orion 3 Star y 

un electrodo marca OAKTON. El equipo se calibró con soluciones buffer de pH 4.1, 7.0 y 

10.1. 

 

2.4.2.  Determinación de potencial óxido-reducción (ORP) 

El potencial redox es una medida del valor relativo contra el valor 0 de un electrodo 

normal de hidrógeno. Un medio que acepta electrones de un electrodo normal de 

hidrógeno se le asigna un valor redox positivo, si un medio dona electrones al electrodo se 

le asigna un valor redox negativo (Martínez, 2008). 

El potencial del efluente se midió con un potenciómetro marca OAKTON modelo ION 700 

y un electrodo Cole Parmer. La lectura se hizo inmediatamente después de tomar la 

muestra del reactor.  

 

2.4.3.  Determinación de alcalinidad 

La alcalinidad se determinó en 20 mL de efluente en un vaso de precipitado, se utilizó el 

potenciómetro de la sección 2.4.2, para medir el pH. Se tituló la muestra del efluente con 

una solución de acído clorhídrico (HCl) 0.1 M hasta un pH de 5.8 para cuantificar la 

alcalinidad por bicarbonato reportada en mg CaCO3/L y posteriormente se siguió titulando 

hasta un pH de 4.3 para cuantificar la alcalinidad total (APHA, 2005). Los cálculos se 

describen en la sección 2.5.2. 

 

2.4.4.  Determinación de DQO 

La demanda química de oxígeno (DQO) es la cantidad de oxígeno consumido por las 

materias existentes en el agua, que son oxidables en condiciones operatorias definidas. La 

determinación de DQO debe realizarse rápidamente después de la toma de muestras, 

para evitar la oxidación natural (Borja, 2013). La DQO se determinó con el método de 



39 
 

reflujo cerrado (APHA, 2005). Su objetivo es cuantificar el equivalente de oxígeno del 

contenido de materia orgánica de muestra al ser oxidada por dicromato de potasio en 

presencia de una solución catalizadora de ácido sulfúrico y sulfato de plata. Se determinó 

la DQO al afluente y efluente, se utilizó como blanco agua destilada. Se tomó una muestra 

de 2 mL de la solución del efluente, la solución se burbujeó por 2 minutos con una bomba 

para pecera marca Elite 800 para evitar interferencia por la presencia de sulfuro y se filtró 

para eliminar microorganismos y partículas que pudieran estar presentes. La muestra es 

oxidada en un medio ácido que contiene dicromato como agente oxidante y sulfato de 

plata como catalizador. Se añadieron 1.2 mL de una solución de digestión y 2.8 mL de una 

solución de ácido sulfúrico. Posteriormente la muestra se puso en un digestor marca 

HACH modelo DRB200 por 2 h a 150 °C en tubos de vidrio cerrado marca HACH. Se 

hicieron ensayos por duplicado. La concentración de DQO se determinó en un 

espectrofotómetro UV-Vis a una longitud de 600 nm (longitud de onda en la que el color 

de Cr (III) absorbe), a partir de la curva estándar correspondiente de 0 a 1 g DQO/L (Anexo 

C). Los resultados se reportaron como porcentaje de remoción de DQO. Los cálculos se 

describen en la sección 2.5.3. 

 

2.4.5. Determinación de sulfuro disuelto 

2.4.5.1.  Concentración de sulfuro disuelto por el método Cord-Ruwisch 

El método Cord-Ruwisch (1985) permite el análisis cuantitativo de las trazas de sulfuro 

disuelto a concentraciones de micromoles por litro. La presencia de sulfuro disuelto en 

cultivos de BSR se demuestra rápidamente por su precipitación coloidal como sulfuro de 

cobre (CuS) en un reactivo de sulfato de cobre y es estable de 20 a 40 segundos. El 

precipitado proviene de las reacciones de sulfato de cobre (CuSO4) en un medio ácido 

(HCL 50 mM) con el sulfuro presente en la muestra. Este método se utilizó en los ensayos 

de la ASR de la sección 2.2.1. 

En un tubo HACH se añadieron 4 mL de una solución que contenía 99 mL de HCl 50 mM y 

1 mL de CuSO4 5 mM, se tapó con parafilm y posteriormente se le adicionó 0.1 mL de la 

muestra con una jeringa y se agitó de 5 a 10 segundos en un vórtex marca Labnet, se 
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midió inmediatamente la absorbancia a 480 nm en un espectrofotómetro UV-Vis. La 

concentración de sulfuro se obtuvo a partir de la curva estándar correspondiente (0–20 

mM H2S/L), utilizando una solución estándar de sulfuro de sodio (Na2S) de 100 mM (Anexo 

D). El cálculo de la concentración de sulfuro disuelto por este método se determinó de la 

misma forma que la ASR en la sección 2.5.1. 

 

2.4.5.2.  Concentración de sulfuro disuelto por el método Yodométrico 

El sulfuro disuelto en el reactor LFI se determinó por el método yodométrico (APHA, 2005) 

que se basa en la capacidad de oxidación que tiene el yodo como agente oxidante débil 

frente al sulfuro que es un agente reductor fuerte en condiciones ácidas. En un matraz de 

250 mL se adicionaron, 10 mL de una solución de yodo 0.025 N, 10 mL de agua destilda,    

1 mL de una solución de HCl 3N, 5 mL del efluente del reactor LFI y se adicionaron 6 gotas 

de almidón como indicador, se homogenizó y se tituló con una solución valorada de 

tíosulfato de sodio 0.025 N. Este método es confiable solo en concentraciones mayores a 

1 mg/L. Los cálculos de la concentración de sulfuro se presentan en la sección 2.5.4. 

 

2.4.6.  Determinación de sulfatos 

Para determinar los sulfatos se utilizó un método turbidimétrico que se basa en la 

precipitación del ión sulfato con cloruro de bario en un medio ácido para tener las 

condiciones adecuadas para la formación de cristales de sulfato de bario de un tamaño 

uniforme y así medir la turbiedad producida a través de espectrofotometría a una longitud 

de onda de 355 nm (APHA, 2005). Se prepararon las soluciones en matraces volumétricos 

de 25 mL, en cada matraz se añadieron 2.5 mL de una solución de cloruro de sodio (NaCl) 

al 20% en HCl 2M y la cantidad de muestra para las diluciones necesarias, se aforaron y 

después cada solución se vertió en un matraz Erlenmeyer de 50 mL que contenía 0.1 g de 

cloruro de bario dihidratado (BaCl2·2H2O), se homogenizó y se dejó reposar por 4 minutos, 

posteriormente se midió la absorbancia en un espectrofotómetro UV-Vis a una longitud 

de onda de 355 nm, en celdas cuadradas marca Thermo Electron de 10 mm, se utilizó 

como blanco agua destilada. La concentración de sulfatos se determinó a partir de la curva 



41 
 

estándar correspondiente (25–200 ppm SO4
2-) a partir de una solución patrón de 200 ppm 

SO4 
2- (Anexo B). Los resultados se reportaron como eficiencia de remoción de SO4

2- y los 

cálculos se muestran en la sección 2.5.5. 

 

2.4.7.  Determinación de sólidos volátiles inmovilizados (SVI) 

La cantidad de sólidos volátiles adheridos al soporte después de la ASR se midió por 

gravimetría (APHA, 2005). Para desprender la biopelícula del soporte, la botella serológica 

se llevó a un baño sónico en un sonicador por 5 minutos, se destapó para retirarle el 

líquido de la botella y se filtró con una bomba de vacío marca Welch modelo 2522B-01 por 

un filtro de fibra de vidrio colocado en crisoles gooch a peso constante (G1). Después se 

añadió un volumen de 20 mL de agua desionizada a la botella que contenía el soporte y se 

volvió a sonicar por 5 minutos y se filtró a vacío. Este procedimiento se repitió hasta que 

el soporte quedó limpio. Para este método fue necesario poner los crisoles a secar en la 

estufa a una temperatura de 105° C durante una hora. Se dejaron enfriar en el desecador 

y se registró el peso (G2). Se introdujeron los crisoles con el residuo seco a la mufla, a una 

temperatura de 550° C durante 15 minutos. Se retiraron de la mufla y se colocaron en la 

estufa a 105° C por 20 minutos aproximadamente. Se retiraron y se dejaron enfriar a 

temperatura ambiente en un desecador y se determinó el peso (G3). Los cálculos para 

determinar la concentración de SVI se describen en la sección 2.5.6. 

 

2.4.8. Determinación de energía de banda prohibida (Eg) 

La energía de banda prohibida se determina a partir del espectro que se obtiene mediante 

UV-Vis. Se traza una línea desde la región descendiente del espectro que se intercepta con 

la línea del eje de la longitud de onda como se muestra en la Figura 2.2. El valor que se 

obtiene de longitud de onda es utilizado para el cálculo de la energía de banda prohibida 

(ver sección 2.5.7). 
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Figura 2.2. Espectro UV-Vis con línea trazada para determinar la energía de banda 

prohibida (Botello et al., 2007). 

 

2.4.9.  Lavado de nanopartículas 

Para obtener las partículas del experimento hecho en la sección 2.1.4, una vez analizadas 

las muestras mediante UV-Vis, se prosiguió a hacer lavados a las soluciones para obtener 

las partículas y verificar su tamaño mediante MEB. Se utilizaron tubos Eppendorf de 2 mL 

en donde se agregó 0.5 mL de la solución problema y 1.5 mL de acetona. Se sonicó por 3 

minutos y se centrifugó en una centrífuga marca Hettich modelo mikro120 por 3 minutos 

a 100 rpm. En el fondo del tubo se obtuvo un precipitado y aquí terminó el primer lavado. 

Después se retiró sobrenadante para volver a añadir acetona y repetir el procedimiento 

con el sonicador para homogeneizar la muestra y posteriormente se centrifugó para tener 

el segundo lavado. Se realizaron 8 lavados como los anteriores y se realizó un noveno 

lavado similar pero en lugar de utilizar acetona, se utilizó alcohol etílico con la finalidad de 

eliminar la materia orgánica y PVP. Al terminar este ciclo se volvió a añadir alcohol etílico y 

se resuspendió el precipitado, se tomó una pequeña muestra y se caracterizó mediante 

MEB. 

Al obtener los resultados y ver que el tamaño de las partículas no fue lo esperado, se 

modificaron algunas cosas en los lavados para los siguientes experimentos. Para las 
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soluciones de las pruebas en lote y de las soluciones del reactor LFI expuesto a cargas de 

Zn se realizaron 8 lavados, se utilizó 0.5 mL de muestra y 1.5 mL de alcohol isopropílico 

para eliminar materia orgánica en cada uno de los lavados, en tubos Eppendorf de 2 mL, 

posteriormente se sonicó 3 minutos y se centrífugó 3 minutos a 120 rpm para obtener un 

precipitado en el fondo del tubo. Al término de los 8 lavados, algunos tubos se abrieron y 

se dejaron en el desecador para que el alcohol isopropílico se evapore y obtener el 

precipitado seco, el cual se molió en un mortero de agata, para posteriormente ser 

analizado mediante DRX. En otros tubos Eppendorf después de los 8 lavados, el 

precipitado se resuspendió con un baño sónico, y después se tomó una muestra para ser 

caracterizada mediante MEB y MET. 

 

2.5. Cálculos  

2.5.1. Actividad sulfato reductora  

La actividad sulfato reductora (ASR) se calculó con la pendiente obtenida al graficar la 

concentración de sulfuro producido expresada en DQO vs. Tiempo. 

 

                                  
    

      
                                              (Ec. 2.1) 

 

Dónde:         

mH2S= pendiente de la velocidad de producción de sulfuro (g DQO - H2S/d) 

VB = volumen del líquido en la botella (L) 

SVI = concentración de sólidos volátiles inmovilizados (g SVI/L) 

 

2.5.2. Alcalinidad 

2.5.2.1.  Alcalinidad por bicarbonato 

La alcalinidad por bicarbonato se calculó con la ecuación 2.2. 

 

                              
        

 
 

           

  
                                (Ec. 2.2) 
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Dónde:  

V 5.8 = mL gastados de la solución de HCl para llegar a pH 5.75  

EQ = Peso equivalente de CaCO3 (50,000 eq.)  

N = Normalidad de la solución de HCl  

Vm = Volumen de muestra (mL) 

 

2.5.2.2.  Alcalinidad total 

La alcalinidad total se calculó mediante la ecuación 2.3. 

 

                                
        

 
 

           

  
                        (Ec. 2.3) 

 

Dónde:  

V 4.3 = mL gastados de la solución de HCl para llegar a pH 4.3  

EQ = Peso equivalente de CaCO3 (50,000 eq.)  

N = Normalidad de la solución de HCl  

Vm = Volumen de muestra (mL) 

 

2.5.3.  Eficiencia de remoción de DQO 

La eficiencia de remoción de DQO se expresó en porcentaje y se calculó a partir de la 

diferencia entre la concentración de DQO en el afluente y la concentración de DQO en el 

efluente (Ec. 2.4). 

 

                               
                 

        
                    (Ec. 2.4) 

 

Dónde: 

[DQO]Afl= Concentración de DQO en el afluente (g DQO/L) 

[DQO]Efl= Concentración de DQO en el efluente (g DQO/L) 

 

2.5.4.  Concentración de sulfuro disuelto por el método yodométrico 

Para calcular la concentración de sulfuro se utiliza la ecuación 2.5. 
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[        )            

          
                                   (Ec. 2.5) 

  

Dónde: 

Nyodo = Normalidad de yodo 

Y = mL de solución de yodo 

Ntio = Normalidad del tiosulfato de sodio (Na2S2O3) 

T = mL gastados de solución de tiosulfato de sodio (Na2S2O3) 

f = factor de conversión (16,000) 

 

2.5.5.  Eficiencia de conversión de sulfatos  

La eficiencia de conversión de sulfatos (ECS) se expresó en porcentaje y se calculó a partir 

de la diferencia entre la concentración del SO4
2- en el afluente y la concentración del SO4

2- 

en el efluente del reactor (Ec. 2.6) 

 

                       
    

           
      

    
      

                               (Ec. 2.6) 

 

Dónde: 

[SO4
2-]Afl= Concentración de sulfato de la solución de alimentación (mg/L)  

[SO4
2-]Efl= Concentración de sulfato del efluente (mg/L) 

 

2.5.6.  Sólidos volátiles inmovilizados (SVI) 

El contenido de los sólidos suspendidos totales (SST) y volátiles (SSV) se calculó de la 

siguiente manera: 

 

                                          
        

 
 * 1000                                      (Ec. 2.7) 

 

                                        
        

 
 * 1000                                        (Ec. 2.8) 
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Dónde:  

G1 = Peso del crisol con el filtro a peso constante (mg)  

G2 = Peso del crisol con el filtro y el residuo seco (mg)  

G3 = Peso del crisol con el filtro y el residuo después de la calcinación (mg)  

 V = Volumen de la muestra de soporte (mL) 

 

Los gramos de SVI por litro de soporte (g SVI/Lsoporte) se calcularon de la siguiente manera: 

 

                                    
     

         
 

(
     

 
)    

        
                       (Ec. 2.9) 

 

Dónde: 

VLB= Volumen del líquido de la botella (70 mL) 

 

Los gramos de SVI por gramo de soporte seco (gSVI/gsoporte) se calcularon de la siguiente 

manera: 

                                        
     

         
 

(
     

 
)

                 
          (Ec. 2.10) 

 

Dónde: 

Densidad aparente = 4000 g/Lsoporte 

 

2.5.7. Energía de banda prohibida (Eg) 

El cálculo de la energía de banda prohibida se realizó tomando en cuenta el valor de la 

intersección de la recta tangente a la curva (en el espectro por UV-Vis) con el eje de 

longitud de onda ( λ ). Este valor se utiliza en la ecuación de Planck que relaciona la 

energía de un fotón y la frecuencia de acuerdo a la ecuación 2.11. 

 

                                                                                                          (Ec. 2.11) 
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Dónde:   

 E= energía (J) 

 h= Constante de Planck: 6.6261x10-34 (Js) 

 f= Frecuencia (Hz).  

 

Tomando en cuenta la relación entre frecuencia y velocidad de la luz se tiene entonces la 

ecuación 2.12. 

 

                                                
 

 
                                                   (Ec. 2.12) 

 

Dónde:  

 λ = longitud de onda (m) 

 c = velocidad de la luz en el vacío  

 f = frecuencia (Hz). 

 

Entonces la longitud de onda radiada se puede expresar de acuerdo a la ecuación 2.13. 

 

 

                                               
  

  
                                                  (Ec. 2.13) 

 

Dónde:  

 Eg = energía de banda prohibida (J) 

  λ = Longitud de onda (nm). 

 

Teniendo finalmente la ecuación 2.14, la cual expresa la energía de separación en electrón 

volts (eV) y la longitud de onda en nm (Botello et al., 2007). 

 

                                               
        

 
                                    (Ec. 2.14) 
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Capítulo 3. Evaluación del desarrollo de nanopartículas de sulfuro de zinc a 

partir de una biopelícula sulfidogénica en pruebas en lote  

 

           3.1.  Desarrollo y desempeño de la biopelícula sulfidogénica en el reactor LFI 

El desempeño y formación de la biopelícula en el reactor LFI se evaluó mediante el análisis 

del ORP, eficiencia de remoción de DQO, pH, alcalinidad, concentración de sulfuro 

producido y eficiencia de remoción de SO4
2-, descritos en el capítulo 2 (sección 2.4). Los 

resultados promedio se presentan en la tabla 3.1, mientras que el desempeño de la 

biopelícula en el reactor con respecto al tiempo de operación se muestra en la Figura 3.1. 

El reactor LFI se inoculó con soporte de polietileno de baja densidad y con lodo 

previamente adaptado a sulfato reducción y se alimentó con una relación DQO/SO4
2- de 

0.67. El reactor LFI se operó 1 día en lote para el acondicionamiento de los 

microorganismos al sistema y posteriormente 76 días en continuo, el TRH se mantuvo 

constante (24 h), con flujo de alimentación de 0.83 mL/min (1.2 L/d) y un flujo de 

recirculación de 980 mL/min. El soporte fue fluidificado hasta un 30% de expansión del 

largo de la columna del reactor por el flujo de recirculación.  

 

Tabla 3.1. Desempeño del reactor LFI operado en continuo bajo condiciones sulfato 

reducción. 

Análisis   

Días de operación del reactor 45 76 

ORP -362 -333 ± 82 

Remoción de DQO (%) 74 42.7 ± 34.7 

pH final 7.8 7.6± 0.4 

Alcalinidad por CaCO3 (mg/L) 1368 786 ± 582 

Alcalinidad total (mg/L) 1680 1101 ± 579 

Sulfuro producido (mg/L) 115 87.3 ± 59.8 

Remoción de SO4
2- (%) 21 15.9 ± 10.9 
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El desempeño de la biopelícula en el reactor LFI se muestra en la Figura 3.1. El potencial 

del sistema al día 4 de operación fue de -251 mV, y llegó a alcanzar valores de -415 mV, el 

potencial negativo indicó las condiciones reductoras del sistema, mismas a las que 

trabajan las BSR, lo que indicó que se mantuvieron activas durante los 76 días de 

operación (Fig. 3.1a). 

 En la Figura 3.1b se observa que el porcentaje de remoción de DQO varió demasiado en el 

tiempo de operación del reactor, los porcentajes de remoción variaron entre 8 y 75 %, 

esto puede ser debido a la presencia de otro tipo de microorganismos en la biopelícula, 

que compitieron con las BSR por el sustrato, pues la interacción entre las BSR y los 

microorganismos metanógenos depende considerablemente de la relación de DQO con el 

SO4
2-. De la competencia de estos microorganismos depende en muchos casos el éxito de 

un proceso de tratamiento anaeróbico. Estequiométricamente, 96 g de sulfato pueden ser 

reducidos a sulfuro oxidando 6 g de DQO, relación DQO/SO4
2- de 0.67 (Hoa et al., 2007). 

En teoría con esta relación de DQO/SO4
2- los organismos metanógenos serían suprimidos, 

pero no es así, ya que los organismos metanógenos compiten con las BSR a relaciones 

DQO/SO4
2- entre 0.57 y 0.90 (Choi y Rim, 1991; Kikot, 2012). La máxima eficiencia de 

remoción se obtuvo a los 45 días de operación del reactor alcanzando un 75% de 

remoción de DQO. La remoción del sustrato nos indicó la presencia de microorganismos 

adheridos al soporte. 

El pH del afluente fue de 7 y el pH del efluente alcanzó valores entre 7.2 y 7.9, estos 

valores de pH son óptimos para el funcionamiento de las BSR, mientras que la alcalinidad 

varió entre 912 y 1680 mg CaCO3/L (Fig. 3.1c). El aumento del pH y la alcalinidad dentro 

del reactor es debido a la oxidación del sustrato orgánico y producción de bicarbonato, lo 

que favoreció el incremento en la capacidad buffer del sistema (Dvorak et al., 1992). 

La producción de sulfuro tuvo un comportamiento oscilante durante los 45 días de 

operación del reactor, manteniéndose alrededor de los 100 mg H2S/L. A los 52 días se 

observó un decaimiento en la producción sulfuro de hasta 68 mg H2S/L, esto es debido a 

que se retiró la biomasa sedimentada y suspendida en reactor la cual contribuía a la 

producción de sulfuro. 
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A los 75 días de operación del reactor la producción de sulfuro se mantuvo alrededor de 

126 mg H2S/L lo que indicó la formación de la biopelícula sulfidogénica. Los valores de 

remoción de sulfatos fueron muy bajos alcanzando un máximo de 26% al día 70 de 

operación (Fig. 3.1d). La baja remoción de sulfatos puede ser atribuida a que la relación 

DQO/SO4
2- fue demasiada para la biopelícula, según lo establecido por Martínez (2008), 

quién demostró que para el proceso sulfato reductor es más importante la relación 

DQO/SO4
2- que el tiempo de exposición a una determinada relación DQO/SO4

2-, ya que a 

una relación DQO/SO4
2- cercana a 2 la actividad de las BSR es considerablemente más alta, 

que con la relación de 1, mientras que con la relación DQO/SO4
2-=0.67 la aclimatación es 

nula. Cuando se utilizan relaciones DQO/SO4
2- de 2 ó 2.5 la aclimatación es rápida y la 

sulfato reducción alcanza eficiencias del 92% de reducción de SO4
2- en 20 horas. Por lo 

cual es conveniente utilizar una relación cercana o igual a 2, para obtener mejores 

eficiencias de remoción de SO4
2-.  
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Figura 3.1. Desempeño de la biopelícula en el reactor LFI. a) Seguimiento de ORP ( ); b) 

Carga de DQO ( ), Remoción de DQO ( ); c) pH afluente (--); pH efluente ( ), Alcalinidad 

por bicarbonato ( ); d) velocidad de producción de H2S ( ) y eficiencia de remoción de 

SO4
2- ( ). 
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3.1.1. Caracterización por MEB de la biopelícula formada en el soporte 

En la Figura 3.2 se muestran las micrografías del soporte de polietileno de baja densidad 

obtenidas por MEB. Se observa la superficie del pellet, conformada por partes rugosas y 

partes lisas, las cuales son predominantes (Fig. 3.2a). La formación de la biopelícula es 

evidente en las partes rugosas, mientras que en las partes lisas están limpias (Fig. 9b). Las 

Figuras 3.2c y 3.2d muestran los microorganismos conglomerados que forman la 

biopelícula, se aprecian microorganismos comunes de BSR como bacilos y vibrios. En el 

Anexo E se muestra una fotografía del pellet con biopelícula. 

 

Figura 3.2. Micrografía por MEB de la biopelícula sulfato reductora desarrollada en el 

reactor LFI. a) Pellet, b) Parte rugosa del pellet donde se forma la biopelícula, c) y d) 

Biopelícula sulfato reductora. 
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3.2. Caracterización mediante UV-Vis de nanopartículas de ZnS desarrolladas a 

partir de la solución del reactor LFI y una solución de 300 ppm Zn y PVP 

En la Figura 3.3 se muestra el espectro obtenido por UV-Vis de la mezcla de la solución de 

sulfuro biogénico (115 mg H2S/L) producido en el reactor (a los 45 días) con 300 ppm de 

Zn y PVP (ver sección 2.1.4). Podemos apreciar que el borde de absorción se encuentra 

alrededor de los 250 nm, lo cual indica la presencia de nanopartículas de ZnS, ya que en la 

literatura se han reportado nanopartículas de ZnS cuando el borde de absorción se 

encuentra entre los 230 (Nath et al. 2008; Kole y Kumbhakar, 2012) y 330 nm (Vázquez et 

al., 2008). En el espectro obtenido no se observan cambios significantes del borde 

conforme transcurre el tiempo, lo cual puede indicar que el sistema se mantiene estable. 

El borde que se obtuvo en los distintos intervalos de tiempo se encuentra a la misma 

longitud de onda, esto indica que el tamaño de partícula no cambia.  

 

 

Figura 3.3. UV-Vis de una mezcla de solución del efluente del reactor y una solución de 

300 ppm Zn y PVP. 
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La forma del espectro es similar a lo establecido por Di Stefano et al. (2010), quien 

sintetizó las nanopartículas de ZnS mediante dos métodos: método termodinámico 

basado en el crecimiento controlado, verificando la estabilidad de los parámetros con el 

agregado de cada gota y método cinético corrigiendo directamente el estado final de la 

mezcla, las muestras obtenidas mediante el método termodinámico se denominaron M1, 

M2 y M3, corresponden a 30 min, 1 h y 3 h respectivamente, las obtenidas mediante el 

método cinético M10, M11 y M12, con igual relación en cuanto a los tiempos de reacción. 

Los espectros que obtuvo se muestran en la Figura 3.4. Se obtuvo un borde similar 

aproximadamente en los 240 nm, el cuál a los 120 minutos tuvo una mayor absorbancia, 

lo cual denota mayor concentración de ZnS a ese tiempo. En el método termodinámico se 

aprecia que el borde es desplazado hacia el rojo, lo cual es debido a la aglomeración de 

partículas y por consiguiente un mayor tamaño. Aunque estos métodos no son biológicos, 

el punto importante de la comparación con lo obtenido en el presente trabajo es la 

similitud de la Figura 3.3 y 3.4a, con lo cual se podría confirmar la presencia de 

nanopartículas de ZnS.  

Figura 3.4. UV-Vis reportado por Di Stefano el at. (2010). a) muestras obtenidas por el 

método termodinámico con 0.5 h, 1 h y 3 h de crecimiento respectivamente, b) muestras 

obtenidas por el método cinético con 0.5 h, 1 h y 3 h de crecimiento respectivamente. 

 

b) a) 
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3.2.1. Caracterización por MEB de partículas de ZnS 

En la Figura 3.5 se muestra las micrografías por MEB de las partículas de ZnS, donde se 

muestran partículas de diversos tamaños obtenidas de la mezcla de la solución del reactor 

con una solución de 300 ppm Zn y PVP. Donde podemos observar que las partículas se 

encuentran dispersas (Fig. 3.5a) y aglomeradas (Fig. 3.5b), los tamaños variaron entre 4 y 

7 micras (Fig. 3.5c). En la literatura no se han reportado tamaños de partícula similares por 

lo cual se debe seguir trabajando con la forma de preparar la muestra, concentración del 

PVP, agitación y los lavados para obtener partículas de tamaño nanométrico. En la Figura 

3.5d se muestra el EDS, donde se confirma la presencia de Zn y S, indicando que las 

partículas son de ZnS. 

 

Figura 3.5. Micrografía por MEB de partículas de ZnS. a) Distribución de partículas, b) 

Partículas aglomeradas, c) Tamaño de partícula, d) Espectro de energía dispersa. 
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3.3. Actividad sulfato reductora de las pruebas en lote 

Se determinó la actividad específica sulfato reductora de la biopelícula como se describió 

en la sección 2.2.1. La Figura 3.6 muestra la velocidad de producción de sulfuro con 

respecto al tiempo en las pruebas en lote. Los resultados obtenidos muestran que la 

biopelícula no tuvo ningún efecto adverso al estar expuesta a 200 ppm de Zn, al obtener 

una producción de sulfuro de 400 mg H2S/L. La biopelícula sulfidogénica tuvo mejor 

desempeño al estar expuesta a 100 ppm de Zn y PVP al producir hasta 598 mg H2S/L, 

mientras que la biopelícula que estuvo expuesta a 100 ppm Zn tuvo la menor producción 

de sulfuro (362 mg H2S/L). En este caso se tiene la misma concentración de Zn, la 

diferencia de producción de sulfuro se puede atribuir a la presencia del estabilizante 

(PVP), el cual es tomado por los microorganismos como fuente de carbono, por lo cual se 

mantienen más activas. En el caso de la biopelícula expuesta a 200 ppm de Zn, en las 

primeras 200 h el comportamiento es similar al caso anterior, se obtuvo mayor 

producción de sulfuro al estar la biopelícula expuesta a PVP con respecto a la que no 

contenía el estabilizante, pero pasando las 200 h el comportamiento en la producción de 

sulfuro fue similar en las dos pruebas llegando a producir hasta 400 mg H2S/L. En general 

la biopelícula sulfidogénica puede estar expuesta a 200 ppm de Zn sin sufrir efectos 

adversos, mientras que en la literatura se han reportado efectos sobre BSR con 

concentraciones más pequeñas de Zn. Utgikar et al. (2001) experimentaron con un cultivo 

mixto de BSR expuesto a diferentes concentraciones de Zn en tubos anaerobios, ellos 

reportaron 20 ppm como la concentración mínima de Zn disuelto a la que se inhiben las 

BSR ya que no se observó reducción de SO4
2- en el experimento. Mientras que Cabrera et 

al. (2006) utilizaron BSR, Desulfovibrio vulgaris y Desulfovibrio sp. Strainsy, expuestas a 

concentraciones de 5, 7, 10, 15 y 20 ppm de Zn como ZnSO4, para Desulfovibrio sp. Strainsy 

no hubo inhibición con las concentraciones de Zn ya que obtuvieron remoción del 100% 

de Zn al día 14 de incubación, mientras que Desulfovibrio vulgaris requirió de más tiempo 

para adaptarse a 5, 7 y 10 ppm de Zn. Para 15 y 20 ppm presentó deficiencia al obtener 

9% de remoción de Zn después de 14 días de incubación. Comparando los resultados de 
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estas investigaciones con el trabajo presente se puede decir que las BSR que conforman la 

biopelícula sulfidogénica son más resistentes a concentraciones más altas de Zn. 

 

 

Figura 3.6. Velocidad de producción de sulfuros de las pruebas en lote. 

 

En la tabla 3.2 se presentan los valores de pH y ORP iniciales y finales, así como el 

porcentaje de remoción de materia orgánica y Zn de las soluciones al término de la ASR. El 

ORP inicial de todos los ensayos fue positivo, con valor promedio de 100 mV y el pH inicial 

fue neutro con valor promedio de 7.0. El pH aumentó en todas las soluciones una vez que 

finalizó la ASR, en un valor promedio fue de 7.6, esto es debido a la oxidación de la 

materia orgánica y la formación de bicarbonato (Ec. 1.1, Sección 1.6.1). En cuanto al ORP, 

disminuyó a valores negativos (-276 a -347 mV). Este intercambio de condiciones 

oxidativas a reductivas se puede atribuir a la actividad metabólica de las BSR. Bajo estas 

condiciones de pH y ORP el Zn precipita en forma de ZnS como se muestra en el diagrama 

de Pourbaix (Fig. 1.1) (ver sección 1.1). La eficiencia de remoción de sulfatos fue de 47.5 % 
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en promedio para las cuatro muestras, un valor intermedio entre 2 muestras reportadas 

por Martins et al. (2009), quienes utilizaron lodos de dos plantas de tratamiento de aguas 

residuales en pruebas en lote, obtuvieron eficiencias de remoción de SO4
2- de 33 y 64.7 %. 

Esto podría indicar un buen desempeño de la biopelícula aunque se espera una mayor 

eficiencia, en la cual influye la relación DQO/SO4
2- (ver sección 3.1), por lo cual se 

trabajaría con una relación mayor para los siguientes experimentos. En cuanto a la 

eficiencia de remoción de materia orgánica y la remoción de Zn fue mayor en las 

soluciones en la que la biopelícula estuvo en contacto con el estabilizante (PVP) respecto a 

las que solo contenían el metal, lo cual coincide con la Figura 3.6, a mayor producción de 

sulfuro mayor es la eficiencia de remoción de DQO y de Zn. Las BSR son muy eficientes en 

la remoción de metales pesados, ya que en este experimento se obtuvieron eficiencias de 

remoción del metal de entre 89.4 y 96% en 30 días. Martins et al. (2009) alcanzaron una 

eficiencia de remoción de Zn de 98.7% en 18 días, pero a diferencia del presente trabajo, 

ellos utilizaron un lodo, el cual en teoría contiene mayor cantidad de BSR que una 

biopelícula, por lo cual se puede establecer que la biopelícula sulfidogénica desarrollada  

es óptima para remover Zn. 

 

Tabla 3.2. Parámetros iniciales (pH y ORP) y finales de las soluciones de pruebas en lote. 

% Rem: Eficiencia de Remoción 

 

 

Solución 
pH 

inicial 
pH 

final 
ORP inicial 

(mV) 
ORP final 

(mV) 
%Rem 
SO4

2- 
%Rem 
DQO 

%Rem 
[Zn] 

100 ppm Zn 7.05 7.65 97.5 -347 46.7 43.2 89.4 

100 ppm Zn y 

PVP 
7.12 7.68 99.0 -344 55.6 61.1 91.6 

200 ppm Zn 7.03 7.57 103.1 -276 43.7 45.1 90.7 

200 ppm Zn y 

PVP 
7.00 7.69 113.8 -296 44.1 54.7 96.0 
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3.3.1. Caracterización por UV-Vis de las soluciones de pruebas en lote 

La Figura 3.7 muestra los espectros de absorción de las soluciones de las pruebas en lote 

una vez terminada la ASR. Los bordes de absorción de la muestra 1 (100 ppm Zn) y de la 

muestra 3 (200 ppm Zn) se encuentran a los 237 nm, valor al que se predice la presencia 

de partículas de ZnS , las cuales serían de tamaño mayor a las partículas de las muestras 2 

y 4 (100 ppm Zn y PVP, 200 ppm Zn y PVP, respectivamente), ya que la longitud de onda a 

la que se presenta el borde es 230 nm para la muestra 2 y 235 nm para la muestra 4, pues 

entre más cerca esté el borde de la línea de absorbancia menor será el tamaño de la 

partícula. La diferencia de absorbancia se atribuye a la concentración de ZnS, entre mayor 

absorbancia mayor es la concentración de ZnS. El ZnSO4 que pudo estar presente en la 

muestra, no interfirió en el barrido realizado por UV-Vis, como se muestra en la Figura 3.7. 

Para determinar la energía de banda prohibida, se trazó una línea desde la región 

descendiente del espectro que se intercepta con la línea del eje de la longitud de onda 

como se muestra en la Figura 3.7. En la tabla 3.3 se presentan los valores de longitud de 

onda de las intersecciones de las líneas tangentes y los valores de banda prohibida, 

calculada mediante la ec. 2.14 de la sección 2.5.7. Los valores de banda prohibida varían 

dependiendo del proceso de síntesis, ya que en la literatura se han reportado valores de 

3.8 eV al utilizar una ruta biológica (Senapati et al., 2013), 4.14 eV mediante irradiación 

por microondas (Ni et al., 2004; Zhu et al., 2001); 4.2 y 4.57 eV por precipitación en medio 

acuoso (Wageh et al., 2003; Martínez, 2017); 4.8 eV por síntesis coloidal (Kho et al., 2000); 

5.5 eV al utilizar un biosurfactante de rampolípido (Hazra et al., 2013). Este último es muy 

similar a lo obtenido en el presente trabajo y se esperan tamaños de partícula entre 3-10 

nm. Todos los valores mencionados resultan mayores al asignado para el material 

macroscópico ZnS de 3.5 eV (Antoniadou et al., 2011), este aumento se le atribuye al 

efecto de confinamiento cuántico que se presenta cuando los electrones se encuentran 

restringidos a moverse en una región tan pequeña comparable a la longitud de onda 

asociada al electrón (Hernández, 2012). 
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Tabla 3.3. Intersecciones de tangentes y banda prohibida para soluciones de pruebas en 

lote. 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 3.7. UV-Vis de las soluciones al término de la ASR. 

 

3.3.2. Sólidos Volátiles Inmovilizados (SVI) 

Los sólidos volátiles adheridos al soporte (biomasa) se reportan como sólidos volátiles 

inmovilizados (SVI) por volumen de soporte (g SVI/Ls). La concentración de SVI en el 

soporte al término de la ASR fue de 4.16 g SVI/Ls. Este valor es casi el doble de lo 

reportado por Gallegos (2009) quien obtuvo 2.2 g SVI/Ls al exponer con Zn una biopelícula 
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sulfato reductora. Esto podría indicar que la superficie del soporte utilizado en este 

trabajo fue mejor para la adhesión de los microorganismos. 

 

3.3.3. Caracterización DRX de nanopartículas de ZnS de pruebas en lote 

La Figura 3.8 muestra el difractograma DRX de la muestra obtenida de las pruebas en lote 

una vez que terminó la ASR. Las condiciones de barrido son aquellas con las que se 

corrieron las muestras. Las muestras se corrieron de 0 a 90°. El tiempo de barrido fue de 

21 min. En cuanto a las condiciones del equipo: se utilizó un tubo de cobre con una 

longitud de onda de 1.5418 Angstroms, con un voltaje de 40 kV y corriente de 35 mA.  

En el difractograma se observa ruido, que podría ser causado por la materia orgánica, lo 

que nos impide apreciar los picos del ZnS. Sin embargo, en la caracterización por MEB se 

pudo determinar la presencia del ZnS (ver sección 3.3.4). En el difractograma se observan 

picos con mayor intensidad alrededor de los 30.42° y otro a 34.46° que corresponden a 

NaHCO3; mientras que los picos alrededor de 23.14° y 31.87° corresponden a Na2HPO4.  

 

Figura  3.8. DRX de precipitado obtenido en las pruebas en lote. 
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3.3.4. Caracterización por MEB y MET de nanopartículas de ZnS de pruebas 

en lote 

En la Figura 3.9a se muestra la micrografía de las nanopartículas obtenidas por MEB de las 

pruebas en lote, donde se aprecian aglomerados de partículas. Aunque el tamaño de los 

elementos individuales no es claramente observado a partir de las microimágenes se 

estimó en 10 nm en promedio. Este tamaño de partícula confirma la predicción hecha con 

el valor de energía de banda prohibida. El análisis químico por EDS muestra la presencia 

de Zn y de S, por lo cual se podría indicar que las nanopartículas son de ZnS (Fig. 3.9b). 

Además el porcentaje de Zn en el aglomerado fue de 4.86%, el cual es muy pequeño para 

ser detectado mediante DRX (sección 3.3.3). En la Figura 3.10 se ilustran las 

microimágenes obtenidas mediante MET, donde se aprecia que las nanopartículas se 

encuentran aglomeradas, se obtuvieron nanopartículas de diferentes tamaños, entre 2 y 

50 nm (Fig. 3.10a). El análisis químico EDS (Fig. 3.10b) confirmó que las nanopartículas son 

de ZnS. Se han reportado aglomeraciones de partículas similares dentro del rango de 2-50 

nm. Qiao et al. (2000) obtuvieron partículas de 5 nm a partir de irradiación-γ; Chen et al. 

(2004) utilizaron un proceso de alta gravedad en un reactor de lecho empacado rotatorio 

y obtuvieron partículas aglomeradas con tamaño promedio de 23 nm y Da Costa et al. 

(2012) reportaron tamaños de 20-30 nm mediante método biológico sulfato reductor. En 

la literatura también se han reportado partículas dispersas. Hudlikar et al., (2012) 

utilizaron latex a partir de una planta conocida como Jatropha curcas y obtuvieron 

partículas de 10 nm. 
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Figura 3.9. Caracterización por MEB de nanopartículas de ZnS de pruebas en lote. a) 

Micrografía por MEB, b) Análisis químico por EDS. 

 

 

b) 

a) 

 Element  Wt %  At %

 C K 46.58 66.34

 N K 5.62 6.87

 O K 10.58 11.31

 AlK 7.19 4.56

 SiK 3.98 2.42

 S K 6.14 3.28

 CuK 1.32 0.36

 ZnK 18.59 4.86

 Total 100 100



65 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.10. Caracterización por MET de nanopartículas de ZnS de pruebas en lote. a) 

Micrografía por MET, b) análisis químico por EDS. 

 

 

Element Weight % Atomic %

C K 5.37 20.93

O K 1.23 3.61

S K 10.11 14.77

Cu K 47.60 35.10

Zn K 35.69 25.58

Totals 100.00

b) 

a) 
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3.3.5. Actividad sulfato reductora de la biopelícula después de su 

exposición a Zn 

Al final de las pruebas de ASR en lote con biopelícula expuesta a 100 y 200 ppm de Zn, la 

solución fue retirada y se repuso con medio fresco sin metal. Esto con la finalidad de 

determinar el grado de recuperación de los microorganismos y el efecto tóxico del metal 

sobre las BSR. 

Se realizaron pruebas de ASR en ausencia de Zn a la biopelícula, de acuerdo a lo descrito 

en la sección 2.2.1. En la Figura 3.11 se presenta la velocidad de producción de sulfuro con 

respecto al tiempo durante las pruebas de ASR. Se observa que en las primeras 200 h 

hubo una similitud en la recuperación de la biopelícula, sin embargo a partir de ese 

tiempo, la biopelícula que estuvo expuesta a 100 ppm de Zn tuvo una mayor velocidad de 

producción de sulfuro respecto a las demás. Comparando con la Figura 3.6 (sección 3.3) se 

aprecia que en todas las pruebas en ausencia del metal el tiempo para producir H2S fue de 

120 h y hubo una menor producción de H2S respecto a las pruebas con metal. En las 

pruebas de 100 ppm de Zn y PVP alcanzó los 600 mg H2S/L, mientras la prueba sin metal 

alcanzó los 450 mg H2S/L. En las pruebas de 200 ppm de Zn la producción de sulfuro llegó 

aproximadamente a los 380 mg H2S/L y en las pruebas sin metal la producción de H2S 

alcanzó valores de 200 mg H2S/L. En las pruebas con metal la producción de H2S comenzó 

a las pocas horas. El corto tiempo de adaptación y la mayor velocidad de producción de 

H2S en las pruebas con metal indican que este favorece la actividad metabólica de los 

microorganismos. Aunque la adaptación de la biopelícula fue rápida en la prueba donde la 

biopelícula estuvo expuesta a 100 ppm de Zn, respecto a la prueba sin metal, se obtuvo la 

misma producción de H2S (450 mg H2S/L). Esto puede indicar que 100 ppm de Zn es una 

concentración en la que los microorganismos se favorecen en el tiempo de adaptación, 

pero no en la producción de H2S. También se observa que en las pruebas sin metal donde 

la biopelícula estuvo expuesta a 100 ppm de Zn y 100 ppm de Zn y PVP se obtuvo una 

mayor concentración de H2S respecto a las pruebas de 200 ppm de Zn y 200 ppm de Zn y 

PVP. Aunque el Zn es componente de varias enzimas en microorganismos anaerobios 

(Chen et al., 2008), concentraciones más altas pueden ser tóxicas (Hughes y Poole, 1991). 
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Cabrera et al. (2006) expusieron BSR (D. vulgaris y Desulfovibrio sp.) a diferentes 

concentraciones de metales, y reportaron que el crecimiento bacteriano se ve afectado 

por la presencia de los iones metálicos y que la fase de retraso de estos cultivos aumenta 

a medida que aumenta la concentración de metales. Diversos autores reportan que los 

metales pesados pueden ser estimulantes o inhibidores para los microorganismos 

anaerobios (Chen et al., 2008; Utgikar et al., 2001). Los metales esenciales a menudo 

están presentes en el sistema enzimático (Zandvoort et al., 2006). El Zn ejerce funciones 

catalíticas en determinadas reacciones bioquímicas o en conversiones metabólicas, actúan 

como micronutrientes o cofactores enzimáticos, o pueden estabilizar estructuras 

proteicas (Bruins et al., 2000). El Zn fue tomado como nutriente por la biopelícula y sirvió 

como catalizador, por esta razón, se obtuvo una mayor producción de sulfuro al estar 

expuesta a Zn y un menor tiempo de adaptación. El efecto tóxico de los metales pesados 

es atribuido al trastorno causado en la función y estructura de las enzimas (Chen et al., 

2008) y depende de muchos factores, como la cantidad de biomasa, temperatura, pH, 

fuente de carbono, concentración de sulfato, tipo de metal y concentración (Kaksonen y 

Puhakka, 2007). En este estudio la adición del PVP favoreció el aumento en la producción 

de sulfuro, ya que al ser consumido el PVP por las BSR hay un mayor flujo de electrones, 

que son aceptados por el sulfato reduciéndose este a sulfuro biogénico. 
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Figura 3.11. Velocidad de producción de sulfuros para la recuperación de la biopelícula de 

las pruebas en lote. 
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Capítulo 4. Recuperación de nanopartículas de sulfuro de zinc en un reactor 

de lecho fluidificado inverso. 

 

4.1. Desempeño de la biopelícula sulfidogénica expuesta a diferentes 

concentraciones de Zn en un reactor LFI. 

El desempeño de la biopelícula en el reactor LFI expuesta a diferentes concentraciones de 

Zn con operación en continuo se analizó mediante el análisis de ORP, eficiencia de 

remoción de DQO, pH, alcalinidad, concentración de sulfuro producido y eficiencia de 

remoción de SO4
2- y de Zn. El reactor LFI se operó 478 días con flujo de recirculación de 

300 mL/min y flujo de alimentación de 0.138 mL/min. El TRH se mantuvo en 1 día y fue el 

mismo para todos los períodos, cada período representa una concentración de Zn. En la 

Tabla 4.1 se presentan los valores promedio de los parámetros analizados y los períodos 

de operación del sistema. Durante los primeros 177 días se alimentó con SO4
2- y DQO con 

una relación de 1.34 para la adaptación de la biopelícula, el cambió de la relación 

DQO/SO4
2- respecto al 0.67 que se utilizó para la formación de la biopelícula se debió al 

bajo porcentaje de remoción de sulfato que se obtuvo en la sección 3.1. Posteriormente 

se comenzó a alimentar con cargas de Zn que se fueron incrementando desde 50 hasta 

500 ppm a partir del día 178 hasta el final de operación del reactor (día 478). El cambio en 

la concentración de Zn en el afluente se realizó cada vez que el sistema mostraba un 

comportamiento constante en la producción de H2S. El aumento de la concentración de Zn 

fue de 50 ppm en cada período para asegurar que el sistema no fuera afectado con un 

cambio de concentración mayor. 
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En la Figura 4.1 se muestra el desempeño de la biopelícula expuesta a diferentes 

concentraciones de Zn en un sistema de operación continuo. La Figura 4.1a presenta el 

comportamiento del potencial del sistema, donde podemos observar que al inicio de la 

operación del reactor el potencial fue reductor (-312 mV) y llegó hasta los -431 mV a los 

72 días de operación. Se puede apreciar que el ORP aumentó cada vez que se añadió una 

nueva concentración de Zn, recuperándose en días posteriores en lo que se adaptó la 

biopelícula y el potencial volvió a disminuir en cada uno de los períodos. El potencial se 

mantuvo en valores reductivos, los cuales son óptimos para el desempeño de la 

biopelícula. Al exponer la biopelícula con 450 y 500 ppm de Zn el valor promedio del 

potencial aumentó, lo cual nos puede indicar efectos de inhibición y un período de 

adaptación de la biopelícula a dichas concentraciones.  

En la Figura 4.1b se presentan los valores de pH y alcalinidad del sistema. El pH del 

afluente fue de 7.0 en promedio, y debido a la actividad de las BSR para oxidar la materia 

orgánica y producir bicarbonato, el pH del efluente alcanzo valores de hasta 8.4. En todos 

los períodos el pH tuvo el mismo comportamiento, aumentó respecto al pH del efluente; 

mientras que la alcalinidad llegó a valores de hasta 1400 mg CaCO3/L, valores similares de 

alcalinidad fueron reportados en la literatura obtenidos a partir de un reactor anaerobio 

con deflectores (ABR) (Sahinkaya et al., 2009). Los aumentos graduales en el pH y la 

disminución en el potencial observados después del día 2 fueron indicativos de un período 

de adaptación por parte de BSR adheridas al soporte. Este mismo comportamiento de pH 

y ORP ha sido reportado en reactores de lecho fijo del flujo ascendente con lodo sulfato 

reductor (Jong y Parry, 2003; Bratkova et al., 2011) y con biopelícula (Angelov et al., 2013), 

así como en reactores discontinuos (Luptakova y Kusnierova, 2005). 

En el primer período (1-177 días) se alimentó con sulfato y con 1 g de materia orgánica 

como CH3COONa (relación DQO/SO4
2- de 1.34), en este lapso de tiempo la eficiencia de 

remoción de DQO se mantuvo entre 40 y 80%; en los períodos siguientes se comenzó a 

alimentar con Zn y PVP (178-478 días), en los cuales la materia orgánica del afluente 

aumentó debido al PVP y el porcentaje de remoción de DQO varió entre 40 y 60 % (Fig. 

4.1c). Valores dentro de este rango se han reportado en la literatura. Hoa et al. (2007) 
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utilizaron un reactor UASB y variaron la relación DQO/SO4
2- (15:1, 10:1, 5:1 y 2:1) y 

reportaron que con la relación más pequeña (2:1) obtuvieron una eficiencia de remoción 

entre 40 y 65%, demostrando que la relación DQO/SO4
2- es parte fundamental en el 

comportamiento del sistema. Sin embargo, en los períodos de 450 y 500 ppm de Zn, la 

eficiencia de remoción llegó a un punto en el que disminuyó a valores de hasta 35% y 39%, 

respectivamente, lo que nos podría indicar que la biopelícula estaba siendo afectada a 

estas concentraciones, lo cual coincide con el aumento del potencial.  

La producción de sulfuros varió durante los primeros días hasta alcanzar valores de 170 

mg H2S/L hasta mantenerse estable alrededor de los 86 días de operación del reactor. Al 

alimentar el reactor desde 50 a 400 ppm de Zn la producción de sulfuro fue en aumento 

hasta alcanzar valores de 265 mg H2S/L. En teoría la producción de sulfuro debería de 

disminuir debido a su precipitación como un sulfuro metálico, sin embargo se observó un 

efecto contrario entre mayor concentración de metal mayor producción de sulfuro, lo que 

podría indicarnos que el metal favorece la actividad metabólica de los microorganismos. 

A los 357 días de operación del reactor este se alimentó con 450 ppm Zn, donde se 

observó una disminución en la producción de sulfuros hasta 12 mg H2S/L, con el paso del 

tiempo la producción de sulfuro aumento hasta 265 mg H2S/L (Fig. 4.1d). Al exponer la 

biopelícula a 500 ppm de Zn la producción disminuyó y posteriormente aumentó. El 

período de adaptación de la biopelícula a 450 y 500 ppm Zn, fue mayor respecto a más 

bajas concentraciones. Este período concuerda con lo que ocurrió con el potencial y con la 

eficiencia de remoción de DQO. Después de que la biopelícula se adaptó a estas 

concentraciones, se obtuvo una producción de sulfuro de 265 mg H2S/L. En cuanto a la 

remoción de sulfato, este tuvo el mismo comportamiento que la producción de sulfuro en 

los diversos períodos de operación del reactor. En los últimos períodos donde la 

biopelícula mostró efectos adversos por la concentración de Zn, se observa que la 

eficiencia de remoción de sulfato decae, sin embargo en los últimos días de operación el 

sistema se recuperó hasta alcanzar un 80% de remoción de sulfato. Los valores máximos 

de remoción de sulfato obtenidos en el presente trabajo son similares a lo reportado por 

Jong y Parry (2003), quienes utilizaron un reactor de lecho empacado de flujo ascendente 
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inoculado con un cultivo de BSR mixto y lo alimentaron con 2.3 g SO4
2- y con diversos 

metales, estando presente el Zn con una concentración de 10 mg/L y obtuvieron una 

remoción de SO4
2- del 84 % en promedio. También se han obtenido eficiencias de 40-65% 

en reactor ABR (Sahinkaya et al., 2009), lo cual podría sugerir el uso de una biopelícula en 

vez de un lodo, ya que pueden tener la misma eficiencia pero a diferencia de un lodo, si se 

utiliza biopelícula no se pierde biomasa. Esto nos puede indicar que aunque el período de 

adaptación sea largo, la biopelícula puede estar expuesta a concentraciones mayores de 

500 ppm de Zn y se pueden obtener buenas eficiencias. 

 

En cuanto a la remoción del metal podemos observar que en los períodos con menor 

concentración la remoción del metal fue del 100%, pero al aumentar la concentración de 

Zn, la remoción se mantuvo en 99%. La eficiencia de la biopelícula para remover Zn es 

elevada, siendo muy parecidos a los valores establecidos por Bai et al. (2013) quienes 

utilizaron un lodo sulfato reductor en un reactor UASB expuesto hasta 90 ppm de Zn y 

obtuvieron eficiencias de remoción de Zn de 93 a 99.9 %; y Zhang et al. (2016) obtuvieron 

eficiencias del 99.9% mediante un lodo granular sulfato reductor en un reactor de lecho 

fijo de flujo ascendente expuesto a una máxima concentración de Zn de 120 ppm, siendo 

tan solo una quinta y cuarta parte, respectivamente, de la concentración a la que se 

expuso la biopelícula en este trabajo.  
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Figura 4.1. Desempeño de la biopelícula en el reactor LFI expuesto a diferentes 

concentraciones de Zn. a) ORP ( ); b) Carga de DQO ( ), Remoción de DQO ( ), c) pH 

afluente (--), pH efluente ( ), Alcalinidad por bicarbonato ( ), d) velocidad de producción 

de H2S ( ) y eficiencia de remoción de sulfato ( ). 
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4.1.1.  Caracterización por UV-Vis de muestras tomadas del reactor LFI con 

diferentes concentraciones de Zn 

Se tomó muestra de la solución del reactor de cada uno de los períodos, en donde se 

alimentó el sistema con Zn, para caracterizar por UV-Vis y obtener el espectro para 

confirmar la presencia de nanopartículas de ZnS. En la Figura 4.2 se muestran los 

espectros de absorción de las soluciones obtenidas de cada uno de los períodos. Se 

aprecia que los bordes de absorción para 50 y 350 ppm de Zn se encuentran más 

desplazados hacia el rojo, lo cual podría predecir un tamaño de partícula mayor a 

comparación de las partículas de las otras soluciones. En todas las muestras el borde se 

encuentra entre 230 y 250 nm, un desplazamiento hacia el azul comparado con el borde 

de absorción para el ZnS a granel (340 nm) y es consecuencia del efecto de confinamiento 

cuántico (Brus, 1986; Wang et al., 2006). En algunos espectros se aprecian 2 señales, lo 

cual se atribuye a tres posibles factores que influyen de manera importante en este tipo 

de análisis. Estos son: la presencia de un tamaño de partícula menor, que ocasiona un 

desplazamiento hipsocrómico de la señal conforme el tamaño de partícula disminuye; un 

posible cambio estructural en el tipo de celda unitaria, ya que el ZnS puede poseer la 

estructura tipo esfalerita o wurtzita; y finalmente, la presencia de otras sustancias, como 

metabolitos, que presenten absorbancia en la región UV (Botello et al., 2007). 

En la tabla 4.2 se presentan los valores de longitud de onda de la intersección de la 

tangente trazada y la energía de banda prohibida. Los valores de banda prohibida van 

desde 5 hasta 5.43 eV, los cuales son similares a lo reportado por Moussaoui et al. (2011), 

quienes mediante una ruta biológica obtuvieron energía de prohibida de 5.5 eV y 

partículas de tamaño nanométrico (2-100 nm). Estos valores de energía de banda son 

mayores a los observado en ZnS a granel (3.65 eV) (Nanda et al., 2000). Esto se puede 

explicar como un efecto de tamaño cuántico, debido al confinamiento de electrones en un 

volumen pequeño (Wageh et al., 2003).  
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Tabla 4.2. Intersecciones de tangentes y banda prohibida de soluciones del reactor con 

diferentes concentraciones de Zn. 

 

           

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2. Espectros de absorción de las soluciones de cada período del reactor LFI. 
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4.1.2.  Caracterización DRX de nanopartículas de ZnS obtenidas del reactor 

LFI alimentado con Zn 

Las muestras se corrieron de 0 a 90°. El tiempo de barrido fue de 21 min. El difractograma 

DRX del sólido obtenido del fondo cónico del reactor se muestra en la Figura 4.3. Se 

observan tres picos anchos alrededor de 28.53°, 47.73°, 56.50° en 2ϴ que corresponden a 

los planos (111), (220) y (311) de ZnS, respectivamente, correspondientes a la tarjeta 01-

079-2204 de wurtzita. El ensanchamiento de los picos de difracción sugiere que las 

dimensiones de las nanopartículas son muy pequeñas (Khiew et al., 2005; Bodo y Kalita, 

2010). 

Figura 4.3. DRX del sólido obtenido en el fondo cónico del reactor LFI. 
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4.1.3.  Caracterización mediante MEB y MET de nanopartículas de ZnS del 

reactor alimentado con Zn 

Las imágenes por MEB revelan la presencia de nanopartículas aglomeradas con un tamaño 

individual que varía de 5 a 20 nm (Fig. 4.4a). La morfología de las partículas observada 

para estas muestras es predominantemente esferoidal y, como se esperaba, el análisis 

EDS confirmó la presencia de Zn y S (Fig. 4.4b). El tamaño nanométrico y la composición 

de las partículas confirman lo que se predijo mediante el espectro de absorción. La Figura 

4.5 muestra las micrografías de nanopartículas obtenidas del sistema en continuo 

mediante MET. En la Figura 4.5a se observa un aglomerado de partículas con tamaños 

entre 2 y 7 nm. El análisis químico EDS se muestra en la Figura 4.5b y confirma la presencia 

de Zn y S. El Cu que está presente es debido a la composición de la rejilla en donde se 

montó la muestra. En la literatura se han reportado aglomeraciones de nanopartículas de 

ZnS. Senapati et al. (2013) utilizaron un método de síntesis biológico utilizando glucosa 

como agente de cobertura y estabilizador, obtuvieron aglomerados con partículas de 5.8 

nm. También se han reportado aglomerados con tamaños de partícula de 2-3 nm 

mediante método químico utilizando PVP como estabilizante (Ghosh et al., 2006), o 

mediante precipitación (Gayou et al., 2010). 
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Figura 4.4. Micrografía por MEB de nanopartículas del reactor LFI a) Nanopartículas de 

ZnS, b) Espectro EDS. 

 
 

b) 

a) 

 Element  Wt %  At %

 C K 56.05 72.23

 N K 6.57 7.26

 O K 8 7.74

 F K 1.54 1.26

 NaK 1.09 0.73

 AlK 6.41 3.68

 SiK 4.17 2.3

 S K 3.37 1.63

 ClK 0.71 0.31

 CuK 1.17 0.28

 ZnK 10.92 2.58

 Total 100 100
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Figura 4.5. Caracterización por MET de nanopartículas de ZnS del reactor LFI. a) y b) 

Micrografía por MET, c) Análisis químico por EDS. 

Element Weight % Atomic %

C K 11.08 38.7

O K 0.74 1.95

S K 1.97 2.57

Cu K 79.95 52.77

Zn K 6.25 4.01

Totals 100.00

b) 

a) 
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4.2.  Caracterización mediante MEB de biopelícula expuesta a Zn en el reactor 

LFI 

En la Figura 4.6a se muestra la imagen por MEB del pellet con biopelícula expuesta a 

diferentes concentraciones de Zn el reactor LFI. La Figura 4.6b muestra la comunidad 

microbiana, incluso algunas bacterias contienen esferoides alrededor e incrustadas dentro 

de su pared celular (Fig. 4.6c y 4.6d), lo cual indica que los esferoides son nanopartículas 

de ZnS. Los SVI de la biopelícula expuesta a Zn fueron de 3.12 g SVI/Ls. La concentración 

de SVI disminuyó respecto a la biopelícula que estuvo expuesta a Zn (4.16 g SVI/Ls). Esta 

disminución indicó el desprendimiento de algunos microorganismos adheridos al soporte, 

provocado por el efecto adverso de su exposición a Zn dentro del reactor. En el soporte 

quedaron los microorganismos más resistentes a Zn. En la literatura se han reportado 

casos similares en la disminución de SVI al estar expuesta a metales. Montalvo (2013) 

reportó una disminución de SVI de 1.82 a 1.02 g SVI/Ls al exponer una biopelícula sulfato 

reductora a cromo hexavalente [Cr(VI)]. Sin embargo también existen reportes de 

biopelículas sulfato reductoras que fueron favorecidas al exponerlas a níquel (Fortuna, 

2016); plata (Borja, 2013) y zinc, hierro y cadmio (Gallegos, 2009). El espectro de energía 

dispersa (Fig. 4.6e) confirmó la presencia de S y Zn sobre la biopelícula. 
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Figura 4.6. Micrografía por MEB de biopelícula expuesta a Zn, a) Pellet; b) Comunidad 

microbiana; c) y d) Deposición de ZnS sobre la biopelícula; e) Análisis químico por EDS de 

esferoides incrustados en la biopelícula. 

 Element  Wt %  At %

 C K 33.46 63.73

 O K 6.54 9.35

 S K 16.29 11.62

 ZnK 43.72 15.3

 Total 100 100

e) 
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CONCLUSIONES 

En base a los resultados obtenidos del reactor LFI se concluye que es posible desarrollar 

una biopelícula sulfidogénica en un soporte polimérico de baja densidad en un corto 

tiempo, demostrado con la producción de sulfuro de 115 mg H2S/L a los 45 días, después 

del lavado de biomasa suspendida del sistema al inicio de la operación. Este lavado 

también favoreció el crecimiento de microorganismos adheridos al soporte, lo que se 

corroboró con el análisis de MEB. 

El análisis mediante UV-Vis a diferentes tiempos (0-180 min) de la formación de partículas 

de ZnS, a partir de una mezcla (muestra tomada del reactor y una solución de 300 ppm de 

Zn y PVP), indicó la estabilidad de la mezcla, al no presentar variaciones en borde de 

absorción. En base a esto, se puede predecir que el tamaño de partícula no cambió 

respecto al tiempo. Se confirmó la presencia de partículas de ZnS mediante MEB, sin 

embargo el tamaño no fue nanométrico y pudo deberse a la forma de hacer la muestra, 

concentración del estabilizante, temperatura, pH y a la falta de agitación. 

En las pruebas en lote la biopelícula que estuvo expuesta a Zn y PVP presentó mayor 

producción de sulfuro respecto a las que solo estuvieron en contacto con el Zn debido a 

que las BSR, que conforman la biopelícula, tomaron el PVP como fuente de carbono. De 

los resultados obtenidos en las pruebas en lote con metal y sin metal podemos decir que 

el metal favoreció la actividad metabólica de la biopelícula ya que en la pruebas con metal 

(100 y 200 ppm de Zn) la producción de sulfuro se presentó a partir de las primeras horas, 

mientras que en las pruebas sin metal la producción de sulfuro fue más lenta 

presentandose hasta las 150 h, además al final de la ASR, las pruebas con metal 

presentaron una mayor producción de sulfuro (600 mg H2S/L) que en la pruebas sin metal 

(450 mg H2S/L). 

De las pruebas en lote podemos concluir que la biopelícula no sufrió ningún efecto 

adverso al estar expuesta a 200 ppm de Zn y obtener una producción de sulfuro máxima 

de 398 mg H2S/L, y fue capaz de formar nanopartículas de ZnS, lo cual fue corroborado 

mediante el espectro del UV-Vis, DRX, MEB y MET. Las partículas que se obtuvieron están 

aglomeradas y tienen un tamaño individual entre 2-50 nm. En la literatura se han 
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reportado aglomeraciones y tamaño de partícula similares (Qiao et al., 2000; Chen et al., 

2004; Da Costa et al., 2012). 

Con el estudio desarrollado en el reactor LFI se pudo demostrar la formación de 

nanopartículas de ZnS y esto fue debido a las condiciones hidrodinámicas impuestas al 

sistema como fueron el flujo de alimentación y recirculación, la velocidad desensorial del 

líquido y el TRH, así como la concentración de sulfuro biogénico para reaccionar con el Zn 

que era alimentado. El sistema demostró la capacidad de la biopelícula para remover Zn 

con concentraciones de hasta 500 ppm, además de formar nanopartículas de ZnS con 

tamaños entre 2-20 nm, lo cual se confirmó mediante UV-Vis, DRX, MEB y MET. En la 

literatura se han registrado varios estudios donde el tamaño y la aglomeración de 

nanopartículas de ZnS son similares (Senapati et al, 2013; Ghosh et al., 2006; Gayou et al., 

2010). 

La biopelícula necesita un período de tiempo para adaptarse a las condiciones del sistema, 

un día con operación en lote fue suficiente para su adaptación. El período de adaptación 

fue rápido con concentraciones de 50 a 400 ppm. A concentraciones de Zn de 450 y 500 

ppm la biopelícula necesitó un período más largo de adaptación, sin embargo, después de 

esto, la producción de sulfuro llegó a 265 mg H2S y la eficiencia de remoción de sulfato 

alcanzo valores mayores a 80 %. Por lo que podríamos asumir que, la biopelícula podría 

soportar cargas mayores de Zn. Además la disminución de sulfuro durante los últimos 2 

períodos es más evidente que en los otros períodos, ya que a mayor concentración de 

metal, mayor consumo de sulfuro como ZnS. 

En este trabajo la relación DQO/SO4
2- fue muy importante. La biopelícula tuvo un mejor 

desempeño con una relación de 1.34, ya que se obtuvo una remoción de sulfato hasta del 

82%, producción de sulfuro de 313 mg H2S/L y remoción de DQO de 80 % a comparación 

de la relación DQO/SO4
2- de 0.67, donde se obtuvo una máxima remoción de sulfato de 

26%, producción de sulfuro de 147 mg H2S/L y remoción de DQO de 74%. 

De manera general podemos concluir que el proceso biológico de sulfato reducción 

mediante una biopelícula sulfidogénica es una alternativa efectiva para la formación de 

nanopartículas de ZnS a partir del sulfuro generado por las BSR y del Zn presente en aguas 
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residuales. Sin embargo, es necesario realizar más pruebas para corroborar estas 

aseveraciones, ya que las aguas residuales contienen mayores concentraciones de Zn. 

Además que para obtener partículas de ZnS de tamaño nanométrico es importante la 

concentración del estabilizante, velocidad de agitación, pH y temperatura. La dispersión 

de las partículas depende de la técnica de lavados y del disolvente que se utiliza para 

eliminar la materia orgánica.  

 

A manera de recomendación se propone: 

 *Realizar experimentos variando la relación DQO/SO4
2- a valores cercanos a 2 o mayores, 

para comparar los resultados y verificar la relación DQO/SO4
2- en la que existe una mayor 

eficiencia de remoción de DQO, SO4
2- y Zn, además de una mayor producción de sulfuro.  

*Realizar evaluaciones para establecer los límites de operación del reactor como TRH, 

concentración de zinc y velocidades de flujos. 

*Realizar experimentos variando la concentración de PVP, con el fin de determinar la 

concentración óptima para obtener partículas dispersas de tamaño nanométrico. 

*Evaluar la capacidad de la biopelícula con concentraciones mayores de Zn y establecer un 

límite de inhibición. 

*Evaluar la capacidad de la biopelícula al estar expuesta a un agua residual de la industria. 
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ANEXOS 

A. Fotografía del reactor LFI para la recuperación de nanopartículas de ZnS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura A. Fotografía del aspecto visual del reactor de lecho fluidificado inverso para la 

recuperación de nanopartículas de ZnS. 
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B. Curva de calibración para la determinación de sulfatos 
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Figura B. a) Curva de calibración para la determinación de sulfatos, b) imagen de la 

reacción de precipitación (APHA, 2005). 
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C. Curva de calibración para la determinación de DQO 

 

 

 

 

 

 

Figura C. a) Curva de calibración para determinar DQO, b) imagen de la oxidación de 

la materia orgánica (APHA, 2005). 
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D. Curva de calibración para la determinación de la actividad sulfato reductora 

(ASR)  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

E. Soporte 
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Figura D. Curva de calibración de la actividad sulfato reductora (ASR). 

 

Figura E. Soporte de polietileno de baja densidad. a) Soporte limpio, b) con biopelícula,  

c) biopelícula expuesta a Zn. 
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