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RESUMEN

El cromo es un metal pesado y sus formas més estables son el Cr (III) y Cr (VI) siendo este tltimo
la forma mas toxica que causa cancer al ingerirlo. El Cr (VI) es empleado en procesos de
metalurgia, electropintado, curtido y tefiido que generan aguas residuales con altas concentraciones
de Cr (VI).

El objetivo de este proyecto fue evaluar la reduccion y precipitacion de Cr (VI) contenido en aguas
residuales mediante una biopelicula anaerobia en un reactor de lecho fluidificado inverso, para la
reutilizacion del agua proveniente de efluentes industriales.

Primero se realizaron pruebas en lote donde se estudio el efecto toxico del Cr (VI) sobre las
bacterias anaerobias, las concentraciones fueron de 10 mg/L a 500 mg/L de Cr (VI). Los resultados
obtenidos de la produccion de metano mostraron a concentraciones de 10 mg/L a 350 mg/L Cr
(V) las bacterias anaerobias fueron capaces de degradar la materia organica ya que las botellas
con lodo granular expuesto a estas concentraciones de Cr (VI) se posicionaron por encima de la
botella con lodo granular sin Cr (VI) en el medio lo que nos indicé que no sufrieron de inhibicion
y, por el contrario, favorecié su metabolismo. Para las botellas con lodo granular con 400 mg/L a
500 mg/L de Cr (VI) se posicionaron por debajo de la botella con bacterias anaerobias sin Cr (VI)
lo que nos indicd que para estas altas concentraciones de Cr (VI) resulta inhibitorio para ciertos
grupos de bacterias anaerobias. Se obtuvo un porcentaje de eficiencia de remocion de DQO de
85%, el lodo granular redujo el ORP a valores de -350 mV y se mantuvo el pH entre 6.5y 7.5 que,
bajo estas condiciones, el Cr (VI) se redujo a Cr (III) y se precipité como Cr(OH)3, se comprob6
la existencia del precipitado por medio de su caracterizacion con MEB y DRX.

Después se estudio la reaccion de oxidacion entre el Cr (V1) y el sustrato orgénico donde el medio
solo contenia etanol y Cr (VI) ya que éste ultimo es un agente oxidante fuerte. Se emplearon las
mismas concentraciones de Cr (VI) que, en la actividad metanogénica, se comprobo que el Cr (VI)
oxid¢ al etanol y hubo produccién de metano, pero fue solo el 1% del sustrato y, con ayuda de un
balance entre cinéticas, el 99% fue por accion bacteriana, el pH registr6 valores entre 7.1y 8.6 y
el ORP entre 176 mV y -80 mV. Ademas, se realizo prueba de alcalinidad y se comprob6 que, a
mayor concentracion de Cr (VI), mayor era la alcalinidad en el medio por la reaccion de oxidacion.
Posteriormente, se evalud la capacidad de recuperacion de las bacterias anaerobias después de
estar expuestas a Cr (VI) en el medio, para estas pruebas a las botellas con bacterias anaerobias se
les afiadié medio fresco sin Cr (VI). Se observd que las botellas con lodo granular que fueron
expuestas a concentraciones de 10 mg/L a 250 mg/L de Cr (VI) estuvieron por encima de la botella
sin Cr (VI) lo que nos indicé que las bacterias anaerobias en el lodo granular fueron capaces de
recuperar la actividad de su metabolismo. Para las botellas con lodo granular que fue expuesto de
300 mg/L a 500 mg/L se posicionaron por debajo de la botella sin Cr (VI), lo que nos comprobo
que el Cr (VI) causa inhibicion en el metabolismo de las bacterias anaerobias.

Para finalizar, el reactor LFI se operd por 161 dias, las concentraciones de Cr (VI) fueron de 5
mg/L a 100 mg/L y el TRH de 1d a 2d. Cuando el TRH se modificé a 1.5d y con una concentracioén
de 35 mg/L de Cr (VI) se obtuvo una eficiencia de remocion de DQO de 62%, una eficiencia de
reduccion de Cr (VI) del 93% y un 98% de precipitado como Cr(OH)3, lo que nos indica que el
TRH es un parametro que influye en el reactor LFI. Se realizaron pruebas de actividad
metanogénica con biopelicula formada en el reactor LFI cuando fue expuesta a 5 mg/L y 100 mg/L
de Cr (VI) donde se obtuvieron resultados de 0.6% y 0.7% de degradacion de sustrato por bacterias
y 0.5 g SSV/L soporte y 0.43 g SSV/L soporte lo que nos indicd que solo una pequeia parte de las
bacterias adheridas se desprendi6 del soporte esto por el aumento en la concentracion de Cr (VI).



Este trabajo es el primero en evaluar la oxidacion de la materia organica por la accion bacteriana
y de manera quimica mediante el Cr (VI), asi como la oxidacion realizada por cada uno en pruebas
en lote.



Introduccion

El crecimiento acelerado de la poblacion exige un eficiente aprovechamiento de los recursos
naturales, dentro de éstos, destaca el agua por su vital importancia en la necesidad para la
subsistencia de la sociedad. Sin embargo, la produccién de bienes y productos destinados a
satisfacer las necesidades de las personas ha ido generando impactos ambientales que afectan la
salud de la comunidad, siendo la generacion de efluentes con altas concentraciones de

contaminantes entre los que podemos encontrar a los metales pesados.

La contaminacion por el vertimiento de metales pesados es un tema de preocupacion debido a su
toxicidad ya que produce efectos negativos en el medio ambiente y salud humana. Entre estos
metales se encuentra el cromo (Cr), que posee cinco estados de oxidacion que van desde el Cr (IT)

a Cr (VI), siendo el cromo hexavalente [Cr (VI)] el més toxico para los seres vivos.

Algunos de los procesos donde aun se emplea el Cr (VI) son: electropintado, textiles y tefiido,
recubrimiento anticorrosion y fabricacion de aleaciones (Abd El-Monaem et al., 2024; Chandra et
al., 1997; Li et al., 2024; Zahakifar et al., 2024). Su demanda como materia prima en multiples
sectores industriales genera altas concentraciones de Cr (VI) que, segiin Chandra et al. (1997), las
aguas residuales provenientes de efluentes de estos procesos industriales pueden contener
concentraciones de Cr que usualmente oscila entre el rango de los 2000 a 5000 pg/L; los dafios a
la salud que puede generar si se inhala o ingiere el Cr (VI) pueden ser el desarrollo de cancer de
pulmon y cancer de estomago, esto a largo plazo; mientras que a corto plazo se puede sufrir
anemia, Ulceras, irritacion tanto en el estbmago como en las vias respiratorias, asma, falta de
aliento, entre otros (ATSDR, 2012). Convirtiéndolo asi, considerando su concentracion y

exposicion, en un punto de atencion inmediato.

Entre los procesos empleados para el tratamiento de aguas residuales segiin Foglia et al., (2022);
Guan et al., (2023); Xu et al., (2024); Chan et al. (2009), podemos encontrar 2 tipos: los
fisicoquimicos y los biologicos. Dentro de los procesos fisicoquimicos destaca el intercambio
i6nico y o0smosis inversa; los procesos biologicos son, por tanto, una alternativa economica
prometedora al reducir la cantidad de lodos producidos. La ventaja de utilizar bacterias anaerobias,

ademas de la produccion de biogas, es que pueden disminuir el potencial de oxidacion-reduccion



(ORP) a condiciones reductoras, en las cuales diversos metales solubles pueden ser reducidos por
la accidn bacteriana, como seria el caso del cromo (VI) que puede llegar a ser reducido a cromo
(IIT) y precipitado como un hidroéxido metalico para posteriormente ser confinado o reutilizado

para diversos procesos.

Las Normas Oficiales Mexicanas (NOM) de la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT) regulan los limites maximos permisibles (LMP) en aguas residuales que
se vierten a bienes nacionales y/o al alcantarillado publico, para el caso del cromo (VI), establece
este limite entre los 0.5 a 1.5 mg/L, esto en sus normas NOM-001-SEMARNAT-2021, NOM-002-
SEMARNAT-1996 y NOM-003-SEMARNAT-1997. Para el caso del agua para uso y consumo
humano, la Secretaria de Salud (SSA) nos establece un LMP de 0.05 mg/L de cromo total, esto

por la toxicidad y efectos del contaminante al que se hace mencidn anteriormente.



1. Antecedentes del cromo (VI) y su toxicidad: Proceso bioldgico para

el saneamiento de aguas residuales

1.1. Generalidades del cromo

Dentro de los metales pesados destaca el cromo, el cudl es el tercer elemento mas duro en la escala
de Mohs; su nombre proviene del griego chroma que significa “color” y fue el quimico francés
Louis Nicolas Vauquelin, en 1797 en Siberia, quien le da su nombre, esto por los distintos colores
que puede ser encontrado (Martinez-Reina, 2022). Cuenta con cinco estados de oxidacion que van
desde el Cr (II) hasta el Cr (VI) siendo este ultimo, el cromo hexavalente, el mas téxico para los
seres vivos y junto con el Cr (III) son las formas mas estables que presenta el metal. El cromo es
el elemento nimero 24 de la tabla periddica con un peso atémico de 51.996 g*mol™!, su simbolo
es Cr y pertenece al grupo 6, a continuacion, en la tabla 1.1 se desglosan las propiedades quimicas

de este metal.

Tabla 1.1. Propiedades quimicas del cromo. Fuente: (Lenntech, 2023)

Nombre y abreviatura del elemento Cromo (Cr)
Numero atomico 24

Masa atomica 51.996 g*mol’!
Densidad 7.19 g*cm™ a 20°C
Electronegatividad 1.6

Punto de fusién 1907 °C
Punto de ebullicion 2672 °C
Radio de van der Waals 0.127 nm
Configuracion electronica [Ar] 3d° 4s!
Potencial estandar -0.71 V (Cr**/Cr)




1.1.1.  Compuestos de cromo

El diagrama de Pourbaix es una representacion de las distintas especies que se pueden presentar a
distintos voltajes y pH. Segiin Chang (2013), el cromo (VI) se puede reducir facilmente a cromo

(II) a partir de los +1.33V dandonos la siguiente reaccion:
Semirreaccion E° (V)
Cr,0,°" (ac) + 14H* (ac) + 6e~ = 2Cr3*(ac) + 7H,0 +1.33 (D

En la figura 1.1, podemos ver en la parte superior los estados de oxidacion de cromo hexavalente,
el compuesto HCrO4™ corresponde al acido cromico y CrO4* es el ion cromato; debajo de estos
tenemos al cromo trivalente representado por el ion Cr*" y el hidroxido de cromo Cr(OH)s y en la
parte inferior esta el cromo elemental o cromo cero Cr (0). Para llegar a este ultimo, de acuerdo
con Chang (2013), el potencial necesario para pasar de cromo trivalente a cromo cero es de -740
mV por lo que las bacterias no son capaces de llevarlo a ese estado ya que su ORP optimo llega

hasta los -350 mV.
A continuacion, se presenta la semirrreaccion quimica de Cr (IIT) a Cr (0) segiin Chang (2013):

Cr3*(ac) + 3e” - Cr(s) E°= —0.74V

Eh (Volts) Cr-H20 - System at25.00 C
2.0

15

Lo

0.5

0.0

05

-1.0

R

Cr

_2 0 Il L L L Il Il L L L L
0 2 4 6 8 10 12 14

C:\HSCHCEpHSDO.EPT pH

Figura 1.1. Diagrama de Pourbaix del cromo, donde a partir de los +1.33 V el Cr (VI) se puede
reducir a Cr (Ill). Fuente: Montalvo-Espinoza et al., (2013)



1.2 Usos en la industria y concentraciones de Cr (VI)

El cromo es un elemento ampliamente utilizado en diversas industrias debido a sus propiedades
unicas, como su resistencia a la corrosion y su capacidad para mejorar caracteristicas mecanicas
de los materiales. Entre los procesos industriales que emplean el cromo, se encuentra la
galvanoplastia, que consiste en recubrir objetos metalicos con una fina capa de cromo mediante la
aplicacion de corriente eléctrica, lo que otorga un acabado brillante y resistente a la oxidacion. En
los procesos metalurgicos, el cromo es empleado en la produccion de acero inoxidable y aleaciones
que mejoran resistencia y durabilidad al material. En la fabricacion de pinturas, el cromo se utiliza
en la produccion de pigmentos como el amarillo cromo. Para la industria del papel, los compuestos
de cromo son utilizados para el blanqueo del papel. En la industria del curtido de cueros, el cromo
trivalente se emplea para consolidar las fibras de cuero, logrando que sean mas resistentes y
flexibles (Abd El-Monaem et al., 2024; Kumar & Riyazuddin, 2010; Li et al., 2024; Zahakifar et
al., 2024), estos procesos generan grandes cantidades de aguas residuales con Cr (VI) que
presentan un riesgo a la salud y al ambiente. En suelos hay una concentracion promedio de Cr (VI)
de 11 mg/L a 22 mg/L mientras que en aguas subterraneas es de 0.1 mg/L (American Public Health
Association et al., 2017), estas concentraciones pueden llegar a afectar la productividad de suelos

y las propiedades del agua potable.

1.3 Toxicidad del cromo

Las principales formas del cromo son Cr (0), Cr (IIT) y Cr (VI). El Cr (III) en pequefias cantidades
es necesario para mantener buena salud. En general, el cromo puede ser encontrado en el aire,
suelo y agua, pero no permanece en la atmosfera, sino que se deposita en el suelo y agua pudiendo
cambiar su forma dependiendo de las condiciones presentes. Los trabajadores que se desempefian
en la industria metalirgica y del curtido de cueros son quienes estdn mas expuestos a altas
concentraciones de Cr (VI) en el aire, el cual sus compuestos son carcinégenos. Las 3 principales
maneras de estar en contacto con el cromo es mediante la inhalacion, ingestion y/o contacto
cutaneo. En caso de inhalacion, los efectos a corto plazo que presentan las personas son secrecion

nasal, irritacion de las vias respiratorias y problemas para poder respirar; para efectos a largo plazo



se puede presentar asma, alergias a compuestos de cromo y cancer de pulmon. Si se ingesta el Cr
(VI) dana el estomago y el intestino delgado produciéndose irritacion y tlceras, también puede

afectar la sangre desarrollando anemia, asi como tumores de estobmago e intestino (ATSDR, 2012;

OEHHA, 2016).

1.4 Limites mdximos permisibles del cromo en el agua

Las normas oficiales mexicanas (NOM) que establecen los limites méaximos permisibles (LMP)
en agua para su consumo son establecidas por la Secretaria de Salud (SSA), cuenta con 2 normas
siendo una de ellas la “Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-2021, Agua para uso y consumo
humano. Limites maximos permisibles de la calidad del agua” estableciendo el LMP para cromo
total que debe cumplir la calidad de agua para uso y consumo humano como se indica a

continuacion en la tabla 1.2:

Tabla 1.2. Especificaciones sanitarias de metales por la NOM-127-SSA1-2021. Fuente: SSA,
(2022)

Parametro Limite Permisible Unidades

Cromo total 0.05 mg/L

La segunda norma de la SSA es la “Norma Oficial Mexicana NOM-201-SSA1-2015, Productos y
servicios. Agua y hielo para consumo humano, envasados y a granel. Especificaciones sanitarias”
que tiene por objetivo las especificaciones sanitarias que deben cumplir el hielo y agua que se

comercializa para el consumo, para el LMP de cromo total lo fija como sigue:

Tabla 1.3. Especificaciones sanitarias de metales por la NOM-201-SSA1-2015. Fuente: SSA,
(2015)

Parametro Limite Permisible Unidades

Cromo total 0.05 mg/L




Para las aguas residuales, las normas son 3 y son instauradas por la Secretaria de Medio Ambiente
y Recursos Naturales (SEMARNAT); la primera norma es “Norma Oficial Mexicana NOM-001-
SEMARNAT-2021, que establece los limites permisibles de contaminantes en las descargas de
aguas residuales en cuerpos receptores propiedad de la nacién”, los cuerpos receptores y el LMP

se especifican en el encabezado de las columnas de la tabla 1.4.

La segunda norma es “Norma Oficial Mexicana NOM-002-ECOL-1996, que establece los limites
maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales a los sistemas de
alcantarillado urbano o municipal.” esta NOM tiene el fin de prevenir y controlar la contaminacioén
de agua hacia los bienes nacionales, a su vez indica que no es aplicable a la descarga de aguas
residuales domésticas ni pluviales; esta NOM establece un LMP para el cromo hexavalente segiin

la tabla 1.5.

La ultima norma es “Norma Oficial Mexicana NOM-003-ECOL-1997, que establece los limites
maximos permisibles de contaminantes para las aguas residuales tratadas que se reusen en
servicios al publico.”, que considera tanto el contacto directo como indirecto del ptblico con los
espacios donde se emplearon estas aguas residuales tratadas, para los LMP de metales pesados
hace referencia a la NOM-001-ECOL-1996 que fue actualizada a la NOM-001-SEMARNAT-
2021 por lo cual se tomarian los LMP de la tabla 1.4.

Lo descrito anteriormente es aplicable para los Estados Unidos Mexicanos; para los Estados
Unidos de América la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA por sus siglas en inglés) establece
un LMP de 0.1 mg/L para agua potable, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
determina que para agua embotellada no debe exceder una concentracion de 0.1 mg/L de cromo y
la Administracién de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA) establece los LMP del aire en el
lugar de trabajo de 0.005 mg/m? para Cr (VI), 0.5 mg/m> para Cr (IIl) y 1.0 mg/m?® para Cr (0)
expuestos a una jornada de 8 horas (ATSDR, 2012).



Tabla 1.4. Limites maximos permisibles para metales en aguas residuales que se descargan a cuerpos receptores. Fuente: SEMARNAT, (2022)

Suelo
Rios, arroyos, Embalses, lagos y Zonas marinas
Pardmetro canales. drenes lagunas mexicanas Riegos de areas Infiltracién y otros '
’ ‘ Carstico
(mg/L) verdes riegos
PM | PD | VI | PM | PD | VI | PM | PD | VI | PM | PD | VI | PM | PD | VI | PM | PD | VI
Cromo 1.0 (125 15|05 (075] 10| 10 | 125] 1.5 | 05 |075] 1.0 | 05 | 075| 1.0 | 0.5 | 0.75] 1.0

Tabla 1.5. Limites mdximos permisibles para metales en aguas residuales que se descargan al alcantarillado urbano o municipal. Fuente:
SEMARNAT, (1998)

Parametro (mg/L)

Promedio Mensual

Promedio Diario

Instantaneo

Cromo hexavalente

0.5

0.75

1.0

Promedio Diario (PD): Valor que resulta del andlisis de una muestra compuesta o el resultado del promedio ponderado en funcion del caudal o de

la media geométrica del promedio aritmético.

Promedio Mensual (PM): Es el valor que resulta de calcular el promedio ponderado en funcion del caudal de los valores que resulten del analisis

de al menos dos muestras compuestas (Promedio Diario) colectadas en un mismo mes de los caudales de las muestras simples que conforman cada
una de las muestras compuestas.

Valor Instantaneo (VI1): Es el resultado obtenido del analisis de laboratorio a una muestra simple de agua residual colectada en la descarga, con
motivo de una verificacion realizada por la Comision o la Procuraduria del cumplimiento de los parametros de calidad.




1.5 Procesos para el tratamiento de aguas residuales

1.5.1 Procesos fisicoquimicos

Entre estos procesos podemos encontrar los siguientes:

Osmosis inversa: éste es un proceso de separacion que usa presion para pasar una solucion a través

de una membrana que retiene el soluto en un lado y deja pasar al solvente del otro lado (Bakalar

et al., 2009).

Precipitacion quimica: para este método se utilizan agentes quimicos que demandan altas

cantidades de dosis entre los que podemos encontrar metildietilcarbamato y tricarbonato de sodio

(Soto et al., 2006).

Intercambio i6nico: aqui se emplean resinas de intercambio i6nico, asi los iones disueltos en el

agua pueden ser retenidos selectivamente. Como ejemplo los iones de Ca’' pueden ser
reemplazados por Na" de una resina para reducir la dureza presente en el agua (Nuria Garcia-

Mancha Delgado-Urefia, 2016).

1.5.2 Procesos bioldgicos

Para este caso destacan los siguientes:

Tratamiento con bacterias aerobias: Las bacterias aerobias son microorganismos que pueden

desarrollarse en presencia de oxigeno. La limitante es que la degradacion de la materia orgénica

se fija en una concentracion de hasta 1000 mg/L (Chan et al., 2009).

Tratamiento con bacterias anaerobias: Caso contrario a las bacterias aerobias, las bacterias

anaerobias se desarrollan en ausencia de oxigeno y pueden degradar concentraciones mayores a
los 1000 mg/L que soportan las aerobias, asi como la diferencia entre la generacion de lodos

residuales es menor con las bacterias anaerobias (Chan et al., 2009).



Fitorremediacién: El aprovechamiento de plantas seleccionadas para absorber, acumular y
metabolizar metales pesados u otros contaminantes presentes en el suelo, agua y aire (Delgadillo-

Lépez et al., 2011).

Por lo descrito anteriormente, el presente trabajo se centrard en el tratamiento de aguas residuales
empleando bacterias anaerobias y Cr (VI) como contaminante para su reduccion y reutilizacion

del agua.

1.6 Digestion anaerobia

En el proceso de la digestion anaerobia se degradan moléculas complejas, como lo son los
carbohidratos o lipidos, hasta obtener moléculas mas sencillas como el diéxido de carbono o
metano, éste es un proceso bioquimico de degradacion en serie y/o paralelo donde se involucran
distintos tipos de bacterias; en la figura 1.2 se presenta un diagrama donde se esquematizan las

etapas de la digestion anaerobia.

Para llegar hasta las moléculas mas sencillas la digestion anaerobia pasa por distintas etapas como
son la hidrolisis, fermentacion alcohdlica, acetogénesis y metanogénesis. La hidrdlisis es la
primera etapa del proceso donde los polimeros complejos presentes en la materia orgénica, como
carbohidratos, grasas y proteinas, se descomponen en moléculas mas simples, como azucares,
acidos grasos y aminoacidos, a través de reacciones de hidrodlisis; después de la hidrdlisis, las
bacterias fermentativas puedan transformar las moléculas en alcoholes y acidos grasos, obteniendo
como resultado hidrégeno y dioxido de carbono; la acetogénesis la cual tiene como producto el
acido acético a partir de la oxidacion de acidos grasos o alcoholes, asi como la produccion de
hidrogeno y dioxido de carbono; el tltimo paso es la metanogénesis que convierten los productos
de la acetogénesis, principalmente el acido acético y el hidrogeno, en metano y diéxido de carbono.

(Costanza-Corrales et al., 2015).
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Polimeros complejos
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Metano
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Figura 1.2. Diagrama de la digestion anaerobia. Fuente: (Lopez-Vazquez et al. 2017)

A continuacion, se presentan las reacciones quimicas que estan involucradas durante la digestion

anaerobia de acuerdo con Costanza-Corrales et al., (2015):

Fermentacion alcohdlica o acidogénesis

CH3H,,04 — 2C,H;0H + 2CO0, (D
Acetogénesis

CH;CH,0H + H,0 - CH;C00~ + H* + 2H, (2)
Metanogénesis

Las bacterias metanogénicas pertenecen al grupo Archeaea siendo anaerobias estrictas, el metano
es el principal producto de su metabolismo energético. El pertenecer a este grupo las hace

resistentes a diversos antibioticos comunes. La actividad metanogénica es mayor en ecosistemas
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de aguas dulces y terrestres, en los océanos la actividad es menor debido a la alta concentracion

de sulfatos que favorece el crecimiento de las bacterias sulfatoreductoras.

Los metandgenos convierten un rango relativamente angosto de sustratos simples a metano (CHa),
por lo tanto, en ecosistemas que contienen sustratos organicos complejos, deben interactuar con
otros anaerobios que sean capaces de transformar dichos sustratos en otros mas simples que las
bacterias metanogénicas puedan degradar. Algunos donadores de electrones pueden ser utilizados
por los metandgenos para reducir el CO2 a CHs. Casi todos los metandgenos pueden utilizar Ho,
otros pueden utilizar alcoholes de cadena corta. La decarboxilacion de acetato, se lleva a cabo por
dos géneros de bacterias metanogénicas, Methanosarcina y Methanotrix, las cuales son
responsables de aproximadamente dos tercios del metano producido en sedimentos de agua dulce
y bioreactores anaerobios. La fermentacion del metanol se lleva a cabo por un niimero limitado de
metandgenos metilotroficos. Los requerimientos nutricionales de los microorganismos
metanogénicos son muy variados. Algunos de ellos son autotrofos, y otros, en cambio, necesitan

factores de crecimiento muy complejos o trazas minerales muy concretas.

Como ya se menciond las bacterias anaerobias son capaces de degradar diversos tipos de sustratos
organicos, por ejemplo, las bacterias metanogénicas (BM) son capaces de degradar etanol como
sustrato organico. Sin embargo, las BM no son capaces de degradarlo completamente teniendo
como producto final acetato (reaccion 3), el cual puede ser degradado por una segunda reaccion

por las bacterias metanogénicas afines acetato o hidrogeno (reaccion 4 y 5).

2CH;CH;OH + HCO3 — 2CH3COO- + CHy +H' + CO; )
Oxidacion del acetato por metanogénesis:

CH;CO0~ + H,0 — CH, + HCO3 4)

4H, + HCO3; + H" = CH, + 3H,0 (5)

Cabe mencionar que en un consorcio microbiano pueden existir mas de un tipo de bacterias
anaerobias que pueden trabajar en sintrofia para llevar a cabo la degradacién de un sustrato
organico en especial como podria ser el etanol. Este sustrato puede ser degradado por una primera

reaccion por bacterias acetogénicas consumidoras de etanol, dejando como residuo el ion acetato,
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el cual es degradado completamente por una segunda reaccion en cadena por bacterias

metanogénicas (ver reaccion 2 y 4)

Las reacciones oxido-reduccion durante este proceso permiten la descomposicion de los sustratos
organicos mediante su oxidacion, esta liberacion de electrones proporciona al medio mineral
potenciales oxido-reduccion del orden de -350 a -400 mV (Lorenzo-Acosta y Obaya-Abreu, 2005).
El potencial oxido-reduccion es una medida de la actividad de los electrones, indicando la
presencia de especies oxidantes y reductoras, a menor cantidad de agente oxidante menor sera el
potencial. El ORP indica la actividad de los electrones liberados por las reacciones de oxidacion y
reduccion de compuestos a través del proceso, ademas de ser un indicador de la presencia o
ausencia de oxigeno en el medio. Si bien las bacterias metanogénicas son estrictamente anaerobias,
normalmente el ORP evoluciona de un estado oxidado, al reducido, por cooperaciéon de bacterias
como las acetogénicas, encargadas de consumir el oxigeno existente (Varnero-Moreno, 2011).
Cuando en el medio esta presente el oxigeno, este suele ser el ultimo aceptor de electrones durante
la respiracion aerobia; en el momento en el que este se agota, los procesos de reduccion pasan a

aquellos compuestos que estén disponibles y que sean mas oxidantes.

Las bacterias anaerobias se desarrollan en ambientes libre de oxigeno y en condiciones de potencial
reducidos. Las bacterias metanogénicas son anaerobios estrictos que trabajan ORP menores de
-250 mV (McBride y Walfe, 1971). Bajo estas condiciones de ORP las BM son capaces de reducir
metales de su estado soluble a metélico. Distintos autores reportan la reduccion de plata soluble a
plata metalica en pruebas en lote con bacterias anaerobias y reactores de lecho fluidificado o
fluidizado inverso de biopelicula con bacterias metanogénicas las cuales fueron capaces de reducir

el ORP del medio y reducir el metal (Garcia-Titla, 2021, Garcia -Torres, 2019).

Fude et al., (1994) utilizaron un consorcio de BSR obtenido de aguas residuales provenientes de
acabados metalicos para reducir Cr®" a Cr’* mediante pruebas en lote, obteniendo eficiencias de
remocion de Cr®" de 80-95% a partir de concentraciones iniciales de 50 y 2000 mg/L, lo cual
resulto de la disminucion del ORP del medio que atribuye a la actividad y crecimiento activo de
las bacterias. Pat- Espadas et al., (2016) realizaron pruebas en lote con lodo granular metanogénico
para reducir Pd*" a Pd’, sus resultados indican que la remocion de Pd** pudo deberse no solo a la

reduccion del potencial sino también a su adsorcion enzimatica.
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Es importante mencionar que la oxidacion del sustrato organico por las bacterias anaerobias con
lleva a la produccion de alcalinidad. Sin embargo, si la cantidad de H' del medio esta en exceso el
equilibrio se favorecera hacia la formacion de COzg) con la consecuente ausencia de alcalinidad.
Por otro lado si existe la cantidad suficiente de cationes en el medio el equilibrio se desplaza hacia

la formacién de bicarbonatos HCO3™ + H" <> COx) + H2O .

Entre las diversas experimentaciones que se han realizado para la bioreduccién de contaminacion
por metales pesados, destacan las bacterias sulfatorreductoras que han empleado los investigadores
tales como Battaglia et al., (2002), usa bacterias sulfatorreductoras para la reduccion del cromo
hexavalente, pero ¢l cambia el donador de electrones a hidrogeno, reportando un porcentaje de
efectividad que oscila entre el 80% al 100%. Chardin et al., (2002) realizan pruebas en lote con
bacterias sulfatorreductoras reduciendo Cr (VI), en este estudio se emplea el acido lactico como
donador de electrones y fuente de carbono, obteniendo asi un porcentaje de reduccion de Cr (V1)
a una concentracion de 250 uM. Sahinkaya et al., quien en 2012 publicé 2 articulos acerca de
reduccion de Cr (VI) por medio de reactores anaerobios empleando dichas bacterias; para el
primero obtuvo una eficiencia de reduccion del 90% empleando etanol como sustrato, para el
segundo articulo obtiene el 95% de eficiencia de reduccion del contaminante bajo las mismas
condiciones que el primero pero la diferencia es que no solo emplea etanol sino que afiade acetato
al sustrato, obteniendo esa diferencia del 5% respecto al primer articulo. En el caso de Montalvo
et al. (2013), en su tesis de maestria, reporta del 82% al 100% de reduccion del Cr (VI) a Cr (I1I)
con un reactor UASB con bacterias sulfatorreductoras y lactato como DQO. Lopez-Almaguer et
al., (2014) realizan un experimento para determinar a qué concentraciones incrementales de cromo
hexavalente las bacterias comienzan a inhibirse, reportando que a partir de 250 mg/L de cromo
(VI) las bacterias se inhibian por las altas concentraciones del contaminante. Qian et al., (2016),
evalia la eficiencia de un reactor anaerobio de flujo ascendente igualmente con bacterias
sulfatorreductoras, obteniendo porcentajes de eficiencia de remocion del 100% con glucosa y
levadura como donadores de electrones. F. Xu et al., (2016) emplean un reactor de lecho
fluidificado con Cr (VI) como contaminante, para concentraciones de 100 mg/L a 500 mg/L
reporta eficiencias de remocion de Cr (VI) de 75% a 48%. Marcela et al., (2017) aislan grupos de
microorganismos para después exponerlos a medios ricos en Cr (VI), con una concentracion de

102 mg/L obtuvo 90% de eficiencia de reduccion de Cr (VI), cuando cambian a 199 mg/L baja a
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70% de reduccion de Cr®" y con una concentracion de 298 mg/L obtiene entre 42% y 66% de
reduccion del metal, estas pruebas son realizadas en lote. Jin et al., (2017) en un reactor en lote
emplean un lodo anaerobio, con una carga de DQO de 500 mg/L obtienen eficiencias de remocion
de DQO que varian de 65% a 90%, emplean Cr (VI) como contaminante y la concentracion va de
los 2.5 mg/L a los 120 mg/L de Cr (VI), obteniendo eficiencias de remocion de Cr (VI) del 70%
al 100%, el TRH que emplean es de 1d.

1.7 Reactor LFI

El reactor de lecho fluidizado inverso consta de una columna de poliacrilico con un volumen de
120 mL y tomando en cuenta las mangueras y el recirculador seria un total de 200 mL, una bomba
de alimentacién y una mas de recirculacion; el influente entra por la parte superior y sale por la
parte inferior, posteriormente, de ese efluente una parte sale completamente del sistema y la otra

parte se recircula.

Este reactor también es llamado reactor de lecho expandido o reactor de lecho circulante. Las
particulas en su interior a menudo son llamadas portador de biopelicula. La velocidad del fluido
debe ser suficiente para que el soporte se mantenga en suspension y, a su vez, también depende de

la densidad del soporte respecto del agua, el diametro y su forma (Rittmann & Mccarty, 2003).

1.8 Biopelicula

Se le conoce como biopelicula a la formacion de colonias bacterianas alrededor de un soporte que

sea de material inerte y de baja densidad.

Para la formacion de la biopelicula, el soporte debera ser lijado para que la superficie se vuelva
rugosa, esto favorece el crecimiento de las bacterias en las cavidades, por lo que, una vez que el
soporte esté cubierto por su totalidad de microorganismos, estara formada la biopelicula. Villa-

Gomez, (2006), reporta tiempos de 90 dias que tardd en formacion de la biopelicula. Entre los
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materiales mas comunes con baja densidad para utilizacién de soporte de la biopelicula esta el
polietileno, polipropileno y poliestireno. Para su formacion tomaremos en cuenta 3 factores: las
bacterias, la superficie del soporte y el medio que les rodea. La presencia de flagelos es de gran
ayuda para que las bacterias puedan formar la biopelicula. Para la superficie del soporte es
necesario considerar la rugosidad, hidrofobicidad, entre otros, asi podemos seleccionar el tipo de
material a emplear; la hidrofobicidad hace referencia a la energia libre superficial, asi la
hidrofobicidad de una superficie disminuye al aumentar su energia libre superficial, de manera que
materiales como el vidrio o el acero inoxidable tienen una energia libre superficial elevada,
mientras que el teflon o poliestireno poseen una energia libre superficial pequefia. El medio en el
que se encuentren es de gran importancia, influyen factores como la temperatura, los nutrientes o
el pH. El proceso consta de los siguientes pasos: 1. Contacto de las bacterias con el soporte, 2.
Creacion de colonias bacterianas, 3. Comunicacion entre células y 4. Maduracion (Betelgeux,

2013).

Segun Rittman & McCarty (2003), las suposiciones por las que las bacterias prefieren ser parte de

una biopelicula podrian ser las siguientes:

e Las biopeliculas estan continuamente expuestas a sustrato fresco debido a que la

biopelicula esta cerca de su suministro.

e Diferentes cepas de bacterias estan obligadas a vivir en conjunto para transportar sustrato

0 para mas sinergia.

e Las biopeliculas son capaces de crear un microambiente interno para beneficiar a las

células.

1.9 Justificacion

Actualmente hay efluentes industriales con Cr (VI) y materia organica proveniente de cafeterias y
bafios, para remediar esta contaminacion son empleados procesos fisicoquimicos que pueden

causar dafos al ambiente por la alta cantidad de lodos residuales. Una alternativa, que es amigable
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con el ambiente, es el empleo de un proceso biologico como el de digestion anaerobia donde los
microorganismos son capaces de reducir el ORP a valores reductores favoreciendo asi la reduccion
de metales y también degradar la materia organica en una sola etapa en un reactor LFI, gracias a
la configuracion del reactor LFI no hay pérdida de microorganismos ya que estan adheridos en un
soporte de baja densidad que flota en la parte superior y los metales precipitados que se generan
se recuperan del fondo del reactor. Se tiene asi un proceso de tratamiento de aguas residuales que

es econdmicamente viable y amigable con el ambiente para su redso en el riego.

1.10 Objetivos

1.10.1 Objetivo General

Evaluar la reduccion y precipitacion de cromo (VI) contenido en aguas residuales mediante una
biopelicula anaerobia en un reactor de lecho fluidificado inverso, para la reutilizacion del agua

proveniente de efluentes industriales.

1.10.2 Objetivos especificos

e Evaluar la capacidad de las bacterias anaerobias para reducir el ORP en pruebas en lote
expuestas a concentraciones de 10 a 500 mg/L de Cr (VI), mediante el andlisis de CHa,
ORP, DQO, pH, Alcalinidad, Cré* y Cr’t y caracterizar el Cr(OH); mediante microscopia
electronica de barrido (MEB) y difraccion de rayos X (DRX).

e Determinar de manera quimica la produccion de metano a partir de la oxidacion de etanol

con Cr (VI) en pruebas en lote.

e Valorar la capacidad de recuperacion de las bacterias anaerobias, en un medio solo con

etanol, después de estar expuestas al Cr (VI).
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e Evaluar la eficiencia del reactor LFI para reducir el Cr (VI) a Cr (IIl) y precipitarlo el
Cr(OH);, mediante concentraciones incrementales de cromo, a partir del analisis de DQO,

pH, ORP, alcalinidad y remocién del cromo.
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2. Materiales y métodos para la remocion de cromo (VI) en pruebas
en lote y en continuo con bacterias anaerobias

2.1 Actividad metanogénica especifica expuesta a cromo

Para la realizacion de esta prueba se requiri6 previamente la cantidad de solidos volatiles (SV) del
lodo metanogénico. De acuerdo con la cantidad de volumen de la botella serologica a emplear, se
determin6 el volumen de medio mineral que se adiciond a la botella. Se utilizaron botellas
seroldgicas de 60 mL y dependiendo del volumen agregado a cada botella, se calculé la cantidad
de lodo metanogénico para tener una concentracion de 2 g SV/L, se adiciond 1 g DQO/L como
etanol, se agregd el volumen necesario de solucidon stock 10 veces concentrada (10x) que se
prepar6 de acuerdo con la tabla 2.2 y 1 mL de elementos traza que indica la tabla 2.1, las
concentraciones de Cr (VI) se prepararon a partir de una solucion estandar de 1000 mg/L
(K>Cr207) para cada botella y fueron de 0 mg/L, 10 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L, 200
mg/L, 250 mg/L, 300 mg/L, 350 mg/L, 400 mg/L, 450 mg/L y 500 mg/L de Cr (VI) se ajusto el
pH a 7.0 con bicarbonato de sodio (NaHCO3). Las botellas se sellaron con tapones de hule y anillos
de aluminio, se intercambid la atmosfera y el equilibrio de la presion del sistema se logrdé con
ayuda de una manguera con 2 agujas, una punta va a la botella y el otro extremo a un vaso con
agua, se incubaron a 30°C y 100 rpm. Los experimentos se realizaron por cuatriplicado. El ensayo
control consistio en una botella con la misma concentracion de SSV, el mismo volumen de medio
mineral basal, pero sin sustrato. El control se utilizo para corregir la produccion de metano debida
a la produccion endogena. El volumen de metano producido se cuantificd dos veces al dia, por
medio del desplazamiento de una solucién de NaOH al 3%. Se analizo DQO, pH, ORP, Cr (VI),
Cr(total) y Cr (III), por MEB y DRX el precipitado formado en el fondo de las botellas. Ademas,
se analizd una muestra liquida por IR para determinar grupos funcionales. Con esta prueba se
comprobd la completa mineralizacién del sustrato organico a compuestos simples como CHy y

COa.

En este proyecto se trabajo con una solucion sintética de Cr (VI) y etanol como sustrato organico
con la finalidad de simular un efluente real que contenga metal proveniente de un proceso

industrial y un efluente que contenga materia organica proveniente de bafios y cafeterias.
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2.2 Inoculo

Se utilizdé como indculo un lodo granular de origen metanogénico proveniente de la planta de
tratamiento de la empresa Ricolino, S.A. de C.V. de la ciudad de San Luis Potosi. El lodo estuvo
almacenado a 4°C hasta el momento de inocular el reactor.

El lodo granular contenia 0.048 g de sélidos suspendidos volatiles (SSV) por gramo en base

humeda.

2.3Solucion de elementos traza

Los elementos traza proporcionan los nutrientes necesarios para los microorganismos. En la tabla

2.1 se enlistan los compuestos para su preparacion.

Tabla 2.1. Compuestos para preparacion de elementos traza. Fuente: Montalvo et al. (2013)

Compuesto Concentracion (g/L)
FeCl2*4H.O 1.5
MnCl2+4H,O 0.1
EDTA 0.5
H;BOs 0.062
ZnCl 0.07
NaMoO4+2H>0 0.036
AlCl3°6H.0 0.04
NiCl3*6H.O 0.024
CoCl2*6H>0 0.07
CuCl2*2H,0O 0.02
HCI1 36% 1 mL
NaxSeO3 0.1
Rezasurina 0.5
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2.4 Solucion stock 10x para actividad metanogénica

En todos los ensayos anaerobios, los nutrimentos esenciales para el crecimiento y la actividad de
las bacterias siempre deben suplementarse en cantidades adecuadas, se adicionan para asegurar

que no exista limitacion por nutrimentos. Se enlistan en la tabla 2.2

Tabla 2.2. Compuestos necesarios para la preparacion de solucion 10x para actividad
metanogénica. Fuente: Montalvo et al. (2013).

Compuesto Concentracion g/L
NaH;PO4H20 7.03
KoHPO4 6

NH4Cl 2.8
MgSO4+7H,0 1.11
CaCl2*2H20 0.06

Nota: Debera disolver, en 500 mL, cada compuesto perfectamente y en el orden que se muestra antes de
agregar el siguiente. Posteriormente aforar a 1 L, mantener en refrigeracion para su estabilidad.

2.5 Cinética Quimica

Para la realizacion de la cinética quimica se utilizaron botellas serologicas de 60 mL a
concentraciones de 0 mg/L, 10 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L, 200 mg/L, 250 mg/L, 300
mg/L, 350 mg/L, 400 mg/L, 450 mg/L y 500 mg/L. de Cr (VI), etanol como sustrato organico y
agua, no se afiadieron microorganismos para verificar la produccion de metano de manera quimica.
El volumen de metano producido se cuantificé dos veces al dia, por medio del desplazamiento de

una solucion de NaOH al 3%. Ademas, se analiz6 DQO, pH, ORP, Cr (VI), Cr(total) y Cr (III).
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2.6 Pruebas en lote con lodo metanogénico sin exposicion a Cr (VI)

Al final de las pruebas en lote con lodo granular expuesto a diferentes concentraciones de Cr (VI),
la solucion fue retirada y se repuso con medio fresco sin cromo, de acuerdo a lo descrito en la
seccion 2.1.

Esto con la finalidad de determinar el grado de recuperacion de los microorganismos y el efecto

toxico del cromo sobre las BM. Se analizé produccion de CH4, DQO, pH y ORP.

2.7 Reactor de lecho fluidificado inverso

El reactor de lecho fluidificado inverso (LFI) constd de una columna de poliacrilico con fondo
conico, el volumen es de 130 mL Las medidas del reactor son las siguientes: didmetro interior de
2.5 cm, didmetro exterior de 3 cm, altura de 30 cm. Adicionalmente cont6 con un recirculador que
nos ayudd a mantener el nivel del medio dentro del reactor, este cambio en el nivel se debid
principalmente a la produccion de metano que iba desplazando el volumen del medio hacia abajo,
pero se mantenia un nivel fijo con ayuda del recirculador; las medidas de este Gltimo eran de 4 cm
al interior y 5 cm de altura. También se contabilizé el volumen que contenian las mangueras del
reactor con un didmetro interno de 0.6 cm y un largo de 2 m. El volumen total de todo el reactor,

contabilizando columna, recirculador y mangueras, fue de 200 mL.

Inicialmente el tiempo de retencion hidraulico (TRH) se establecié en 1 dia. Este parametro es de
vital importancia en la operacioén de reactores anaerobios, segun (Caldera et al., 2003), el lavado,
asi como la acumulacion de acidos grasos volatiles (AGV) y la disminucion del porcentaje de
remocion de sustrato organico son ocasionados por el corto tiempo de interaccion entre las
bacterias anaerobias y la materia organica fruto de tener un TRH pequenio. Para un TRH de 1 dia

el flujo de alimentacion fue de 0.138 mL/min.

Como se menciond al inicio, el reactor contd con un recirculador asi una parte del agua que sali6
del reactor se recirculo y la otra salié por completo del sistema, este flujo de recirculado se alimento
directamente en el reactor junto con el flujo que aliment6 la bomba de alimentacién. La

temperatura de operacion del reactor LFI fue a temperatura ambiente (20 — 25 °C)
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2.7.1 Material de soporte

Como material de soporte para el desarrollo de la biopelicula se empled polietileno de baja
densidad e inerte para que no se provoquen reacciones quimicas. Se le realizaron pruebas

hidrodindmicas para conocer las condiciones de desarrollo de la biopelicula.

Se le adicionaron 15 mL de soporte, posteriormente se le realizaron pruebas para expandirlo hasta
el 50% del volumen del reactor. Para preparar el soporte se mantuvo por 4 dias en agitacion en un
matraz que contenia 800 mL de agua destilada, 0.5 g de peptona de caseina y 0.5 g de extracto de

levadura, esto de manera que se facilitara la incorporacion del lodo granular con el soporte.

2.7.2 Inoculo y sustrato orgdnico para el reactor LFI

El reactor LFI se inocul6 con bacterias metanogénicas de la planta de tratamiento de Ricolino S.A.
de C.V. de San Luis Potosi. El volumen con el que se inoculd el reactor. Para asegurar la adhesion

el reactor se mantuvo en recirculacion durante 24 h.

Como sustrato organico se utilizé etanol y una mezcla de etanol- acetato en diferentes periodos de

operacion del reactor.

2.7.3 Pardametros operacionales del reactor LFI
El arranque del reactor se inicié con un TRH de 1 dia, el sustrato organico fue etanol, el medio de

cultivo contenia elementos traza y solucion stock 10 veces concentrada segun tabla 2.4. En la tabla

2.3 se indican las condiciones iniciales de operacion del reactor.
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Tabla 2.3. Condiciones de operacion del reactor LFI en continuo

Parametro

Periodos experimentales

I 1 i v v VI VI
Dias de operacién 1-25 26 - 84 8598 99 109 110-123  124-140  141-161
DQO (mg/L) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Etanol — Ac. Acético 100-0 103 :80(;38:5 0 80:20 8900‘:2100/ 90:10 90:10 90:10
PHaftuente 7 7 7 7 7 7 7
ORP (mV) 12.4 19.5 20.8 35.2 23.1 24.7 413
TRH (dias) 1 1-1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5-2
Cr (VI) (mg/L) 5 10 15-19 21 2530 3580 100
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2.8 Medios para cultivo

2.8.1 Solucion stock 10x para reactor

Esta es una soluciéon 10 veces concentrada con la que se prepara el medio de cultivo en el reactor.

A continuacion, se enlistan en la tabla 2.4:

Tabla 2.4. Composicion del medio de cultivo para reactor 10x. Fuente: Montalvo et al. (2013)

Compuesto g/L
NH4CL 3
CaCL,*2H,O 0.15
KH2PO4 2
MgCl*6H>O 1.2
KCl 2.5

2.9 Métodos

2.9.1 Analisis de pH

Para esta medicion se us6 un potencidmetro marca Thermo Scientific modelo Orion 3 Star y un
electrodo de pH de la marca Thermo Scientific. En este parametro, las bacterias anaerobias lo

mantienen en un rango o6ptimo de 6.5 a 7.5 (Costanza-Corrales et al., 2015).

Al monitorear este parametro podemos constatar que el medio no se vuelva alcalino ni 4cido

afectando a las bacterias inhibiendo su actividad por los cambios en el pH.

2.9.2 Analisis de ORP

Para este factor se realizé la medicion con un potencidémetro marca Thermo Scientific modelo
Orion 3 Star y un electrodo de potencial marca Thermo Scientific. EI ORP 6ptimo al que trabajan

las bacterias anaerobias oscila entre los -150 mV a -300 mV (Neculita et al., 2007).
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Este parametro es conocido por que influye en el desarrollo bacteriano. Si cuenta con valores
positivos se inhibe el desarrollo de las bacterias anaerobias, esto por el oxigeno disuelto en el
medio en que se encuentran. Algunos microorganismos, cuando mantienen el potencial de 6xido
reduccidn en ciertos valores se logra bloquear la transferencia de O desde su fase gaseosa a la

liquida (Martinez et al., 2005).

2.9.3 Analisis de alcalinidad

Para este analisis se prepar6 una solucion de HCl a 0.1N y se valoré con NaOH igualmente a 0.IN.
Una vez valorado, se emplea el HCI titulando una muestra de 10 o 20 mL tomada de las bacterias
alimentadas con Cr (VI), se anade el HCl y con ayuda de un potenciémetro se mide el pH hasta
llegar a 5.8, se registra el volumen gastado y esa es la alcalinidad del bicarbonato, se expresara en
equivalencia de CaCOs; sigue la titulacion hasta llegar a un pH de 4.3 y se registra el volumen
total gastado y se calculara la alcalinidad total expresada también en equivalencia de CaCOj3
(American Public Health Association et al., 2017). Este analisis nos ayuda a conocer la capacidad
buffer del sistema ya que, con la posible produccion de acidos grasos volatiles (AGV), puede haber

una disminucién del pH que cause inhibicion en las bacterias anaerobias.

2.9.4 Analisis de DQO por método de reflujo cerrado

Para medir este parametro, primero se realiz6 la curva de calibracion que va de los 50 mg/L a 1000
mg/L (Ver Anexo B). Esta curva se forma a partir de biftalato de potasio que tiene una DQO teorica
de 1.176 mg O2/mg de bifatalato, se toman diferentes volimenes de muestra y se complementa
con agua desionizada para llegar a un volumen de 2 mL. Una vez que se agrega la muestra a los
tubos, se procede a afiadir 1.2 mL de la solucion 1 que se denomina “de digestion”, la cual esta
compuesta de sulfato mercurico, acido sulfirico concentrado y dicromato de potasio. Después se
afiaden 2.8 mL de la solucion 2 que se denomina “reactivo de sulfato de plata” que contiene sulfato
de plata y acido sulfurico. Se tapa y se mezcla el tubo para llevarlo al digestor previamente

calentado a 150°C y digerir por 2 horas. Una vez pasado el tiempo, se retiran y se dejan enfriar a
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temperatura ambiente, esto ayuda a sedimentar los precipitados. Al final se mide la absorbancia a
600 nm en un espectrofotometro usando agua destilada como referencia (American Public Health
Association, 2017. Secretaria de Economia, 2001). La solucién 1 nos ayuda a oxidar la materia

orgéanica y la solucion 2 es un catalizador que ayuda a acelerar la reaccion.

2.9.5 Analisis de Cr (VI) por método colorimétrico

Para la determinacion de la concentracion del cromo hexavalente se utilizd un método
colorimétrico. Para este andlisis se empled una curva de calibracion a distintas concentraciones de
cromo que vade 0.1 mg/L a 1.0 mg/L (Ver Anexo C); para preparar el reactivo de difenilcarbazida
que le da el color al experimento se utilizd 0.2 g del reactivo 1.5-difenilcarbazida en 100 mL de
etanol y 40 mL de acido sulfurico en 36 mL de agua destilada; antes de afadir este reactivo, a la
muestra tomada con cromo se le afiadird 0.5 mL de acido sulfurico (1:1) y 0.15 mL de acido
fosforico al 85% de pureza para después aforar el matraz a 50 mL con agua destilada; al matraz
con muestra de cromo se le afade 1 mL del reactivo de difenilcarbazida y se deja reposar por 10
minutos para que desarrolle el color. Después se lleva al espectrofotometro y se mide la
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm usando agua como referencia (American Public

Health Association et al., 2017).

2.9.6 Andalisis de Cr total por método colorimétrico

Para determinar la cantidad de cromo total se toma una muestra con cromo que se adecue a la
curva de calibracion y se afora con agua destilada en un matraz para que el volumen sea de 15 mL,
se le afiaden 2 gotas de solucidon anaranjado de metilo para que funcione como indicador. Después
se le anade gota a gota hidréxido de amonio para que la solucion sea basica, luego se le afiade
acido sulfurico (1:1) para volver acida la solucion y se le afiade 1 mL mas en exceso. La solucion
se lleva a ebullicion para afadirle 2 gotas de permanganato de potasio, la solucion tomara un color
rojo oscuro. Por espacio de 2 minutos mas se deja a ebullicion y se le afiade 1 mL de solucion de

azida de sodio hasta que la solucion se vuelva transparente, en caso de que la muestra no se torne
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transparente se le afade 1 mL mas. Se deja enfriar a temperatura ambiente y se le afadieron 0.25
mL de acido fosforico. La determinacion de este parametro se realiza con el mismo procedimiento

del Cr (VI) (American Public Health Association et al., 2017).

2.9.7 Analisis mineraldgico del precipitado recuperado

Para este analisis emplearemos la difraccion de rayos X (DRX) y la microscopia electronica de
barrido (MEB), con estas dos técnicas podemos conocer con exactitud la composicion del mineral.
La difraccion nos ayuda a conocer de que material se trata basandose en la ley de Bragg, esta
técnica es muy certera en la obtencion de compuestos, pero se pueden producir picos que se
empalmen lo que provocaria el que no se contemple un compuesto totalmente distinto por estar en
el mismo lugar que el pico del mineral de interés. Si llegara a suceder esta situacion debemos
recurrir al MEB que por medio de un microanalisis nos proporciona los porcentajes exactos de

material que hay en la muestra.

Las bacterias se someteran a distintas concentraciones de cromo (VI) para hacerlas resistentes al
contaminante, estas concentraciones iran en aumento para lograr que las bacterias desarrollen

resistencia y no se inhiban facilmente cuando estén en el reactor a concentraciones altas de Cr

(VI).

2.9.8 Andalisis de Solidos Volatiles, Fijos y Totales

Para la preparacion de las cépsulas: llevar las capsulas a la mufla a 550°C por 1 hora, una vez
pasado ese tiempo se introducen a un desecador para su enfriamiento, pesarlas y registrar el peso
“A” y mantenerlas en el desecador para su posterior uso. Para la muestra del lodo granular: tomar
una muestra de entre 2 g y 3 g en una capsula previamente preparada y registrar el peso “X” en
gramos de lodo. Después meter a secar en el horno a 105°C por 12 horas, ya que pasé ese tiempo
se debe poner a secar en el desecador para luego pesarlas y registrar el peso “B”. Para finalizar,

esta muestra se ingresa a la mufla a 550°C durante 1 hora, después que transcurre ese tiempo se
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mete al desecador a enfriar y, una vez fria la muestra, se registra el peso “C”. La determinacion de
este parametro nos ayuda a conocer la cantidad de gramos de solidos volatiles (SV) por gramo de
lodo (g SV/g lodo), asi podemos saber la cantidad de indculo para cierta carga organica a degradar

y viceversa (American Public Health Association et al., 2017).

2.9.9 Analisis de Solidos Volatiles Inmovilizados

Para realizar esta prueba primeramente se deben preparar los filtros gooch. Al crisol se le introduce
un filtro de fibra de vidrio colocando la cara rugosa hacia arriba, para ayudar a la adherencia entre
estos 2, se moja el filtro con agua destilada. Se introducen los crisoles a la mufla previamente
calentada a 550°C por 20 minutos. Se sacan de la mufla y se trasladan al horno a una temperatura
de 105°C por 20 minutos. Transcurrido el tiempo se retiran del horno y se introducen a un

desecador para que se enfrien. Después se pesan y se registra ese primer peso como “G1”.

La biopelicula se desprende del soporte con ayuda de un sonicador, primero a la botella seroldgica
se le retira el arillo de aluminio y posteriormente se introduce en el bafio sénico por 5 minutos,
pasado el tiempo se extrae el liquido de la botella seroldgica para pasarlo por el filtro gooch que
se prepard en un inicio y empleando una bomba de vacio el liquido se separa del lodo. Se afiade
un volumen de agua conocido y se repite el proceso del bafio sonico, esto debe repetirse cuando
menos 5 veces. Una vez que se dificulta la extraccion del agua con la bomba de vacio se cambia

el filtro por uno nuevo.

Al finalizar la filtracion, las muestras se introducen al horno a 105°C por una hora, después de ese
tiempo se retiran y se dejan enfriar en un desecador, se pesa el filtro y se registra como “G2”. Se
introduce el filtro a la mufla a 550°C por 15 minutos, se extrae, se deja secar en desecador y se

anota el peso como “G3” (Montalvo et al., 2013).
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2.9.10 Analisis por Espectroscopia Infrarroja (IR)
El analisis de las muestras por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier FT-IR se
llevé a cabo en un equipo marca Thermo Scientific modelo Nicolet iS10, para la determinacion de

la existencia del grupo funcional del acetato presente en pruebas en lote y en el efluente del reactor

LFIL.

2.10 Calculos

2.10.1 Estequiometrias

Equivalencia de DQO tedrica para el etanol:

184 g etanol — 384 g DQO
240 g acetato — 256 g DQO

A partir de la estequiometria anterior tenemos:
0.48 g etanol/g DQO

0.94 g acetato/g DQO

2.10.2 Calculo de sdlidos totales, fijos y voldtiles:

(B —C) %100

% Solidos Volatiles (SV) = <

% Solidos fijos (SF) = (C — A) =100
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(B—A)*100

% Solidos totales (ST) = ¥

Donde:

A =Peso de la capsula, en g.

B = Peso de la cépsula + muestra seca, en g.
C = Peso de la cépsula + calcinados, en g.

X =Peso de lodo, en g.

2.10.3 Calculo de solidos voldtiles inmovilizados

G2 —G3
SVI = — * 1000

Donde:

SVI = solidos volatiles inmovilizados (mg/L)

G2 = peso del crisol con el filtro y residuo seco (mg)
G3 = peso del crisol con filtro y residuo calcinado (mg)

V = volumen de la muestra (mL)
2.10.4 Eficiencia de remocion de DQO

Eficiencia de remocién DQO (%) =

DQOinicial
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2.10.5 Determinacion de alcalinidad

Vol.x EQ * N
Vol. Muestra

Alcalinidad (mg CaC03) =

Donde:

Vol. = mL gastados de HCl a 0.1N

EQ = Peso equivalente de CaCO3 (50000 equivalencia)
N = Normalidad de la solucion de HCI

Vol.Muestra = Volumen de la muestra analizada (mL)

2.10.6 Determinacion de Cr (111)

Cr (III) = Cr(total) — Cr(VI)inicial
Donde:
Cr (IIT) = Concentracion de cromo trivalente (mg/L)
Cr(total) = Concentracion de cromo total (mg/L)

Cr (V]) inicial = Concentracién de cromo hexavalente en el afluente (mg/L)

2.10.7 Eficiencia de remocion de Cr (VI)

Eficiencia de remocion Cr (VI) (%) = Cr (VI)inicial
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Donde:
Cr (VI) inicial = Concentracion de cromo hexavalente en el afluente (mg/L)

Cr (V]) final = Concentracion de cromo hexavalente en el efluente (mg/L)
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RESULTADOS

3. Comportamiento de bacterias anaerobias expuestas a distintas

concentraciones de cromo (VI) en pruebas en lote

3.1 Pruebas en lote con lodo metanogénico expuesto a concentraciones
incrementales de Cr (VI)

Las pruebas de ABM con lodo granular y el analisis de solidos volatiles fueron realizados de
acuerdo con lo indicado en la seccion 2.1. En la Figura 3.1 y la Tabla 3.1 se muestran los resultados
de las pruebas en lote con lodo granular expuesto a diferentes concentraciones de Cr (VI). Esta

prueba se realizo para estudiar la afectacion del Cr (VI) sobre las bacterias anaerobias.

Los resultados obtenidos del analisis del lodo granular anaerobio nos indican que la cantidad de
solidos suspendidos volatiles fue de 0.048 g SSV/g de lodo, valor con el que se calculd la cantidad

de microorganismos que se utilizd en cada botella para las pruebas en lote.

Los resultados obtenidos de las pruebas en lote muestras que durante las primeras 21 h las botellas
expuestas a 10 mg/L y 50 mg/L de Cr (VI), fueron las primeras en producir CH4 por encima de la
concentracion de 0 mg/L de Cr (VI) y las demas concentraciones, esto puede ser debido a que al
inicio de las pruebas la presencia del metal favorecio la actividad de los microorganismos (Fig.
3.1). Diversos autores reportan que muchas sustancias causan inhibicion/toxicidad en los
microorganismos pero las variaciones dependen de factores como el sinergismo, aclimatacion y
complejidad del proceso anaerobio empleado; sin embargo, segtn la literatura, los metales pesados
en pequefas concentraciones pueden servir como estimulantes para las bacterias anaerobias
(Utgikar et al., 2002; Van Hullebusch et al., 2003). Diversos autores reportan el efecto que tiene
el hierro, niquel y cobalto, a una concentracion de 5 mM, en la actividad de las bacterias anaerobias
mediante pruebas en lote, y encontraron que mientras el hierro estimula la actividad de las bacterias

metanogénicas, el niquel y el cobalto las inhiben (Sai Ram et al., 2000).

A partir de las 200 h todas las botellas empezaron a producir CH4 de manera exponencial, la

produccién de este gas nos indico que las BM estaban activas. Las botellas de 500 mg/L y 450
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mg/L de Cr (VI) fueron las que menos gas produjeron alcanzando los 3.8 mL y 2.5 mL de CHg,
respectivamente. La botella de 0 mg/L produjo 5.7 mL de CH4 ubicandose por encima de la mitad
de pruebas en lote que, si contenian cromo, lo que podria atribuirse a un posible efecto inhibitorio

sobre los microorganismos metanogénicos por la presencia de altas concentraciones del metal.

Si ordenamos la cantidad de CH4 de mayor a menor productor seria como sigue: 10, 50, 100, 200,
250, 350, 0, 150, 300, 400, 500 y 450 mg/L de Cr (VI); segun Metcalf & Eddy (2003) la
concentracion fuertemente inhibitoria para las bacterias anaerobias es de hasta los 200 mg/L a 250
mg/L, si tomamos como referencia la prueba con 0 mg/L, por encima de ella se ubicaron las
pruebas con concentraciones de hasta 350 mg/L de Cr (VI), exceptuando las que contenian 150
mg/L y 300 mg/L de Cr (VI), rebasando asi la concentracion inhibitoria marcada anteriormente;
para el caso de las botellas de 150 mg/L y 300 mg/L de Cr (VI) se especula que, al momento de
realizar la homogeneizacion del lodo metanogénico para inocular las botellas, se pudo haber
tomado una parte de lodo metanogénico que contenia un grupo de bacterias anaerobias que no son
afines al metal inhibiéndose en la produccion de metano. Finalmente, las botellas de 400 mg/L a
500 mg/L de Cr (VI) fueron las que menos produjeron biogés, posiblemente en la actividad

metabdlica de las BM expuestas a estas concentraciones del metal.

La produccion de metano tuvo periodos donde no hubo produccion del mismo, en el rango de 669
horas a 789 horas se aprecia, en la figura 3.1, una meseta en ese tiempo, esto podria ser debido a
que existe otro grupo de bacterias anaerobias las cudles son denominadas acetogénicas que son
capaces de oxidar el etanol a acetato, éste ultimo es el compuesto al que mayormente son afines
las bacterias metanogénicas por lo que en este periodo estacionario sin produccién de metano,
podriamos decir que no habia produccion de acetato para que las bacterias metanogénicas lo
pudieran oxidar a metano. En base a lo anterior podriamos asumir que en nuestras pruebas en lote
habia dos grupos de bacterias metanogénicas: 1) las que son afines al etanol que lo degradan hasta
metano; y 2) las que son afines al acetato y esperan a que este compuesto esté presente en el medio
para poder oxidarlo a metano (acetato generado por bacterias acetogénicas consumidoras de etanol
(ver reacciones 6 y 7), siguiendo asi la cadena de degradacion de sustrato organico de la Figura

1.2 que nos indica cada tipo de bacteria involucrada en cada etapa de la digestion anaerobia.

Otra posible explicacion es que el cromo a altas concentraciones puede causar un efecto inhibitorio

a cierto tipo de bacterias anaerobias, por ello no son capaces de producir metano durante las
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primeras horas, sin embargo, el cromo es un agente oxidante en presencia de etanol, lo que causa
su reduccion disminuyendo la concentracion de Cr (VI) que esta afectando a las bacterias. Al haber
una reduccion de Cr (VI) algunas bacterias son capaces de recuperar su actividad metabolica, lo

que conlleva a la produccion de metano.

La produccion final de metano se present6 alrededor de las 1200 horas, donde la curva se mantuvo
en estado estacionario. Se detuvo la cinética para evitar el decaimiento enddégeno que, segin
Rittmann & Mccarty (2003), hay una necesidad de las bacterias anaerobias por cubrir demandas
celulares de motilidad, reparacion, transporte y pérdida de calor, por lo tanto, para este
requerimiento de energia y de electrones requeridos para mantenimiento, las células se oxidan para
cubrir la necesidad de energia para la preservacion de las demas bacterias anaerobias. También se
sefala que no toda la oxidacion de biomasa activa es empleada para la generacion de energia, sino
que un pequeno fragmento se acumula como biomasa inerte. En otras palabras, el decaimiento
endogeno es la pérdida de biomasa activa lo que se traduce en la reduccion de la cantidad del
porcentaje de solidos suspendidos volatiles por cada gramo de lodo anaerobio (% SV/g lodo
metanogénico).
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Figura 3.1. Produccion de CHy en pruebas en lote con lodo granular metanogénico expuesto a diferentes
concentraciones de cromo. 0 mg/L Cr(VI) (o), 10 mg/L Cr(VI) (¢), 50 mg/L Cr(VI) (¢), 100 mg/L Cr(VI)
(4), 150 mg/L Cr(VI) (o), 200 mg/L Cr(VI) (), 250mg/L Cr(VI) (o), 300 mg/L Cr(VI) (+), 350 mg/L
Cr(VD) (¢), 400 mg/L Cr(VI) (m), 450 mg/L Cr(VI) (A), 500 mg/L Cr(VI) (x).

36



3.1.1 Desemperio del ORP, pH y DQO

En la Figura 3.2a se muestra el potencial de oxidacion reduccion durante las 1300 h que duro la
cinética microbiana. Al inicio de la cinética las bacterias estan en etapa de adaptacion por lo que
se tardan en disminuir el ORP que fue oxidativo, alrededor de 50 mV, sin embargo, las bacterias
metanogénicas fueron capaces de disminuir el potencial a condiciones reductoras. Arias Arce et
al., (2021) reportan que los potenciales positivos son indicadores de ambientes con presencia de
oxigeno por lo tanto las condiciones iniciales no fueron anaerobias y las propias bacterias
generaron estas condiciones para poder estar en un medio con ausencia de oxigeno al cual ellas

son afines.

A pesar de que las botellas de 10 mg/L y 50 mg/L fueron las primeras en producir CHa, la reduccion
del ORP se observa hasta las 101 horas (-5.2 mV), sin embargo, esto puede ser debido a dos cosas:
1) el ORP disminuye al haber una reduccion bioldgica del etanol lo que produce metano, pero
aumenta debido a la presencia del K,Cr,O7, como es bien sabido, es un oxidante fuerte del etanol;
2) al haber una oxidacion quimica del etanol por la presencia del KoCr2O7, el etanol es trasformado
a metano. Sin embargo, la concentracion del Cr (VI) es pequefia y no afecta a las BM, por el

contrario, favorece la produccion de CHas.

Las botellas expuestas a mayores concentraciones del metal presentaron mayor tiempo de
adaptacion (fase de retardo) esto puede estar relacionado con su efecto inhibitorio sobre los
microorganismos y al aumento en el valor de ORP que provocan en el medio, lo cual requiere
mayor cantidad de energia por parte de las bacterias anaerobias para adaptarse a las condiciones
del medio y poder utilizar la energia del sustrato para disminuir el ORP y producir CH4. Ademas,
al ir en aumento la concentracion del metal, este consume mas etanol de manera quimica

aumentando el ORP y retardando la produccion de CH4 de manera bioldgica.

Cabe mencionar que los valores de ORP en todas las pruebas fueron de reductores a oxidativos y
viceversa, esto debido a que todas las botellas fueron abiertas dos veces al dia para la medicion de
diversos parametros, lo que ocasionaba la entrada de oxigeno a las botellas provocando aumento
en el ORP, sin embargo después de un periodo de tiempo este volvia a ser reductor, esto podria
estar asociado al establecimiento del equilibrio entre el oxigeno presente en la cabeza de aire de la

botella y el sustrato orgénico (etanol) presente en el medio. Debido a que la solubilidad del oxigeno
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Figura 3.2. Determinacion de a) Potencial oxido-reduccion, b) pH, c) DQO remanente en pruebas en lote con
lodo granular metanogénico expuesto a diferentes concentraciones de cromo. 0 mg/L Cr(VI) (e), 10 mg/L
Cr(VI) (¢), 50 mg/L Cr(VI) (¢), 100 mg/L Cr(VI) (), 150 mg/L Cr(VI) (o), 200 mg/L Cr(VI) (1), 250mg/L
Cr(VI) (o), 300 mg/L Cr(VI) (), 350 mg/L Cr(VI) (+), 400 mg/L Cr(VI) (m), 450 mg/L Cr(VI) (A), 500 mg/L
Cr(VD) (x)
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en el agua es baja (8.2 mg/L a 25°C), basta con pequefias cantidades de materia organica para

bacterias
eliminar y consumir el oxigeno presente (CH2O + 02 —>» CO: + H20). En ausencia de oxigeno

los microorganismos anaerobios utilizan los aceptores de electrones con mayor poder oxidante
(Wang et al., 2010), por lo que si mas de un aceptor de electrones esta presente en el sistema como
el ion dicromato, se utilizaria primero el que proporcione mayor energia a las bacterias, conforme
se agota este aceptor de electrones comienza a disminuir y se utiliza el siguiente aceptor de
electrones disponible; por lo que después del agotamiento de oxigeno y oxianiones, la

sulfatorreduccion y metanogénesis tienden a ocurrir en secuencia (Strevett et al., 2002).

Las bacterias metanogénicas son anaerobios estrictos que trabajan en valores de potencial redox
entre los -200 mV a -400 mV; se ha observado en algunos trabajos (Brioukhanov et al., 2006) que
estas bacterias son sensibles ante la presencia de oxigeno molecular pues el potencial de oxidacion-
reduccidn incrementa inhibiendo su actividad y la produccion de metano (Fetzer & Conrad, 1993).
La botella con 0 mg/L de Cr (VI) fue la primera en reducir el ORP a valores reductores a las 21

hrs con un ORP de -5.1 mv, seguida de la botella con 10, 50 y 100 mg/L.

El valor maximo de ORP fue de -499 mV en las botellas con una concentracion de 400 mg/L de
Cr (VI) a las 1085 horas. En el periodo de tiempo en el que no hubo produccion de metano, los
potenciales registrados muestran valores reductores de hasta -348 mV, esto es un indicador que no
solamente se cuenta con bacterias metanogénicas y acetogénicas, sino que existen mas grupos de
bacterias anaerobias que estuvieron ayudando a la generacion de las condiciones Optimas para que
se dé la degradacion de la materia orgdnica. A partir de las 1200 horas podemos observar que ya
no existen condiciones anaerobias ya que los potenciales fueron oxidativos, esto concuerda con el

final de la AME (Figura 3.1).

De manera general podemos decir que el ORP se comporta de manera similar a la produccion de
CH4 (Figura 3.1), cuando empieza a haber produccion de CHy a las 200 horas hay una reduccion
del ORP. La méaxima reduccion de ORP fue a partir de las 700 h coincidiendo con la produccion
exponencial de CHs. Alrededor de la 1200 h podemos ver como el ORP aumenta a valores

oxidativos que es cuando termina la cinética microbiana.
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En la Figura 3.2b podemos observar que el pH se mantuvo por arriba de 6.0 sin rebasar un valor
de 8.0. En promedio, el valor de pH estuvo entre 6.5 y 7.8, estos valores se apegan de acuerdo con
Costanza-Corrales et al., (2015) que indica que el rango Optimo de pH al que las bacterias
anaerobias trabajan mejor esta entre 6.5 y 7.5. La botella con concentracion de 0 mg/L de Cr (VI)
fue la que se mantuvo por debajo de un pH de 7.0 llegando a tener un pH de 6.08 a las 453 horas,
mientras que la botella con concentracién de 500 mg/L de Cr (VI) fue la que registro el valor mas

alto, un pH de 8.23 a las 789 horas.

Con ayuda de este ensayo se constaté la capacidad buffer del medio al impedir que el pH bajara a
valores acidos. Esta acidez puede producirse en el momento de la degradacion de etanol a acetato
por parte de las bacterias metanogénicas y acetogénicas y, con los H" del medio formarse acido
acético (Ver reacciones 2 y 3); o por la presencia de las bacterias acidogénicas que generan
compuestos como los acidos grasos volatiles (AGV), esta capacidad buffer se debe principalmente
a la generacion del anion bicarbonato (HCO3") de acuerdo con la reaccion de oxidacion del acetato

por metanogénesis descrita en el apartado 1.6.

En la figura 3.2b podemos ver que entre mayor era la concentracion del metal en las botellas el pH
fue en aumento, lo que nos indica que la alcalinidad también estaba aumentando, Esto puede ser
debido a que: 1) A mayor concentracion del metal, las bacterias que podrian estar en mayor
proporciéon en el lodo granular por ser afines al cromo serian las bacterias metanogénicas que
oxidan acetato a bicarbonato (Ver reaccion 4). Ademas, de la produccion de alcalinidad por
oxidacion bioldgica de la materia orgdnica, de manera quimica el cromo puede oxidar el etanol y
lo transforma en COz(g), y al ser un sistema cerrado este es disuelto en el medio acuoso formando

acido carbodnico, el cual reacciona con los cationes disueltos en el medio, formando bicarbonato.
CO2 (g > CO2 (ac) (6)

CO2 (ac) + H20 — H2CO3 <> HCO3 + H+ <> H+ + CO32— 7)
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La determinacion de remocion de DQO es un parametro decisivo en los ensayos con bacterias
anaerobias, es un indicativo que las bacterias estan activas y estan degradando la materia organica
segun el diagrama de la digestion anaerobia. En la Figura 3.2¢ podemos observar como la DQO
fue disminuyendo con respecto al tiempo, obteniendo la maxima remocion de la materia organica
alrededor de los 200 h, lo que coincide con el inicio en la produccion de metano y la reduccion del
ORP. En las botellas de 10 mg/L y 50 mg/L Cr (VI) podemos observar que se obtuvo una mayor
oxidacion de la materia orgénica alrededor de las 200 horas, sin embargo, las botellas con 0 mg/L
Cr (VI) fueron las que oxidaron mayor cantidad de materia organica con una eficiencia de
remocion de DQO de 93.8% al final de la cinética microbiana. Conforme se incremento6 la
concentracion del metal en las botellas la eficiencia de remocion fue disminuyendo hasta un 80%
de remocioén de DQO para las botellas con 500 mg/L Cr (VI), lo cual nos indica un posible efecto
adverso del metal sobre el metabolismo de las bacterias anaerobias. Como ya se habia mencionado
al trabajar con un lodo granular es posible que la oxidacion de la DQO sea debido a la presencia
de diversos tipos de bacterias anaerobias presentes en el consorcié microbiano (Ver reacciones 1,
2, 3 y 4). Para corroborar la existencia de diversos tipos de bacteria anaerobias presentes en las
botellas, se realizé un balance partiendo de la relacion estequiométrica por cada 1g de DQO se
producen 0.35 L de CH4, y con los mililitros de CH4 producidos en las botellas y la eficiencia de
remocion de DQO, se estableci6 la cantidad de materia orgéanica que se removio por BM y cuanto
por otro tipo de bacteria anaerobias como las acetogénicas y acidogénicas (Ver tabla 3.1), que
ayudan a la degradacion de la materia organica, reduccion del ORP y la produccion de bicarbonato

para mantener la capacidad buffer del sistema.

Una vez que la DQO es oxidada el flujo de electrones de la oxidacion de etanol como acetato
contribuye a la reduccion quimica del metal, en este caso Cr (VI) a Cr (III). Algunas de las
reacciones involucradas en estos sistemas complejos de consorcios microbianos que podrian

generar la reduccion del cromo en el medio son:
CH3CH20H + 2Cr,07 + 16 H <> 4Cr*" + 11H,0 + 2CO; (8)

14CH3COOH + K»>Cr,07 +e- <> 2Cr*" + 14CH3;COO™ + 7H,0 +2K* 9)
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Con los resultados obtenidos de ORP, pH y la degradacion de la DQO podriamos decir que existen
las condiciones adecuadas para que se llevara a cabo la reduccion del metal y su precipitacion

como un hidroxido metalico.

En la Figura 3.3 se presenta el diagrama de Pourbaix donde podemos observar, que con los valores
de ORP y pH obtenidos en las pruebas en lote a diferentes concentraciones del metal (Ver tabla
3.1), el Cr (VI) es reducido a Cr (III) y con los OH™ del medio el cromo es precipitado como un

Cr(OH)3, este es un precipitado verde que a un pH entre 6.8 a 11.8 es insoluble.

Eh (Volts) Cr-H20 - System at 25.00 C
20

HCr04(-a)

CrO4(-2a)

05
Cr(+3a)
0.0

0.5

-1.0

Cr

0 2 4 6 8 10 12 14
C:\HSC4\CEpHSDO.EPT pH

Figura 3.3. Diagrama de Pourbaix de cromo en solucion acuosa (Eh-pH) (Outokumpu, Research Oy,
Finlandia)

3.1.2 Determinacion de Cr (VI), Cr (II1) y Cr total

Para corroborar la reduccion del cromo y su precipitacion como Cr(OH)s, se realizé la medicion
del Cr (VI), Cr (IlI) y Cr total como se describe en la seccion 2.9.5 y 2.9.6, asi como las

concentraciones iniciales experimentales del cromo se presentan en la tabla 2.5.

En la Figura 3.4 se presenta la reduccion de Cr (VI) y produccion Cr (IIT) conforme el tiempo, asi
como en la Tabla 3.1 se presentan los resultados iniciales, finales y la eficiencia de remocion del

Cr (VI) para este experimento.

42



En la Figura 3.4a podemos observar que cerca de las 100 horas las botellas con 10 mg/L a 50 mg/L
de concentracion de Cr (VI), removieron el 50% del metal (lo que coincide con la reduccion del
ORP, el inicio en la produccién e CH4 y la remocion de DQO), mientras que para que las botellas
con 200 mg/L a 300 mg/L de Cr (VI) llegar a ese porcentaje de remocion les tomo cerca de 300
horas por el incremento en la concentracion. Las botellas con concentracion de 350 mg/L a 500
mg/L de Cr (VI) les llevo mas de 400 horas para alcanzar el mismo porcentaje de remocion, esto
por la accidén inhibitoria del metal en el medio, ya que fueron las botellas que menos metano

produjeron.

Sin embargo, las botellas que mas porcentaje de remocién de Cr (VI) tuvieron fueron las de 300
mg/L y 350 mg/L ambas con un 96% y, la botella con menor porcentaje de remocion fue la de 500
mg/L con un 66% (Tabla 3.1). De manera general la maxima reduccion de Cr (VI) es a las 600 h

para casi todas las botellas.

El analisis de Cr (III) se realiz6 con el procedimiento descrito en el apartado 2.9.6 y se determind
de la misma manera que el Cr (VI) descrito en el apartado 2.9.5. En la Figura 3.4b podemos
observar un aumento de Cr (III) conforme va pasando el tiempo aunque existen variaciones donde
decrece esta concentracion de Cr (IID), tal es el caso de la botella con 500 mg/L de Cr (VI) que, a
las 437 horas presenta 195 mg/L de Cr (III) y a las 461 horas disminuye a 158 mg/L de Cr (III),
estos puntos que presentan una disminucién pueden ser debido a que el Cr (IIT) reducido reaccione
con los hidroxilos del medio y precipite como Cr(OH)3 en el fondo de la botella. En la Tabla 3.1
se presenta la concentraciéon de Cr(OH); que pudo ser precipitado en cada botella (Ver reaccion

11).

Otro indicador que se pudo tener en la reduccion del Cr (VI) fue la reduccion del color en el medio
de la botella, al inicio se notaba un color amarillo por el K>Cr,O7 pero con el pasar del tiempo se
redujo este color hasta desaparecer en las botellas con concentraciones mas bajas (Ver Anexo A

Figuras A.4, A.6 y A.7).
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Figura 3.4. a) Reduccion de Cr(VI) y b) Produccion de Cr(lll) en pruebas en lote con lodo granular

metanogenico expuesto a diferentes concentraciones de cromo. 0 mg/L Cr(VI) (e), 10 mg/L Cr(VI) (¢), 50

mg/L Cr(VI) (), 100 mg/L Cr(VI) (), 150 mg/L Cr(VI) (o), 200 mg/L Cr(VI) (), 250mg/L Cr(VI) (o),

300 mg/L Cr(VID) (¢), 350 mg/L Cr(VI) (+), 400 mg/L Cr(VI) (m), 450 mg/L Cr(VI) (A), 500 mg/L Cr(VI)

(x).
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Tabla 3.1. Resultados de las pruebas en lote con y sin bacterias anaerobias expuestas a diferentes concentraciones de Cr (VI).

?:;(chfl) (1:1:18;11) CrOVD ey cromy; [CTVD | DQO reﬁ?c(i)()n DQO D%t(r)ogor DQO por| - ORP = ORP | pa | CHs = CH

teérico = final Remocion | inicial Total POF BM Moo Cr(VI) | inicial final por BM por Cr(VI)

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (%) (mg/L) % % % % (mV) (mYV) inicial final (mL) (mL)
0 0 - - - ) 1000 83 1.6 81 0 16 -250 7.0 6.6 5.7 0
10 15 1.3 13 0.3 91 1000 88 1.9 85 0.5 12 -245 7.0 7.1 6.7 1.8
50 66 44 50 12 93 1000 88 0.6 85 1.8 20 -130 7.0 7.3 2.2 6.3
100 108 8.8 80 19 92 1000 87 1.6 85 0.3 15 -160 7.0 7.4 5.7 1.2
150 130 7.7 96 27 94 1000 87 1.3 85 0.3 13 -156 7.0 7.2 4.7 0.9
200 177 8.9 136 33 95 1000 87 1.6 85 0.3 6 -185 7.0 7.4 5.7 0.9
250 212 8.9 174 28 96 1000 87 1.5 85 0.3 17 -145 7.0 7.5 5.3 1.2
300 270 8.8 162 99 97 1000 86 1.3 84 0.3 28 -188 7.0 7.8 4.5 1
350 335 11 289 35 97 1000 86 1.4 84 0.4 19 -232 7.0 7.8 4.8 1.3
400 355 22 294 39 94 1000 85 1 83 0.4 10 -251 7.0 7.9 3.6 1.5
450 377 69 221 87 82 1000 82 0.2 81 0.5 21 -163 7.0 7.8 0.6 1.9
500 410 139 236 35 66 1000 80 1.1 79 0 15 -234 7.0 7.8 3.8 0

DQO por BM: % de DQO removida por bacterias metanogénicas, calculada a partir de la produccion de CHs y la DQO total

DQO por Moo: % de DQO removida por otros microorganismos anaerobios, Calculada de la resta de la DQO total y la DQO por BM y DQO por
Cr(VD).

DQO por Cr (VI): % de DQO removida en la cinética quimica.

CH4 por BM: Metano producido en las pruebas en lote con BM

CHs4 por Cr (VI): Metano producido en la cinética quimica.
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3.1.2 Caracterizacion del precipitado

El anélisis del precipitado metalico recuperado de las pruebas en lote con lodo granular se presenta
en las imagenes y los diagramas de MEB-EDAX, y DRX, lo que permiti6 verificar la composicion
quimica del hidroxido metalico precipitado y recuperado (Ver Figura 3.5a). De acuerdo al andlisis
elemental obtenido por MEB-EDAX de las muestras, el contenido promedio de Cr fue de 2.38%
en peso. Lo que confirmé la precipitacion de cromo. Smith y Gadd (2000) reportaron a partir de
un analisis de MEB-EDAX la presencia de un material insoluble precipitado, y comprobaron que
se trataba de cromo. De igual manera Sahinkaya, Altun, et al., (2012) confirmaron por medio de
andlisis de DRX la formaciéon de un precipitado de cromo, y mediante imagenes de MEB
verificaron la presencia de fases amorfas de cromo en los precipitados.

El analisis de DRX (Ver Figura 3.5b) realizado a los so6lidos suspendidos fijos (SSF)
obtenidos de la calcinacion del lodo expuesto a 400 mg/L de Cr (VI), confirmé la formacién de un

precipitado de cromo.
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Figura 3.5. Caracterizacion del precipitado. a: Micrografia y andlisis por microscopia electronica de
barrido (MEB-EDAX) del mineral metalico recuperado, b: Diagrama del precipitado analizado por
difraccion de rayos-X.

Los resultados de las pruebas en lote nos indican que el Cr (VI) fue reducido a Cr (III) y ademas,
de la obtencion de un precipitado como Cr(OH)s. El Cr (VI) puede ser reducido de tres diversas
maneras: 1) mediante reduccion quimica ya que el Cr (VI) actia como un agente oxidante del
etanol (Ver reaccion 9) por la reduccion de ORP del medio, reduciendo el Cr (VI) a Cr (II) y 3)
reduccion enzimatica directa por las bacterias anaerobias que utilizan el cromo como aceptor de
electrones reduciéndolo de Cr (VI) a Cr (IlIl) y precipitando como hidroxido de cromo (Ver

reacciones 10y 11);

Reduccion enzimatica por las BSR:
Cr,07* +-CHy + 8H" — 2Cr" + 5H,0 + CO, (10)
Precipitacion del cromo como un hidroxido metalico:

Cr* (ac) +30H @@y—> Cr(OH)s() (11)

Cheung & Gu, (2003) reportan la reduccion enzimatica de Cr (V1) a Cr (III) por BSR obtenidas de

sedimentos marinos, las cuales son capaces de utilizar el Cr como aceptor de electrones. En
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ausencia de oxigeno, el Cr (VI) puede servir como aceptor terminal de electrones en la cadena
respiratoria para una gran variedad de donantes de electrones, incluidos carbohidratos, proteinas,
grasas, hidrogeno, nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NAD(P)H) y reservas endogenas de
electrones. Tanto las enzimas solubles como las asociadas a la membrana median en el proceso de

reduccion de Cr (VI) en condiciones anaerdbicas (Barrera-Diaz et al., 2012).

Mientras que otros autores reportan la reduccion de plata soluble a plata metalica en pruebas en
lote con bacterias metanogénicas las cuales fueron capaces de reducir el ORP del medio y reducir
el metal (Garcia Titla, 2021; Garcia Torres, 2019). Pat-Espadas et al., (2016) realizaron pruebas
en lote con lodo granular metanogénico para reducir Pd** a Pd’, sus resultados indican que la
remocion de Pd?>* pudo deberse no solo a la reduccion del potencial sino también a su adsorcion
enzimatica. Fude et al., (1994) utilizaron un consorcio de BSR obtenido de aguas residuales
provenientes de acabados metélicos para reducir Cr (VI) a Cr (III) mediante pruebas en lote,
obteniendo eficiencias de remocion de Cr®* de 80-95% a partir de concentraciones iniciales de 50
mg/L y 2000 mg/L, lo cual resulto de la disminucion del ORP del medio que atribuye a la actividad

y crecimiento activo de las bacterias.

3.2 Pruebas en lote con sustrato organico expuesto a Cr (VI).

Se realizaron pruebas en lote solo con etanol y Cr (VI) a las mismas concentraciones que las
pruebas anteriores (Tabla 3.1), sin la presencia de bacterias anaerobias, esto con la finalidad de
comprobar si el Cr (VI) era capaz de oxidar el etanol hasta CH4 (ya que es bien sabido que el
cromo es un agente oxidante fuerte Kitchen Fabre, (2005)) o si era producido por la accion de las
bacterias anaerobias en las pruebas en lote anteriores. Ademads, de cuantificar la cantidad de etanol
(DQO) que era oxidado de manera quimica y cuanto, de manera biologica, la reduccion de ORP y
el aumento del pH por la produccion de alcalinidad de manera quimica. Las pruebas se llevaron a

cabo en botellas seroldgicas como se describe en la seccion 2.5.
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3.2.1 Cinética quimica: produccion de metano

En la Figura 3.6 se presenta un grafico de la produccion de metano de manera quimica con respecto
al tiempo. En este caso se puede observar que en la botella de 50 mg/L de Cr (VI) se produjo la
maxima cantidad de CH4 con 5.1 mL, seguido por la botella de 450 mg/L de Cr (VI) alcanzando
una produccion de CHs de 19 mL, el orden subsecuente queda de la siguiente manera: 400, 350,
150, 300, 200, 250 100 mg/L de Cr (VI); las botellas de 10 mg/L y 500 mg/L de Cr (VI) no
presentaron produccion de CH4 en esta primera medicion. A las 9 horas se realizo la segunda
medicion de CHy siendo unicamente las botellas de 50 mg/L y 250 mg/L las que produjeron el gas

alcanzando 5.4 mL y 1 mL de CH4 respectivamente.

Posteriormente no hubo cambios en la medicion de este parametro, hasta las 169 horas, donde la
botella con 10 mg/L de Cr (VI) registré una produccion de 1.7 mL de CHa, Las botellas que
contenian 50, 250 y 100 mg/L de Cr (VI) llegaron a producir hasta los 6.2, 1.2 y 0.8 mL de CH4
respectivamente. Después de este punto no se volvio a registrar la presencia del gas terminando el
experimento a las 321 horas. La botella de 500 mg/L fue la tinica que no registré produccion de

metano en ningun momento de la cinética quimica (Ver Tabla 3.1).

Con los resultados obtenidos en esta prueba se pudo comprobar que el Cr (VI) si es capaz de oxidar
el etanol hasta CH4 pero en una pequena cantidad, por lo que la mayor producciéon de CHs4 es

atribuido a la oxidacion del etanol por parte de las bacterias anaerobias.
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Figura 3.6. Cinética quimica para evaluar la produccion de CH4 en pruebas en lote con etanol expuesto a
diferentes concentraciones de cromo. 0 mg/L Cr(VI) (e), 10 mg/L Cr(VI) (¢), 50 mg/L Cr(VI) (), 100 mg/L
Cr(Vl) (+), 150 mg/L Cr(VI) (o), 200 mg/L Cr(VI) (+), 250mg/L Cr(VI) (o), 300 mg/L Cr(VI) (+), 350 mg/L
Cr(Vl) (v), 400 mg/L Cr(VI) (m), 450 mg/L Cr(VI) (A ), 500 mg/L Cr(VI) (x).

3.2.2 Determinacion del ORPy pH

En la Figura 3.7a se presenta la reduccion del ORP con respecto al tiempo. Donde podemos ver
que durante las primeras 169 horas el ORP fue oxidativo estando entre 176.5 mV y 1.6 mV que
corresponde al periodo de produccidén de metano; posterior a este tiempo se registraron potenciales
reductores a excepcion de la botella con 10 mg/L de Cr (VI) que siempre registrd potenciales
oxidantes. Esto podria indicar que el Cr (VI) se redujo después de las 169 horas por eso se
registraron potenciales negativos y la botella con 10 mg/L, al ser una concentracion pequeiia, se
redujo el Cr (VI) por completo, es por esto que no se presentaron valores reductores. Como ya se
habia mencionado la reduccion del ORP puede atribuirse a que la solubilidad del oxigeno en el
agua es baja (8.2 mg/L a 25°C), basta con pequefias cantidades de materia organica para eliminar

y consumir el oxigeno presente.
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Otro parametro medido fue el pH que, como se menciona anteriormente, de manera inicial se ajusto
a 7.0 para simular las mismas condiciones que las botellas con microorganismos. En la Figura 3.7b
podemos ver que el pH de las botellas se mantuvo por encima de 7.0 en todo momento a excepcion
de la botella de 10 mg/L de Cr (VI), el cual contrasta con el grafico de ORP y la produccién de
CHa.

Esta cinética nos da un panorama de la oxidacion del etanol de manera quimica. Cuando hubo
produccion de metano el potencial estuvo en valores oxidantes por la accion de Cr (VI) y el
oxigeno que contenia la botella, el pH aument6 a 7.5, una vez que se detuvo la produccion de CH4

el ORP cambi6 a valores reductores y el pH aumento llegando por encima de 8.0.

La botella de 10 mg/L de Cr (VI) puede ser un indicio mas visual de lo que sucede en la cinética,
después de la produccion de CHy4 el pH cayo. Esto puede ser debido a que el Cr (VI) se redujo en
su totalidad, ya que la concentracion del metal presente en el medio es muy pequeia, por lo tanto,
no hubo mas agente oxidante y la capacidad buffer del sistema cayo por la falta de generacion de

bicarbonato.

Para determinar el aumento de pH se analiz6 la alcalinidad en algunas de las botellas. Para la
prueba de 50, 300 y 500 mg/L de Cr (V]), la alcalinidad fue de 1566, 1,296 y 3,672 mgCaCOs3/L
respectivamente. Esto puede ser atribuido a la reaccion entre el etanol y el Cr (VI) que produce
CO2 (Ver reaccion 10) y al estar en un sistema cerrado este se trasforma en HCO3™ (Ver reaccion

6y 7), por lo tanto, entre mayor sea la oxidacion del etanol mayor sera la alcalinidad y el pH.

En la Tabla 3.1 se presentan los resultados de la remocién de DQO al finalizar la cinética, en donde
podemos observar que la remocion de DQO por su oxidacion con Cr (VI) fue minima en cada
botella. Por lo que podemos decir que la degradacion del etanol en las pruebas en lote con
microorganismos fue, en su mayoria, debido a la accion de las bacterias anaerobias y no de manera

quimica.
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Figura 3.7. Cinética quimica para la determinacion del a) Potencial oxido-reduccion; b) pH en pruebas en lote
con etanol expuesto a diferentes concentraciones de cromo. 0 mg/L Cr(VI) (), 10 mg/L Cr(VI) (¢), 50 mg/L

Cr(VI) (#), 100 mg/L Cr(VI) (4 ), 150 mg/L Cr(VI) (e), 200 mg/L Cr(VI) (+), 250mg/L Cr(VI) (), 300 mg/L
Cr(VD (#), 350 mg/L Cr(VI) (), 400 mg/L Cr(VI) (m), 450 mg/L Cr(VI) (A), 500 mg/L Cr(VI) (x).

52



3.3 Pruebas en lote con lodo metanogénico sin exposicion a Cr (VI)

Al final de las pruebas en lote con lodo granular expuesto a diferentes concentraciones de Cr (VI),
la solucion fue retirada y se repuso con medio fresco sin metal. Esto con la finalidad de determinar
el grado de recuperacion de los microorganismos y el efecto toxico del metal sobre las BM.

Se realizaron pruebas en lote en ausencia de Cr (VI) al lodo granular, de acuerdo a lo
descrito en la seccion 2.1. En la Figura 3.8 se presenta la produccion de CH4 con respecto al tiempo
durante las pruebas de AME. Donde podemos ver que las botellas que contenian 10 mg/L y 50
mg/L de Cr (VI) se comportaron de manera similar a la cinética anterior que, con metal,
produciendo casi la misma cantidad de CH4, esto debido a que la concentracion de Cr (VI) fue
muy pequeia que no causo un efecto adverso sobre los microorganismos.

La botella con mayor produccion de CHg4 fue la que tenian 100 mg/L de Cr (VI) y las que menos
produccion de CHy tuvieron fueron las de 350, 400, 450 y 500 mg/L de Cr (VI). Esto podria
confirmar que se tienen dos grupos de bacterias anaerobias: 1) las que son afines al Cr (VI)y 2)

las que no son afines al Cr (VI).

A partir de estas aseveraciones podemos decir, que en las pruebas en lote las bacterias que son
afines al metal fueron las que se encargaron de la remocion de DQO y para este segundo ensayo
al estar en ausencia del Cr (VI), no tenian el metal para activar su metabolismo siendo incapaces
de degradar DQO. Para el segundo grupo de bacterias que no son afines al metal podriamos decir
que se inhibi6é por completo su metabolismo por la toxicidad del Cr (VI) ya que ain en ausencia

del metal, no fueron capaces de producir CHa.

Cabe mencionar que las botellas de 10 mg/L a 250 mg/L de Cr (VI) estuvieron por arriba en la
produccién de metano comparado con la botella con 0 mg/L de Cr (VI) que produjo 3 mL de CH4
y las botellas que tuvieron de 300 a 500 mg/L de Cr (VI) se colocaron por debajo de la de 0 mg/L,
por lo que podriamos decir que los metales en pequenas cantidades pueden llegar a favorecer la
actividad metabdlica de los microorganismos aumentando la produccion de metano; asi mismo, se
tuvo una mayor resistencia a la reportada por Metcalf & Eddy (2003) donde se menciona que la

concentracion de 250 mg/L es fuertemente inhibitoria.
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Figura 3.8. Produccion de CH4 en pruebas en lote con lodo granular metanogénico sin metal para evaluar
su recuperacion al estar expuestas a:. 0 mg/L Cr(VI) (o), 10 mg/L Cr(VI) (¢), 50 mg/L Cr(VI) ('¢), 100
mg/L Cr(VI) (1), 150 mg/L Cr(VI) (o), 200 mg/L Cr(VI) (+), 250mg/L Cr(VI) (o), 300 mg/L Cr(VI) (+),
350 mg/L Cr(VI) (), 400 mg/L Cr(VI) (m), 450 mg/L Cr(VI) (A), 500 mg/L Cr(VI) (x).

3.3.1 Determinacion de ORP, pHy DQO

En esta determinacion es importante mencionar que en ninguna de las pruebas realizadas se
tuvieron condiciones iniciales totalmente anaerobias, por lo que los microorganismos tuvieron que
generarlas. Esto con la finalidad de conocer si los microorganismos serian capaces de disminuir el
ORP del medio y generar las condiciones reductoras, de manera que fuera posible llevar a cabo la

reduccion del Cr (VI) a Cr (I1I) sin la necesidad de utilizar un agente reductor.

En la Figura 3.9a podemos observar que les tom6 145 horas a las bacterias en llevar el ORP por
debajo de -100 mV que es reportado como el 6ptimo para las bacterias anaerobias. En las pruebas
expuestas al metal le tomo a las bacterias anaerobias 600 horas en que todas tuvieran valores por
debajo del ideal mencionado anteriormente contra las 200 horas donde no se tuvo el metal en el
medio. Se puede observar que después de las 1000 horas, que es donde la mayoria present6 una

ausencia en la produccion de metano, el ORP vari6 a valores oxidantes por encima de cero, una
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observacion acorde a lo visto en la primera AME, esto puede ser debido a que las botellas eran

abiertas para medir diversos parametros, lo que ocasionaba que aumentara el oxigeno del medio.

En el intervalo de las 200 horas a las 400 horas es donde mas se observa la reduccion del ORP, en
este caso alcanzo casi los -350 mV, esto indica que las bacterias llevaron el ORP hasta esos valores
para generar las condiciones anaerobias. Este periodo donde el ORP es 6ptimo concuerda con lo

que nos muestra la Figura 3.8 donde se tienen repuntes en la produccion de metano.

Para el caso del pH, se tuvo un promedio de entre 6.5 a 7.5 gracias a la produccion de HCO3™ por

la oxidacion de la materia organica (Figura 3.8b).

El pH que mas alto se registré fue para el caso del lodo con concentracion de 450 mg/L de Cr (VI)
alcanzando un valor de 7.9 a las 626 horas y el que mas bajo se tuvo fue de 5.7 a las 25 horas para

el caso del lodo que contenia 100 mg/L de Cr (VI).

La eficiencia de remocion de DQO para las pruebas de 10, 50, 100, 150, 200, 250 mg/L de
Cr (VI) alcanzaron valores de 89, 88, 89, 40, 91, 90 y 86% respectivamente, por arriba de la
remocion de 0 mg/L de Cr (VI) alcanzando una remocion del 85% de DQO, lo que indic6 que al
retirar el cromo de la solucién las BM y cualquier otro tipo de bacterias anaerobias que estan
presentes en el lodo granular fueron capaces de recuperar la actividad de su metabolismo.
Para los lodos en las botellas de 300, 350, 400, 450 y 500 mg/L de Cr (VI) tuvieron una eficiencia
de remocion de DQO de 88, 86, 83, 77 y 72% respectivamente, sin embargo, a pesar de que la
remocion de DQO fue alta estos lodos fueron los que menos produccion de CHg4 tuvieron, lo que
nos indica que la mayor remocion de DQO es debido a otros tipos de bacterias anaerobias presentes
en el lodo granular y una minima cantidad por BM, puesto que, el cromo si causa una inhibicién
en el metabolismo de estas bacterias.
Cabe mencionar que a pesar de que las BM son inhibidas por el metal, la eficiencia del proceso es
buena, ya que al estar presentes diversos tipos de bacterias anaerobia en el lodo granular ayudan a
la remocion de la DQO, reduccion del ORP y aumento del pH del medio, favoreciendo de esta
manera la reduccion del Cr (V1) a Cr (III).
Después del término de la cinética se midid metano a los 2 meses y las botellas que antes tuvieron
concentraciones de 200, 300, 450 y 500 mg/L de Cr (VI) produjeron una pequena cantidad de CHa,

lo que nos indica que si estuvieron inhibidas un tiempo por el metal.
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Figura 3.9. Determinacion de a) Potencial oxido reduccion y b) pH, de las pruebas en lote con lodo granular

metanogénico sin metal para evaluar su recuperacion al estar expuestas a:. 0 mg/L Cr(VI) (), 10 mg/L Cr(VI)
(¢), 50mg/L Cr(VI) (¢), 100 mg/L Cr(VI) (+.), 150 mg/L Cr(VI) (e), 200 mg/L Cr(VI) (1), 250mg/L Cr(VI) (o),
300 mg/L Cr(VI) (¢), 350 mg/L Cr(VI) (), 400 mg/L Cr(VI) (m), 450 mg/L Cr(VI) (A ), 500 mg/L Cr(VI) (x).
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4. Remocion de Cr (VI) a partir de una biopelicula anaerobia en

un reactor de lecho fluidificado inverso

4.1 Operacion del reactor LFI

Como se menciono en el apartado 1.7 el reactor esta conformado por una columna de poliacrilico,
un recirculador, una bomba de alimentacion y una de recirculacion; el volumen total, tomando en
cuenta la columna, recirculador y mangueras, es de 200 mL. El reactor LFI estuvo en
funcionamiento por 161 dias en continuo y, para medir su rendimiento, se analizaron pardmetros
de pH, ORP, DQO, alcalinidad y cromo (VI) y total en el efluente, se inicio con un TRH de 1 dia,

en la tabla 2.3 se indican las condiciones iniciales de operacion del reactor.

4.1.1 Desempeiio del reactor LFI

El reactor LFI fue operado en continuo por 161 dias bajo siete diferentes periodos presentados en
la Tabla 4.1. La Figura 4.1 muestra el desempefio del reactor LFI con respecto al tiempo, donde se
presentan lineas azules punteadas que indican cambio en la concentracion del reactor y las lineas
negras punteadas sefialan cambio en el sustrato. En la Tabla 4.1 se presentan las eficiencias de
remocion de DQO y Cr (VI) en el reactor LFI, estos resultados se describen a continuacion. El
reactor fue operado en lote por 12 h para iniciar la formacién de la biopelicula, y posteriormente
en continuo para eliminar a los microorganismos que permanecieron en suspension y de esta

manera favorecer su adhesion sobre el soporte.

Durante el periodo I (0-25 dias) de operacion del reactor en continuo, las bacterias anaerobias
fueron expuestas a una concentracion de 5 mg/L de Cr (VI) para la adaptacion y resistencia de las
bacterias anaerobias de la biopelicula, donde podemos observar que la eficiencia de remocion de
DQO tuvo valores oscilantes debido a que las bacterias se estaban adaptando al medio con Cr (VI)

y a que se abrid el reactor para retirar el lodo en exceso que no fue adherido al soporte el cual
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estaba contribuyendo a la remocion de DQO. Al final del periodo la eficiencia de remocion de
DQO fue de 65%, lo que indicé que las bacterias que formaron la biopelicula desarrollaron

resistencia al medio.

El aumento del pH y la alcalinidad dentro del reactor fueron de 7.3 mg CaCOs/L y 324 mg
CaCOs/L, respectivamente, esto debido a la oxidacion del etanol, y produccion de bicarbonato, lo
que favorecio6 el incremento en la capacidad buffer del sistema (Dvorak et al., 1992); en este punto
el ORP registra un valor de -35.9 mV el cual estd en valores reductores necesarios para la reduccion
del Cr (VI) a Cr (III). La eficiencia de remocién del Cr (VI) se mantuvo alrededor del 96% pero

no hubo precipitacion como Cr(OH)s.

A los 25 dias de operacion del reactor (periodo II) se aument6 la concentracion de Cr (VI) a 10
mg/L, donde se pudo observar que la eficiencia de remocion de DQO oscilaba entre el 25% y 35%,
en la disminucién del pH a un valor de 6.0 y alcalinidad de 270 mg CaCOs/L (65 dias). La
disminucioén en el pH puede ser debido a la presencia de bacterias acetogénicas y metanogénicas
en la biopelicula que producen acetato (Ver reaccion 2 y 3) el cual causa una acidez en el pH ya
que se trasforma en acido acético por los H presentes en el medio. Es por ello que los valores de
alcalinidad son bajos en este periodo ya que el HCO3™ producido se consumid al neutralizar el
acido acético. Sin embargo, el pH volvio a aumentar debido a la degradacién del acetato por las
bacterias metanogénicas afines a este sustrato organico, produciendo HCO3™ y neutralizando la
acidez del medio (Ver reaccion 4). El ORP registrd valores tanto oxidativos como reductores
desde +35.8 hasta -26.3 mV. El Cr (VI) mantuvo porcentajes de reduccion de 97%, este pudo
haberse reducido de manera biologica ya que existen condiciones anaerobias en el sistema y de
manera quimica debido a los potenciales oxidativos del medio, donde el etanol actia como un
agente reductor del Cr (VI) a Cr (III). Para este periodo la produccion de Cr (IIT) fue entre los 9.5
mg/L a 10 mg/L pero no hubo precipitacion como Cr(OH)s.

Sin embargo, para los 65 dias de operacion del reactor podemos observar una disminucion en la
remocion de DQO, pH, alcalinidad y un aumento en el ORP, lo que podria indicar que las bacterias
anaerobias afines a etanol estaban siendo inhibidas por el cromo. Ante esta situacion, a los 66 dias
se cambid la concentracion del sustrato organico a 50% etanol y 50% acido acético, con la finalidad

de favorecer la degradacion de la materia organica por la presencia de bacterias anaerobias tanto
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metanogénicas afines a estos dos sustratos organicos. A partir de este cambio se pudo observar un
aumento en la remocion de materia organica hasta del 50%; la alcalinidad aument6 hasta 2754 mg
CaCOs/L y el pH increment6 hasta 8.31, esto pudo deberse a que las bacterias metanogénicas
afines a acetato estaban participando en la degradacion de la DQO vy la produccion de HCO3™ (Ver
reaccion 4). E1 ORP llega hasta -86.8 mV y el Cr (VI) presenta porcentajes de reduccion desde el
97%. La produccion de Cr (III) se mantuvo en 10 mg/L sin produccion de Cr(OH)s.

A los 74 dias pudimos observar un decremento en la remocién de DQO, esto pudo deberse al
incremento de la alcalinidad y pH que afectaron el desempefio de las bacterias, ya que los valores
optimos a los deben de trabajar las bacterias es de 6.5 a 7.5, asi un pH muy acido o muy basico
afecta a las bacterias, asi como valores de 2900 mg CaCO3/L es un valor alto segin HANNA

instruments, (2020).

Por lo que a los 77 dias se cambi6 la relacion del sustrato orgénico a 80% etanol y 20% acido
acético para disminuir la concentracion de HCOj3™ generado por las bacterias afines al acetato.
Ademas, se modifico TRH de 1 dia a 1.5 dias, esto para que el liquido estuviera méas tiempo dentro
del reactor y darles oportunidad a que las bacterias pudieran remover mas sustrato organico. A
partir de este cambio se mantuvo la eficiencia de remocién de DQO, el pH se mantuvo y la
alcalinidad disminuyo hasta 2214 mg CaCOs3/L, el ORP fue de -91.1 mV, esto pudo ser debido a
que al disminuir la concentracion del acido acético las bacterias afines a este sustrato dejaron de
producir HCOs". La eficiencia de remocion del Cr (VI) se mantuvo a 97% de reduccion y de Cr

(I1I) se produjo 10.5 mg/L, es en este punto donde comienza la produccion de Cr(OH)3 con 1%.

En el periodo III (85-98 dias) se incremento la concentracion de Cr (VI) de manera conservadora
de dos en dos unidades para evitar que la biopelicula fuera afectada por el incremento del cromo.
El incremento fue de 15, 17 y 19 mg/L de Cr (VI), donde podemos ver que la eficiencia de
remocion de DQO se mantuvo alrededor de 35% al 40%, debido a que la concentracion de Cr(VI)
se incrementd constantemente, el pH se mantuvo en 8.5, mientras que la alcalinidad tuvo un
incremento de hasta 2930 mgCaCOs3/L, a pesar de la disminucion del acético en el medio, lo que
indicé que no gener6 una gran desestabilizacion en el grupo de bacterias afines al metal y activd
su metabolismo para la generacion de HCO3', el ORP y Cr(VI) mantuvieron valores de -100 mV

y 97% de remocion, respectivamente.
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Para el periodo IV se incremento la concentracion de Cr (VI) a 21 mg/L. Donde podemos ver en
la figura 4.1 una caida en la eficiencia de remocion de DQO de hasta 24%, por lo que se decidi6
cambiar las concentraciones de los sustratos organicos 90% etanol y 10% acido acético, esto para
poder disminuir el pH del medio ya que posiblemente afect6 a la biopelicula. Con el cambio de
sustrato, la remocion de DQO aument6 de manera gradual hasta 74%, el pH se mantuvo en 8.6 y
la alcalinidad disminuyo hasta los 1134 mg CaCOs/L, como el acido acético bajo en su
concentracion no hubo una produccion alta de bicarbonato, el ORP aument6 hasta los -34.9 mV y
por ultimo la reduccién de Cr(VI) fue de 95% de eficiencia. Estos resultados indicaron que la
reduccion de cromo pudo deberse a diversos factores: 1) La disminucién de la alcalinidad atribuido
a que se disminuyo la concentracion de acido acético en el medio, ya que las bacterias afines a este
sustrato no estuvieron trabajando para producir HCO37; 2) El aumento en el ORP fue debido a que
parte del cromo probablemente pudo estar siendo reducido por el etanol de manera quimica lo que

incremento el potencial del medio.

En periodo V (112 a 116 dias) se incremento la concentracion de Cr (VI) de 25 a 30 mg/L, bajo
estas condiciones de concentraciones se pudo observar que el comportamiento tipico de la DQO
que se vio antes en cuanto a cambios en el medio. La alcalinidad estuvo por debajo de los 906 mg
CaCOs/L, el pH por debajo de 8.5, el ORP hasta de -38.4 mV y el parametro que si se vio afectado
fue el de Cr (VI) obteniendo una eficiencia del 89.9%.

Se modificé la concentracion a 30 mg/L de Cr (VI) y comprendio los dias 119 a 123. En este lapso
se observo la caida tipica pero se anade un punto extra de caida de remociéon de DQO como se
observo en el periodo II; la alcalinidad, pH y ORP mostré una coincidencia notoria de caida de
pH, alcalinidad y DQO y aumento de ORP esto puede ser un indicador de que las bacterias
acetogénicas y acidogénicas degradaron la materia orgénicay se produjeron acidos grasos volatiles
que provocaron esos cambios, el Cr (VI) registr6 una eficiencia del 91% que, con los electrones

que se liberaron en la remocion de DQO, se redujo el contaminante.

El periodo VI inicia con la concentracion de 35 mg/L de Cr (VI) y ésta tltima durd los dias 126 a
128, disminuy® la eficiencia de degradacion de la materia organica a 27% y posteriormente subio
a 62% cuando las bacterias desarrollaron resistencia al medio. El pH se obtuvo de 8.36 y 8.41 que

son valores que no variaron significativamente, la alcalinidad también fue muy similar entre 1080
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y 1134 mg CaCOzs/L. El ORP estuvo en -38.8 y -45.5 mV que, como se mencion6 anteriormente,
son valores reductores. Por ultimo, el Cr (VI) aumento su eficiencia de reduccion en 93%, es en
esta concentracion y a este TRH que se presenta el 98% de produccion de Cr(OH); que seria el

valor méaximo alcanzado.

La concentracion se cambid a 45 mg/L de Cr (VI) para los 130 dias y, en este lapso, se comportd
de la misma manera que a 35 mg/L, por lo tanto se decidi6 modificar la concentracion a 50 mg/L
de Cr (VD) a los 133 dias, se mantuvieron resultados similares en este periodo y se determind
cambiar concentraciones si los valores obtenidos de eficiencia de remocion de DQO fueran
semejantes, por lo que las concentraciones de 60 mg/L de Cr (VI) (135 dias), 70 mg/L de Cr (VI)
(137 dias) y 80 mg/L de Cr (VI) (140 dias) solo duraron dos dias, este factor se tomo por que nos
determino que las bacterias en el reactor estuvieron activas y removieron el sustrato organico que
libera electrones y los acepta el Cr (VI) reduciéndolo a Cr (III). El porcentaje de eficiencia de
reduccion de Cr (VI) més bajo que se registro fue de 42% y la produccion de Cr (III) fue de 34.7
mg/L para la concentracion de 80 mg/L de Cr (VI) con un TRH de 1.5 dias y la reduccion mas alta

fue para los 35 mg/L de Cr (VI) con 91% que produjo 33.4 mg/L de Cr (III) y 38% de Cr(OH)s.

El altimo periodo (VII) correspondio a la concentracion de 100 mg/L y comprendio6 de los 142 a
161 dias. El aumento de 20 mg/L se notd en la remocion del sustrato orgénico que cayo hasta el
29%, se recuperd después de 2 dias y subid hasta 79% probablemente por el incremento de
resistencia al metal, a los 147 dias se extrajo parte de la biopelicula para una segunda cinética
microbiana y se verifico el comportamiento de las bacterias. Posteriormente se registr6 una breve
caida de eficiencia de remocion de DQO pero, para los 156 dias, se modifico el TRH a 2 dias para
influir en el medio al que estuvieron expuestas las bacterias y se reflej6 inmediatamente en la
medicion de la degradacion de DQO que alcanzo hasta un 88%. Con el cambio del TRH el pH
bajo hasta 8.21, la alcalinidad cambi6 a 1080 mg CaCOs/L, el ORP se mantuvo inferior a los -40
mV y el Cr (VI) registrdé una eficiencia de reduccion por arriba del 39%, el Cr (III) se estuvo

produciendo en promedio de 40 mg/L durante este ultimo periodo y 25% de Cr(OH)s.

Con los datos obtenidos del funcionamiento del reactor se comproboé que las bacterias requirieron
de cierto tiempo de adaptacion para que desarrollaran resistencia al contaminante al que fueron

expuestas y que, cuando se cambid la concentracion de manera abrupta, si les causé un cierto grado
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de inhibicion del cudl se recuperaron después de un tiempo y pudieron seguir activas removiendo
la materia organica del medio que influye directamente en la reduccion de contaminantes. Esto se
observé en el cambio de concentracion de Cr (VI) de 5 mg/L a 10 mg/L, se aliment6 con el doble
de Cr (VI) y les tomo tiempo para que desarrollaran resistencia al Cr (VI). También se observo en
el cambio de concentracion de Cr (VI) de 80 mg/L a 100 mg/L que le tom¢ 2 dias recuperarse y, a
pesar de que la poblacion bacteriana se redujo con la extraccion de soporte para realizacion de la
cinética microbiana, después se lograron porcentajes altos de remocion de DQO en lo que

desarrollaban resistencia al medio.

El cambio de la relacion de sustrato orgénico nos ayudo a verificar que se lleva a cabo la remocion
de DQO por parte de las bacterias metanogénicas produciendo grandes cantidades de bicarbonato
que elevaron el pH y la alcalinidad del medio, esto también favorecid para que dentro del reactor
LFI se mantuvieran las condiciones anaerobias que requieren las bacterias llevando el ORP hasta
los -100 mV. La presencia de Cr (VI) también hizo que el pH y alcalinidad aumentaran por ser un
agente oxidante fuerte y se observd en la cinética quimica que, a mayor presencia de Cr (VI), el

pH aumento pero las bacterias fueron las principales degradadoras de la materia orgéanica.

Para los primeros 2 periodos el Cr (III) producido salié6 completamente del sistema, fue hasta el
final del periodo II donde empezd6 la formacidon de Cr(OH)s cuando se modifico el TRH a 1.5d, a
lo largo de la operacion del reactor LFI se logro la maxima precipitacion del Cr (III) con 98% para
las concentracion de 35 mg/L de Cr (VI), seguido por 96% para la concentracion de 30 mg/L de
Cr (VI), las producciones mas bajas fueron para las concentraciones de 5 mg/L y 10 mg/L de Cr
(VD) con 0% debido a que el TRH era bajo y no habia suficiente tiempo de interaccion entre
bacterias anaerobias y el medio, autores como Chirwa & Wang, (1997) emplearon un reactor de
lecho empacado con concentraciones de 10 mg/L a 200 mg/L de Cr (VI) y un TRH de 1d, sus
resultados fueron la reduccion cercana al 100% de Cr (VI) pero 0% de Cr(OH)s, esto indica que
todo el Cr (IIT) estaba saliendo del sistema; otro autor como Sahinkaya et al., (2012) empled un
reactor de lecho empacado en condiciones sulfatorreductoras, afiadié concentraciones de 5 mg/L
a 50 mg/L con un TRH de 1d obteniendo cerca del 100% de reduccién de Cr (VI) y una
precipitacion de 85% a 95% de Cr(OH)s. EI TRH es un parametro que influye en la operacion de
los reactores, cuando aumenta las bacterias tienen mas tiempo para interactuar con el medio y asi

se pueden obtener mejores resultados de remocion de contaminantes.
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Figura 4.1. Resultados de la operacion del reactor. Donde % remocion de DQO (+), DQO inicial
(mg/L) (¢); pH inicial (), pH final (A), Alcalinidad (mg CaCOs3/L) (*); ORP final (mV) (X),
%eficiencia de remocion Cr (VI) (¢), Cr (V1) inicial (mg/L) (m), Cr (VI) final (mg/L) (A), Cr (II)
final (mg/L) (). En la parte superior se indican los periodos en que se dividio la operacion del
reactor.
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Tabla 4.1. Resumen del desempernio del reactor LFI bajo condiciones metanogénicas

Periodos experimentales

Parametro
| 11 111 v A% VI VII
Dias de operacion 1-25 26 — 84 85-98 99 - 109 110-123 124 — 140 141 - 161
Eficiencia de remocion de
46 + 12 39+ 11.5 33+11 28+22.5 48 +18.8 55+13 76 £20.4
DQO (%)
Alcalinidad (mg CaCOs/L) 108 + 86 189 £1149 2673 £415.5 1458 + 384 999 + 147.6 1134 £90 1296 + 288
PHefuente 6.97+£0.3 72+1 8.73+0.14 8.65+0.1 8.25+0.2 8.29+0.2 8.4+0.2
ORP (mV) 1.5+£153 -14.8+423 -100.1+£9.6 -65.3+19.6 -37.5+6.5 41.7+£23 472+45
Eficiencia de remocion de
99 £ 1 98 £ 1 95.6 £0.1 94.8 £0.1 91.6 1.2 82 +17.3 423+93
Cr (VI) (%)
Produccion de Cr (II1) (%) 99 + 1 98+0.5 95.6+0.1 94.8 +0.1 91.6+1.2 82+ 17.3 423+93
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4.2 Cinética con biopelicula

4.2.1 Cinética con biopelicula a diferentes tiempos de operacion del reactor

Como se mencion6 en el subcapitulo 4.1.1 se realizaron dos cinéticas con biopelicula del reactor
LFI que se tomo al inicio de su operacion expuesta a 5 mg/L de Cr (VI) y al final expuesta a 100
mg/L de Cr (VI). Las pruebas se realizaron sin Cr (VI), solo con medio mineral y sustrato organico
(Etanol). En la figura 4.2 se represento el grafico de la produccion de CH4 con la biopelicula del

reactor LFI que estuvo expuesta a 5 mg/L y 100 mg/L de Cr (VI).

En la figura 4.2 se observé que para la biopelicula que tenia 5 mg/L de Cr (VI) la concentracion
de Cr (VI) no afecto la actividad de las BM que produjo CH4 desde las 2 h, toda la cinética durd
alrededor de 300h con una produccion de CH4 de alrededor de 1.2 mL. La concentracion de

bacterias adheridas al soporte fue de 0.5 g SSV/L soporte.

A los 161 dias de operacion del reactor LFI (con 100 mg/L de Cr (VI)) se observd que la
produccion de CH4 fue mayor que en la cinética inicial, sin embargo, tardé alrededor de 300 h en
producir CHa4, con una duracién de casi el triple que la cinética con menor concentracion de Cr
(VD). La razén por la que las bacterias tardaron tanto tiempo en la produccion de metano pudo
deberse al cambio de medio ya que, recordemos, estuvieron expuestas a una concentracion de 100
mg/L de Cr (VI) y la cinética se realizo en ausencia del metal. Lo que nos indica que la mayoria
de las bacterias adheridas al soporte son afines solo a cromo y al retirarlo dejan de producir metano,
sin embargo, también podemos decir que existen otro tipo de bacterias metanogénicas adheridas
al soporte que no son afines al cromo, ya que al retirar el metal estas bacterias empezaron producir

CHa.

La cantidad de microrganismos adheridos al soporte es de 0.43 SSV/L soporte para esta segunda
cinética, esta cantidad de SSV adheridos al soporte es menor que la que tenia al inicio de la
operacion del reactor, lo que nos indicd que una minima parte de las bacterias adheridas al soporte

y que no son afines al cromo se podrian estar desprendiendo del soporte y saliendo del reactor.
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De acuerdo con Montalvo et al., (2013) reportdé una concentracion de 1.02 g SVI/L soporte
contenidos en un reactor LFI y un soporte de polietileno de baja densidad. Segiin Ruiz Castillo et
al., (2016) utiliz6 un reactor LFI y como soporte particulas finas de polietileno de baja densidad,
reportd una concentracion de 1.15 g SVI/L soporte, estos resultados se duplican respecto a este
trabajo, esto puede a que desde el arranque del reactor LFI se afadio el Cr (VI) al medio con una
concentracion de 5 mg/L de Cr (VI) y, segiin Zabochnicka-Swiatek & Krzywonos, (2014) debe de
transcurrir una cantidad de tiempo considerable entre el inicio de operacion del reactor y la
incorporacion del metal al medio, ya que las propiedades de la pared celular son decisivas para la

adsorcion de metales,

En la tabla 4.2 podemos observar que en ambas pruebas las bacterias fueron capaces de reducir el
ORP y mantener la capacidad buffer del sistema. En cuanto a la eficiencia de remocién de DQO
podemos decir que las bacterias fueron capaces de degradar el etanol casi en su totalidad
removiendo hasta 80% de etanol. Sin embargo, al realizar el balance de la cantidad de DQO
removido por las BM (1g DQO — 0.35 L CH4) fue muy poco en comparacién con la remocion de
DQO por otro tipo de microorganismos, por lo que podemos decir que la mayoria de las bacterias
que estan en la biopelicula pueden ser bacterias acetogénicas u otro tipo de microrganismos
anaerobios. El analisis por IR (Ver Anexo D) nos demostrd la presencia del grupo carboxilo del
acetato lo que nos confirma la presencia de bacterias acetogénicas (resistentes a cromo) presentes

en la biopelicula.
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Figura 4.2. Produccion de metano al estar expuesta la biopelicula con 5 mg/L de Cr(VI) (o).
Biopelicula expuesta a 100 mg/L de Cr (V1) (®) en un reactor LFL

Tabla 4.2. Desemperio de la biopelicula extraida de reactor LFI al estar expuesta a diferentes

concentraciones de Cr (VI)

Parametro Biopelicula Biopelicula
5 mg/L Cr (VI) 100 mg/L Cr (VI)
ORP (mV) -45.3 -51.6
pH 6.71 6.74
% DQOxotal 80 80
% DQOgwMm 0.6 0.7
% DQootras bacterias 99 99
SVI/Lsoporte 0.5 0.43

DQO total: % DQO por BM + %DQO por otros microorganismos.
DQO por BM: % de DQO removida por bacterias metanogénicas, calculada a partir de la produccion de CHay la DQO total

DQO por Moo: % de DQO removida por otros microorganismos anaerobios, Calculada de la resta de la
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De los resultados obtenidos de esta prueba de manera general podemos concluir que en la
biopelicula del reactor LFI existen diversos tipos de poblaciones de bacterias anaerobias adheridas
al soporte como son: las BM que son capaces de sobrevivir a concentraciones de 5 hasta 100 ppm
de Cr(VI) y las BM que no son afines a cromo, pero al retirar este contaminante son capaces de
reactivar su metabolismo y producir metano (Ver fig 4.2). Ademads, de la presencia de bacterias
acetogénicas afines y no a cromo, la cuales contribuyen a la disminucién de ORP y degradacion

del sustrato orgénico.
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Conclusiones

En base a los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir lo siguiente: Al realizar una
comparativa entre la actividad metanogénica especifica con exposicion a Cr (VI) y posteriormente
sin ¢€l, se obtuvo un cambio en el comportamiento de las bacterias. En las pruebas realizadas se
obtuvo que las botellas con lodo granular expuesto a 500 mg/L. de Cr (VI) estuvo activo en la
produccion de metano, lo que indica que las bacterias no sufrieron una inhibicion fuerte y fueron
capaz de degradar la materia organica; para el caso de la segunda cinética las botellas con lodo
granular que anteriormente estuvo con concentraciones desde los 300 mg/L a los 500 mg/L de Cr
(VI) produjeron una cantidad de metano que fue minima tomando como referencia la botella con
0 mg/L de Cr (VI) pero si hubo degradacion de la materia, por lo tanto se infiere que las bacterias
no fueron afectadas en su totalidad por el Cr (VI). Segun Metcalf & Eddy, (2003), las
concentraciones que son toxicas para los microorganismos son a partir de los 200 mg/L a los 250
mg/L de Cr (VI).

En el caso de la degradacion de DQO podemos decir que cuando estuvieron expuestas a
concentraciones de 10 mg/L a 500 mg/L Cr (VI) se degrad6 més rapido el sustrato organico porque
las bacterias pueden tomar los metales como un nutriente y activar su metabolismo mas rapido
(Utgikar et al., 2002; Van Hullebusch et al., 2003). Asi mismo, al emplear etanol como sustrato,
podemos encontrar 2 grupos de bacterias metanogénicas: uno que es afin al etanol y otro que es
afin al acetato por lo que debe esperar a que las bacterias acetogénicas degraden el etanol a acetato
para poder producir metano, esto lo podemos observar en los graficos de produccion de metano
donde hay periodos donde hay ausencia de produccion del biogas y en el analisis de IR que nos
indic¢ la presencia de acetato en el medio liquido al final de las pruebas en lote. También hay 2
grupos de bacterias anaerobias: las que son afines al Cr (VI) y las que se inhibieron en presencia
del metal.

Se obtuvo que las bacterias fueron capaces de disminuir el ORP y aumentar el pH a valores
optimos para la actividad bacteriana y para lleva a cabo la reduccion de Cr (VI) a Cr (IIl) y
precipitarlo como Cr(OH)s. Esto fue corroborado con el diagrama de Pourbaix y con los resultados
del andlisis del precipitado por MEB y DRX.

Con los resultados obtenidos de la cinética bacteriana expuesta a cromo y la cinética quimica se

comprob6 que existen diversos mecanismos de reduccion del cromo como son: 1) reduccion del
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cromo por la reduccion del ORP debido a la accion bacteriana; 2) reduccion quimica del cromo al
reaccionar con el etanol el cual actia como un agente reductor y 3) reduccion enzimatica debido a
que las bacterias pueden llegar a incorporar el cromo a su metabolismo y excretarlo como Cr (III).
La combinacion de estos mecanismos en un solo sistema puede llegar hacer favorables para la
aplicacion de un proceso econémicamente viable y amigable con el ambiente, ya que no requiere
de la adicion de reactivos quimicos que reduzcan el metal y su precipitado pueda quedar en el
medio causando asi efectos negativos al ambiente o que, en su defecto, se deban tratar o confinar
grandes masas del precipitado.

Durante el tiempo de operacion del reactor LFI (161 dias), para un TRH de 1 dia y una
concentracion de Cr (VI) de 10 mg/L el reactor alcanz6 porcentajes de eficiencia de remocion de
DQO del 57% mientras que en pruebas en lote en ese mismo tiempo se registrd un porcentaje de
16% de remocion de DQO, el Cr (VI) se redujo en un 97% en el reactor LFI contra 20% de pruebas
en lote pero el porcentaje de eficiencia de precipitacion de Cr(OH); fue de 0%. Con la modificacion
del TRH a 1.5 es cuando se observo que se favorecio la precipitacion de Cr(OH)s. Para un TRH
de 2 dias y una concentraciéon de 100 mg/L el reactor alcanzé un porcentaje de eficiencia de
remocion de DQO de 88% contra 22% en pruebas en lote; el Cr (VI) se redujo en el reactor en un
82% contra un 25% en pruebas en lote y el porcentaje de eficiencia de precipitacion de Cr(OH)3
fue de maximo un 26%. Segun Marcela et al., (2017) realizo el estudio de la reduccion de Cr (VI)
con microorganismos adaptados al metal en pruebas en lote, las concentraciones fueron de 102
mg/L a 487 mg/L obteniendo porcentajes de eficiencia de reduccion de Cr (VI) de 54% hasta
83%. Otro estudio realizado en un reactor LFI es publicado por Cirik et al., (2013) que emplean
bacterias sulfato reductoras, registra porcentajes de eficiencia de remocion de DQO del 50%, la
concentracion de Cr (VI) en el afluente fue de 45 mg/L y en el efluente obtuvo concentraciones de
Cr (VI) menores a 0.5 mg/L.

El estudio desarrollado en un reactor LFI, mostrdé que para desarrollar una biopelicula anaerobia
capaz de reducir Cr (VI) a Cr (III) sin afectar de manera significativa el metabolismo de las BSR,
es necesario alimentar el reactor bajo cargas graduales de 5 a 100 mg/L-d de Cr (VI) para que las
bacterias vayan creando resistencia y adaptacion al cromo. Cuando la carga se fue incrementando
el TRH se fue modificando hasta 2 dias para darle oportunidad a sistema a reducir esta
concentracion de cromo alcanzando una remocion de cromo de hasta 46%. Los resultados de las

pruebas en lote con biopelicula nos demostraron la existencia de diversos grupos de bacteria
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anaerobias afines y no afines a cromo como son BM, acetogenicas, entre otras bacterias anaerobias,
lo que es benéfico para el sistema ya que este conjunto de bacterias contribuye a la reduccion del
ORP, reduccion del cromo y degradacion de la materia organica.

De manera general podemos decir que la biopelicula fue capaz de adaptarse a la presencia del
metal y desarrollar resistencia ante los efectos de inhibicion causados por el metal, lo que confirmo
que el sistema fue capaz de reducir el Cr (VI) aCr (III) y su precipitacion como un posible Cr(OH)3
por la accion de la biopelicula anaerobia en una sola etapa. Sin embargo es necesario realizar mas
estudios con el fin de asegurar la completa remocion del Cr del sistema y su precipitacion como
Cr(OH)s.

Los procesos biologicos son una alternativa al tratamiento de aguas residuales ya que se obtienen
resultados beneficiosos en la reduccion de la materia organica, pueden remover distintos
contaminantes y solo requieren adaptarse al medio con contaminante, los sustratos organicos son
de bajo costo como el etanol o efluentes de cafeterias y bafios lo que no representa un gasto fuerte
en este rubro y, por ultimo, con el empleo de bacterias metanogénicas, se puede aprovechar el
biogdas para la generacion de energia eléctrica para operacion del mismo reactor, ahorrando asi en
gastos de operacion.

El empleo de procesos bioldgicos para el saneamiento de aguas residuales resulta en una opcion
para el tratamiento de aguas residuales que debe ser aprovechada. Como se reporta en este estudio,
las bacterias anaerobias pudieron remover parte del contaminante, degradaron materia orgénica y
no sufrieron cambios significativos en cuanto a pH que sefiale que el medio se volvid acido el cual
inhibe por completo a los microorganismos, por lo que inferimos que la alcalinidad del medio es

alta y no permite estos cambios por la produccion de bicarbonato en la metanogénesis.
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Anexos

A. Evidencia fotogrdfica de pruebas

Figura A.2. Configuracion de reactor LF].
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Figura A.4. Preparacion de soluciones para actividad metanogénica especifica expuesta
concentraciones incrementales de Cr (VI).
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Figura A.6. Medicion de metano a botellas expuestas a concentraciones incrementales de Cr (VI),
se observa cambio en la coloracion de la botella que indica reduccion de Cr (VI).
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Figura A.8. Medicion de metano en cinética quimica.
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B. Curva de calibracion de DQO
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Figura B.1. Celdas para curva de calibracion de DQO.
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C. Curva de calibracion de Cr (VI)
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Figura C.1. Preparacion de curva de calibracion de Cr (VI).
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D. Andlisis en IR de medio de botellas con biopelicula
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Figura D.1. Analisis de muestra de medio contenido en botellas con biopelicula. Se demuestra la
presencia del grupo carboxilo del acetato.
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