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Ecuaciones
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RESUMEN

La actividad industrial y minera arroja al ambiente metales pesados como plomo,
mercurio, cromo, cobre, muy perjudiciales para la salud humana y para la mayoria
de las formas de vida. Estos metales pueden detectarse en el medio ambiente en
su estado elemental lo que implica que no estan sujetos a biodegradacion o a
formacion de complejos salinos por lo que no pueden ser mineralizados. Teniendo
en cuenta los efectos que provocan los metales pesados. En el presente trabajo
se utilizé un reactor de lecho de lodo anaerobio de flujo ascendente (UASB) para
estudiar la factibilidad del uso de lodo metanogénico para remover cobre de
soluciones acuosas. Se evaluaron los parametros que influyen en la biosorcion del
cobre en un reactor UASB, pH, concentracion, tiempo de residencia hidraulica,
carga organica volumétrica y se hicieron los estudios para determinar la cinética
de biosorcion del cobre en el sistema continuo. Ademas se realizaron pruebas en
lote para determinar la cinética de biosorcion de cobre, evaluar el efecto del hierro
y el cobre sobre los procesos metanogénicos, el efecto del pH sobre el lodo
metanogénico y determinar la cinética de biosorcion y bioacumulacién. La
caracterizacion de los lodos se hizo utilizando técnicas de microscopia como MEB,
EDS y DRX, y la dinamica de la poblacion microbiana se realiz6 mendiante el uso
de técnicas de biologia molecular basados en el estudio del gen 16S del operdn
ribosomal, mediante PCR-DGGE y la secuenciacion de los fragamentos de ADN..
Las secuencias de ADN se compararon con las secuencias depositadas en la
base de datos RDP (ribosomal database project).

Los resultados se encuentran en los articulos de los anexos A, B, C, y D.



I. INTRODUCCION

1. Planteamiento del problema
El uso incorrecto de los recursos naturales y la contaminacion de los ecosistemas

acuaticos impacta negativamente en suministros basico como: los alimentos y el
agua potable. Un problema a nivel mundial es la descarga de grandes cantidades
de metales pesados a los medios acuaticos, los sistemas sanitarios, el suelo y el
subsuelo que genera un deterioro en el ambiente (Pineda 2004, Garza 2005;
Morais et al., 2006, Torres, 2007). En los dltimos afios, en varios paises se han
realizado trabajos de investigacion enfocados en el desarrollo de alternativas
aplicables en la prevencion y/o restauracion de los dafios ocasionados por
acciones antropogénicas, las cuales son responsables en gran parte de la
liberacion de metales pesados hacia el medio ambiente acuético. Lo anterior, es
ocasionado por la descarga de varias clases de desechos generados en las
actividades urbanas, agricolas, mineras, combustion de fosiles y la industria
electrénica que dan lugar a la pérdida irreversible de los recursos naturales,
porque los metales pesados no son biodegradables. Por lo cual, es necesaria la
implementacion de acciones correctivas que permitan la reduccion de los niveles
de contaminacién y minimizar los elevados costos de restauracion de suelos y
cuerpos de agua contaminados, lo que representa un enorme reto para la

humanidad (Alloway y Ayres, 1993,; Pineda 2004; Garza, 2005).

La acumulacion de desechos sobre todo en areas urbanas, genera la

dispersién de gran diversidad de compuestos en suelos, aguas superficiales y aire,



con la consecuente filtracion de los mismos hacia las aguas subterraneas y
superficiales que constituyen las reservas de agua potable. En distintas industrias,
y en forma muy especial en la minera, la concentracion de metales pesados en
sus efluentes representa un problema significativo debido a los costos y
dificultades que involucra la remocién de los mismos, especialmente, cuando se
necesita cumplir con estandares de descarga, ya sean para su uso como agua de
riego o desechados en los cuerpos de agua superficial o subterraneo (Etzel y

Tseng, 1987; Hammen et al., 1994).

En los Estados Unidos de Norteamérica, los desechos mineros generados de
sitios activos e inactivos y actividades de beneficio, han tenido un serio impacto
sobre la salud humana, el medio ambiente y por consiguiente, ha generado
nuevos retos ambientales al gobierno (EPA, 1996). Uno de los retos importantes,
es El Rio Coeur d’ Alene en el estado de Idaho, que ha recibido desechos acidos
de un distrito minero con niveles altos de metales pesados como Zn (23 mg/L), Cd
(0.35 mg/L) y Pb (2.8 mg/L) (Elder, 1988). También, en el Lago de British
Columbia se ha observado un incremento substancial en las concentraciones de
metales debido a las descargas de desechos mineros provenientes de una mina
de Pb, Zn y Cu, lo cual ha ocasionado una disminucion en la diversidad de
organismos (Austin et al., 1985). En la region central del estado de Indiana, existe
una significativa actividad minera de carbén, lo cual ha resultado en un gran

namero de lugares contaminados por desechos acidos (Allen et al., 1996).



En México la mineria ha sido una actividad econdmica de gran importancia,
desde los tiempos de la colonia espafiola. Los procesos de beneficio han
generado, en estos 400 afios de actividad, una gran cantidad de desechos, que
han sido depositados en los alrededores de las minas y en los lechos de los rios
(Monge, et al., 2007; Torres, 2007). En algunas partes de México el desarrollo
industrial y el manejo inadecuado de los residuos que contienen metales pesados,
ha generado una problematica muy grave. La mayor fuente de abastecimiento de
agua para el valle de Toluca es el rio Lerma, considerado el segundo rio mas
importante de México. Desde 1960, la Organizaciéon Mundial de la Salud lo califico
como uno de los rios mas contaminados con metales pesados de México (Garza,
2005). En el Golfo de México, especialmente en algunas lagunas de Campeche,
Tamaulipas, Tabasco y Veracruz se han encontrado concentraciones elevadas de
algunos metales como: plomo, cromo, niquel, zinc, cadmio y cobre. Esto ha
conducido a un deterioro de los recursos acuiferos en la medida que la poblacion

ha crecido (Garza, 2005; Torres, 2007).

Sonora es uno de los Estados mas importantes en el Noroeste de México en
lo que se refiere al desarrollo de industrias minero-metallrgicas, debido
principalmente a que se encuentran las minas de cobre mas importantes a nivel
nacional e internacional. La tecnologia utilizada para el manejo de los desechos
acidos y arenas de molienda (“jales”) no siempre ha sido la adecuada, lo cual ha
traido como consecuencia que esos desechos que se generan a través del

procesamiento del mineral (molienda, trituracion, fundicion y refinacion), sean



fuentes de contaminacion de las corrientes formadoras de los Rios San Pedro,

Sonora y Bacanuchi (Gémez-Alvarez et al., 2001, 2004, 2007 y 2008).

Si bien, los metales como: el cobre (Cu), el zinc (Zn), el hierro (Fe), el
manganeso (Mn), el cromo (Cr) y el cobalto (Co) son componentes esenciales
para llevar a cabo funciones bioquimicas en concentraciones fisiologicas
normales, cuando se encuentran en altas concentraciones pueden ser tOXicos
(Forstner y Muller, 1973; Bell, 1980, Wang 2006). Por otra parte, los metales
como la plata (Ag), el mercurio (Hg), el cobre (Cu), el cadmio (Cd) y el plomo (Pb),
son particularmente toxicos e inhiben algunas enzimas debido a la formacion de
compuestos denominados mercaptidos con los grupos sulf-hidrilos, los cuales son
responsables de la actividad catalitica (Connell y Miller, 1984). Autores como
Connell y Miller (1984); Vasquez-Botello y Paez-Osuna (1986) y Torres (2007),
describieron que la toxicidad de los metales depende de diversos factores, tales
como: la presencia de otros metales que ocasionan sinergismo 0 antagonismo, la
influencia de parametros fisicoquimicos del agua (temperatura, potencial redox,
oxigeno disuelto, salinidad, luz y materia organica) y las caracteristicas bioldgicas
del organismo potencialmente afectado (especie, sexo, tamafo, edad, actividad,

estadio de vida y habitat).

Considerando lo anterior, la remocion efectiva de metales pesados, por
ejemplo, zinc, cadmio, hierro, arsénico, mercurio, cobre, plomo y cromo a partir de
efluentes es un problema que se ha incrementado, especialmente en la industria

minero-metallrgica. En los ultimos afios, las regulaciones ambientales son mas
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estrictas para el control de la mayor parte de los contaminantes metélicos de los
efluentes (Valenzuela y Tiburcio, 1995). Actualmente existen normativas que
establecen valores maximos permisibles para la descargas de corrientes que
contienen desechos con metales. Por ejemplo, la Secretaria de Desarrollo Urbano
y Ecologia (S.E.D.U.E., 1989) establece valores maximos permisibles para uso
como fuente de abastecimiento de agua, los siguientes: cobre (1 mg/L), hierro (0.3
mg/L), manganeso (0.1 mg/L) y zinc (5 mg/L), respectivamente (NOM 001-ECOL

1996).

Desde hace varias décadas, se estudian y desarrollan métodos para
remediar la contaminacion que producen los metales toxicos de la industria
minero-metallrgica. Como resultado de estos estudios, actualmente se dispone de
métodos electroquimicos, técnicas de precipitacidbn, membranas semipermeables,
resinas de intercambio ionico, entre otras. Si bien cada técnica es efectiva, para
una situacion particular, el problema estriba en la aplicacion de procesos
complicados y costosos. Lo cual, ha promovido la busqueda de métodos mas
econdmicos y de facil aplicacion. Entre las desventajas que presentan los métodos
disponibles se incluyen: los altos costos de operacion, la baja selectividad, el alto
consumo de energia y la generacion de lodos téxicos que son dificiles de eliminar

(Kadukova et al., 2005; Morais 2006).

Una disciplina emergente es la microbiologia ambiental aplicada, que en
base a las investigaciones realizadas y gracias al acelerado desarrollo de la

biologia molecular, ha podido determinar la funcibn metabdlica de la mayor parte
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de los grupos de microorganismos conocidos, generando nuevas aplicaciones

para ellos, como en la biorrestauracion.

La biorremediacibn de ambientes contaminados es una estrategia que
aprovecha el uso de la diversidad metabdlica que poseen los microorganismos,
que en su conjunto ayudan a depurar el habitat contaminado. En cualquier
situacion, por adversa que sea, siempre existen algunas formas de vida que son
resistentes o indiferentes a la presencia y concentracion de diversas sustancias
toxicas, e incluso, son capaces de degradarlas para alimentarse o para
transformarlas en compuestos asimilables por otros microorganismos. Lo cual,
permite establecer un nuevo equilibrio biolégico de modo que, la desapariciéon de
las poblaciones sensibles permite el crecimiento y expansioén de las poblaciones

tolerantes (Viera et al., 2000; Ilhan et al., 2004; Qaiser et al., 2007).

El uso de microorganismos como bacterias, algas y hongos, constituyen una
alternativa viable para la descontaminacion-recuperacion de ambientes naturales y
para el tratamiento de efluentes industriales o municipales. Se estima que los
mejores microorganismos para la eliminacion de toxicos presentes en un medio,
son aquellos que han sido aislados del ambiente que se desea detoxificar. Otra
alternativa es la manipulacion genética de los microorganismos aislados de
ambientes distintos al de interés, que puede fortalecer considerablemente la
capacidad de remocion de compuestos toxicos. Lo anterior se sustenta en la
observacion de que los microorganismos que son capaces de habitar en un medio

contaminado y realizar sus funciones vitales, poseen en su metabolismo celular
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dispositivos efectivos para llevar a cabo la descontaminacion del medio en que se
encuentren. Estos mecanismos, se aprovechan para purificar el agua empleando
microorganismos capaces de adsorber metales pesados sobre su propia pared
celular (Steciow 2005). Una caracteristica quimica importante de la pared celular
microbiana, es la presencia de diferentes grupos funcionales. Las técnicas
analiticas nos muestran que en ellas estan presentes polimeros sustituidos con
grupos aminos, amidos, carboxilicos, hidroxilicos y fosfatos (Fonturbel e Ibafiez,

2004).

La biomasa deshidratada obtenida de los desechos de las industrias que
emplean procesos de fermentacién, es considerada un adsorbente eficaz para la
remocion de especies metdlicas en los efluentes. A este proceso se le denomina
bioadsorcién, que al igual que en el caso de la bioacumulacion, el tipo de
microorganismo determina los biopolimeros presentes en la biomasa seca y la
concentracion de los grupos funcionales disponibles como sitios de adsorcion. El
conocimiento de lo anterior, ha permitido que otras investigaciones se orienten al
uso directo de los biopolimeros, desarrollando aun mas la biosorcion como técnica
de biorremediacion de metales toxicos desde efluentes mineros (Mihova et al.,
2001; Chen et al., 2005). Las investigaciones sobre la biosorcion de metales a
partir de soluciones, sefialan que la habilidad de los microorganismos permite
recuperar hasta el 100% de plomo, mercurio, zinc, cobre, niquel y cobalto en
soluciones diluidas. La biosorcion de metales conduce a la acumulacion de estos
en la biomasa y el mecanismo involucra a la pared celular. El uso especifico de

hongos permite recuperar entre 96 y 98% de oro y plata. También es posible la
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recuperacion del cobre con hongos a partir de Oxidos, debido a que producen
acidos organicos que forman complejos con este metal. Muchas levaduras,
hongos, algas, bacterias y cierta flora acuatica tienen la capacidad de concentrar
metales a partir de soluciones acuosas diluidas y de acumularlos dentro de la
estructura microbiana. Actualmente los procesos biotecnolégicos mas eficientes
son la biosorcion y la bioprecipitacion, pero otros procesos tales como la union a
macromoléculas especificas pueden tener un potencial en el futuro (Fonturbel e
Ibafiez, 2004; Reyes et al., 2006). Las tecnologias que usan estos procesos son
comunmente utilizadas para el control de la contaminacion de diversas fuentes. El
término biosorcion abarca la utilizacion de biomasa total (viva o muerta) via
mecanismos fisicoquimicos, tales como la adsorcion y el intercambio ionico.
Asimismo se mencionan sistemas que emplean mezclas de microorganismos asi

como plantas superiores (Cafizares-Villanueva 2000).

En estudios realizados en suelos contaminados con metales pesados y
contaminantes organicos, se ha reportado los géneros Pseudomonas, Bacillus y
Arthrobacter para la descontaminacion de cadmio ya que son capaces de resistir
distintas concentraciones de este metal. Algunas especies de Pseudomonas y
Bacillus sp, presentan un mecanismo de acumulacion intracelular del metal con
una resistencia de hasta 225 y 275 pug/mL, respectivamente. Mientras que otras
especies de Pseudomonas y Arthrobacter, resisten una concentracion de 20 y 50
png/mL del metal, respectivamente. La especie Rhizopus arrhizus por medio de un
mecanismo extracelular, produce una pared polimérica a la cual se une el metal y

actua como bioadsorbente del hierro (Mijares, 2003). Otra especie reportada es
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la Pseudomonas fluorescens la cual ha sido empleada en la biorremocion de
plomo (Rivas et al., 2004). Duarte et al., (1997) y Ruiz-Manriquez et al., (1998),
reportaron el potencial de Thiobacillus ferroxidans como un biosorbente para Cu
(1) y Ni (11).

El aprovechamiento del metabolismo de los microorganismos como los que
se mencionan en el parrafo anterior, ha facilitado la construccion de reactores
biolégicos a mucho menor costo que los fisicoquimicos. También ha permitido la
construccion de plantas de tratamiento de sistema mixto, para una mayor
eficiencia. La construccion de bioreactores y biodigestores se basa en hacer que
los contaminantes se conviertan en el sustrato (alimento) de los microorganismos,
y que éstos, al mismo tiempo que se alimentan y aumenta su poblacion,
descontaminan el agua. El proceso consiste en mantener un sistema con un
tiempo de retencién celular (TRC) mucho mayor que el tiempo de residencia
hidraulico (TRH) (Schmidt y Ahring, 1996).Tales caracteristicas permiten al reactor
acumular grandes cantidades de biomasa y consecuentemente, soportar grandes
cargas organicas volumétricas (Lettinga et al., 1980). La formacion y estabilidad de
los granulos son esenciales para el éxito del reactor, ya que esta accion los
inmoviliza o fija dentro del reactor. El uso de bioreactores para la
descontaminacion de aguas residuales es una alternativa interesante por su bajo
costo. Es lo que se denomina biosorcion o filtro biolégico, que se preparan a partir
de algas, hongos o bacterias, que es material abundante y econdmico. Esta
biomasa no necesariamente tiene que estar viva, y en algunos casos el material

puede inmovilizarse en una matriz polimérica (Basso et al., 2002).

10



El concepto de reactor de lecho de lodo anaerobio de flujo ascendente
(UASB), fue desarrollado en los afios 70. Hoy en dia el reactor UASB es uno de
los mas utilizados para el tratamiento anaerobio de aguas residuales, muchos de
estos reactores estan en operacion en varias partes del mundo. El reactor UASB
se ha venido utilizando debido a la formacion del lodo anaerobio con una alta
capacidad de sedimentacién y actividad metanogénica. La formacion de esta
accion los inmoviliza o fija dentro del reactor. Es por esto que la implementacion
del reactor UASB al tratamiento de aguas residuales de origen industrial y
doméstico, ha sido de mucho éxito, y es una alternativa interesante por su bajo
costo (Almendariz 2001). Este tipo de reactores se han empleado principalmente
en el tratamiento de aguas residuales provenientes de la industria de alimentos y
descargas municipales. Por otra parte, la literatura disponible muestra que se ha
usado escasamente en el tratamiento de efluentes contaminados con metales
pesados. En estos trabajos se han investigado aspectos sobre la remocion
simultdnea de metales, pero no se han encontrado trabajos enfocado en la

remocion especifica del cobre.

2. Justificacion

Dada la problematica existente y los retos implicados en la restauracién de
medios contaminados con metales pesados, para el desarrollo de la presente

investigacién se consideré lo siguiente:
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e Sonora es uno de los Estados mas importantes en el Noroeste de México, en lo
gue se refiere al desarrollo de industrias minero-metallrgicas, debido
principalmente a que se encuentran las minas de cobre mas importantes a nivel
nacional e internacional. La falta de control en las antiguas operaciones para el
manejo de los desechos acidos y arenas de molienda (“jales”) no siempre ha
sido la adecuada, lo cual ha provocado la contaminacion de las corrientes

formadoras de los Rios San Pedro y Bacanuchi con metales pesados.

e El cobre es uno de los principales metales de descarga por la industria minero-
metallrgica al rio San Pedro. Aunque, es un elemento traza requerido para el
crecimiento celular, a elevadas concentraciones de cobre en el medio puede ser
altamente toxico para el humano, animales y los microorganismos. Debido a
esto, se han creado normas que establecen valores maximos permisibles para
la descargas de corrientes que contienen desechos con metales. Para el uso de
agua como fuente de abastecimiento, los niveles de cobre no deben ser
superiores a 1 mg/L y en el caso del hierro este es de 0.3 mg/L (NOM 001-

ECOL 1996).

e La bioremediacion constituyen una alternativa viable para la descontaminacion-
recuperacion de ambientes naturales y para el tratamiento de efluentes

contaminados con metales pesados.
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e Los reactores UASB se han empleado principalmente en el tratamiento de
aguas residuales provenientes de la industria de alimentos, papel y descargas
municipales. Por otra parte, la literatura disponible muestra que se ha usado
escasamente en el tratamiento de efluentes contaminados con metales
pesados. En estos trabajos se han investigado aspectos sobre la remocién
simultdnea de metales, pero no se han encontrado trabajos enfocado en la

remocién especifica del cobre.

Por lo cual, se considera necesario llevar a cabo una investigacion
sisteméatica que permitan generar conocimientos relacionados con la biosorcién de
cobre, determinar el comportamiento de estos sistema, identificar a los
microorganismos presentes en el sistema estudiado y los microorganismos
responsables de la biosorcion de cobre, establecer los mecanismos involucrados
en la biosorcién de cobre y generar parametros asociados a la biosorcion y al

sistema. Por lo tanto, en éste trabajo se plantearon los siguientes objetivos.

3. Objetivos
Objetivo General:
Desarrollar un proceso para la biosorcién de cobre utilizando un reactor de

lecho de lodo anaerobio de flujo ascendente.

Objetivos Especificos:

e Determinar la cinética de biosorcion del cobre en un sistema en lote.

13



e Evaluar el efecto del hierro y el cobre sobre los procesos metanogénicos en
sistema en lote.

e Evaluar el efecto del pH sobre el lodo metanogénico y determinar la cinética de
biosorcién y bioacumulacién.

e Evaluar los parametros que influyen en la biosorcion del cobre en un reactor
UASB (pH, concentracion, tiempo de residencia hidraulica, carga organica
volumétrica).

e Determinar la cinética de biosorcion del cobre en un sistema continuo.

e Evaluar la sucesion poblacional de los lodos anaerobios durante las cinéticas de
biosorciébn de cobre por electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante

(DGGE).

4. Hipotesis
e Un reactor de lecho de lodo anaerobio de flujo ascendente por sus
caracteristicas puede ser alternativa viable para la biosorcion de cobre de

soluciones acuosas.

5. Explique la responsabilidad de cada autor respecto a las publicaciones
presentadas
Revista: CHEMICAL SPECIATION AND BIOAVAILABILITY

Titulo del articulo: Copper bioaccumulation in an upflow anaerobic sludge blanket
(UASB) reactor.
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ll. PRESENTACION DEL ESTUDIO

Los métodos, resultados y conclusiones de este estudio son presentados en

los articulos contenidos en los anexos de esta disertacion. El siguiente es un

resumen de las contribuciones mas relevantes de esta investigacion:

CHEMICAL SPECIATION AND BIOAVAILABILITY
En este articulo se presenté un estudio de la capacidad de bioacumulacién

de cobre en un reactor UASB, como una alterativa para el tratamiento de

desechos acidos de mina.

Aportaciones. Para este tipo de reactores y bajo las condiciones experimentales,

se determiné que:

La eficiencia de remocion COD a los 30 dias es del 90%.

La produccion de metano es de 0.253 L/L-d.

La bioacumulacion de cobre es de 98% y que esta ocurre gradualmente

hasta alcanzar una valor de 61.6 mg Cu(ll)/gST.

La concentracion de cobre a la cual la actividad metanogénica especifica de

los lodos se reduce al 50% (Clso) corresponde a 280 mg Cu(ll)/L.

Es factible el uso de lodo metanogénico para remover cobre de soluciones

acuosas.

Es viable el uso de reactores UASB para el tratamiento de desechos acidos

de mina presentes en el Rio San Pedro.
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REVISTA DE CONTAMINACION AMBIENTAL
En este trabajo se presentd un estudio de la biosorcion de cobre utilizando

lodo anaerobio acidogénico viable y no viable.

Aportaciones. Para este estudio y bajo las condiciones experimentales, se

establecio que:

La remocion de cobre es méas evidente en las pruebas de biosorcion en lote
utiizando medio acuoso sintético con concentraciones de 50 a 300
mgCu(ll)/L durante los primeros 15 minutos.

La capacidad de biosorcion de cobre para el lodo viable y no viable tienen
comportamientos similares que se ajustan al modelo de Langmuir, con
valores de Qgmax de 25.4 y 27.67 mg Cu(ll)/gSSV, con un valor de la
constante b igual a 0.00739 y 0.00699, respectivamente.

La biosorcion de cobre utilizando reactores con lodos acidogénicos
anaerobios viable y no viable presenta una interaccion soluto-adsorbente de
segundo orden bajo las condiciones experimentales.

De acuerdo al estudio cinético, es factible el uso de lodo acidogénico viable
y no viable para remover cobre empleando reactores anaerobios
acidogénicos.

Este proceso es mas eficiente si, se trabaja con soluciones acuosas con
baja concentracion de cobre. Sin embargo, se obtienen valores de remocion

ligeramente superiores cuando se trabaja con lodo no viable.
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e Los lodos presentan las siguientes caracteristicas: ST 60.57 g/L, SSV
30.95, IVL 43 mL,40/gSSV, tamafio de particula de 0.25 a 0.6 mm, Pmax de
0.69 gDQO-CH4/gSSVd, y KSacetato de 81.53 mM.

e Los lodos empleados en la remocién de cobre estan compuestos por
bacterias, diatomeas (silice amorfa) y una matriz de silice (cristobalita).

e El analisis cualitativo y cuantitativo por EDS de los lodos revel6 la formacion
de una biopelicula y la presencia de cobre en los lodos empleados en la
biosorcion. En base a lo anterior se establecié que el cobre se encuentra

bioacumulado en las diatomeas y adsorbido en la biopelicula.

MINERAL PROCESSING AND EXTRACTIVE METALLURGY

REVIEW
En este articulo se presentd un estudio del efecto del hierro en la bioadsorcion de

cobre usando lodos anaerdbicos y su caracterizacion microestructural.

Aportaciones. Para este estudio y bajo las condiciones experimentales, se

determiné que:

e El andlisis cualitativo y cuantitiativo por EDS mostré que el hierro en

concentraciones de 50-300 mg/ L favorece la bioadsorcion de cobre.

e A concentraciones superiores de 300mg/L se inhibe la biosorcion del cobre.

e En esta investigacion, se observé que el hierro no tiene un efecto sobre la

actividad metanogénica, ni en la produccion de metano.
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e El analisis cualitativo y cuantitativo por EDS muestra que la cantidad de
cobre en las diatomeas corresponde al 2.66% en peso y este puede estar
asociado a la biosorcion de cobre al consorcio bacteriano y la matriz

polimérica.

XXVIII CONVENCION INTERNACIONAL DE MINERIA
En este articulo se present6 un estudio de la diversidad microbiana de lodos

anaerobios metanogénicos usando DGGE.
Aportaciones. Para esta investigacion y bajo las condiciones experimentales, se

determiné que:

e Se obtuvieron los ADN metagenomicos utilizando DGGE de las muestras de

lodo y efluentes del bioreactor.
e Se analizaron por PCR, se purificaron y secuenciaron.

e De los 30 fragmentos analizados se identificaron 9 pertenecientes al dominio

de Archeay 21 al dominio de Bacteria con un 95% de confidencialidad.
e En todas las muestras se encontré la presencia de archeas metandgenos.

e Se observo la produccion de metano durante el estudio, a pesar de la

presencia de hierro y cobre.
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ABSTRACT

The main objective of this work was to study the capacity of bioaccumulation of copper in an upflow
anaerobic sludge blanket (UASB) reactor, for the treatment of acid mine drainages (AMD). UASB reactor
of 0.8L was fed with sodium acetate, the organic loading rate (OLR) was set at 2.0gCOD/L.d, and
experiments were performed in the reactor during 115 days. After 30 days, the COD removal efficiency
was 90%. In the stationary stage, the higher production methane was 0.253L/L.d. The reactor was
added with 20 mgCu(ll)/L during 30 days. The copper bicaccumulation was 98% and it was accumulated
gradually in sludge until reaching a 61.6 mgCu(ll)/gTS. The toxicity study demonstrated that the copper
concentration at which the level of specific methanogenic activity (SMA) of the biogranules was reduced

to 50% of the control (ICsq), was 280 mgCu(ll)/L.

Keywords: acid mine drainages, bioaccumulation, copper, UASB reactor

1. INTRODUCTION

It is well-known that the use of the water drainage
basins are the primary sources for anthropogenic
unloads; it represents a risk for human health,
particularly the pollution caused by the high concen-
trations of some heavy metals, such as, zinc (Zn),
nickel (Ni), chromium (Cr), lead (Pb) and copper
(Cu) (Topalian et al., 1999; Karri et al., 2006;
Upadhyay et al., 2006). Those metals go through
the aquatic environment principally by direct loads of
industrial sources, soils and sediments and are distrib-
uted in the water, biota, being the mining industry
one of the most important source (Elder, 1988;
Alloway and Ayres, 1993; Gomez-Alvarez et al.,
2007). An example of contamination by heavy
metals in water and sediment can be found in the
San Pedro River basin, one of the most important
rivers of the north of Sonora, Mexico. This river has
been severely contaminated by the wastewater
discharges with high concentration of copper gener-

ated during the mining activity of the region. In
addition, wastewaters discharge untreated raw
sewage coming from the city of Cananea, Sonora
(Gémez-Alvarez et al., 2001a, 2007b) which also
contribute to the pollution of this source of water.
Considering the importance and impact of this
problem on the community of Cananea city, different
kinds of research have been developing. Monge-
Amaya et al. (2008) report the sampling stations in
the San Pedro River and the propagation and isola-
tion of the bacteria and the copper biosorption in an
aerobic bioreactor. However, it is necessary to under-
take more studies that suggest other alternatives for
the treatment of acid mine drainages (AMD) and,
consequently, reduce the concentration of the heavy
metals in the San Pedro River, until acceptable levels
according to Mexican regulations (NOM-001). The
main objective of this work was to study the capacity
of bioaccumulation of copper in an upflow anaerobic
sludge blanket reactor (UASB), for the treatment of
acid mine drainage (AMD).
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Continuous systems

These studies were performed in a UASB reactor
(Figure 1) of volume 0.8L, 0.25m in height with an
internal diameter of column of 7.2cm, a flow of
12mL min ', an hydraulic residence time of
12.0h that was housed at 35°C. The reactor was
seeded with 240mL of anaerobic sludge with a
concentration of volatile suspended solid (VSS) of
4624g L ! by feeding with 1g L ' of chemical
oxygen demand (COD) of dextrose, with an organic
volumetric load of 2.0 COD/Ld. To determine the
bioaccumulation of the sludge in the UASB reactor,
20.0mg L ' were added as Cu(ll). The mineral
medium (pH7.0) used was designed by Visser
(1995), consisted (in mg L '): NH4Cl 1044, KC1
544, MgSO47H20 370, KH2PO4 340, CaC122H20
100, yeast extract 100, trace elements solution
ImL L . The solution of trace elements consisted
of (in mg L 1): FeCl,.4H,O 2000, MnCl,
500, EDTA 500, NazseO3 100, H3BO3 50, ZnC12
50, (NH4)¢Mo070,4.4H,0 50, AICI; 50, NiCl;.6H,O
50, CoCl,.2H,0 50, CuCl,.2H,0 50.

2.2 Batch system

Methanogenic activity was carried out in serological
bottles (250mL) in duplicate, with a volume of
operation of 175mL. Each container were seeded
with 2.0g VSS/L of anaerobic sludge and fed with
sodium acetate (2.0g COD/L). Bottles were incu-
bated for 24 h at 35°C for the adaptation of the sludge
to the average conditions. Over the next few days, the
headspace was again fed with sodium acetate.
Methane production was measured for displacement
of a solution of NaOH (3.0%) (Jawed and Tared,
1999).

For the kinetic toxicity of copper, after 24h of
incubation, the ion was added for example, Cu(II), to
concentrations of 0, 100, 250, 500, 750 and 1000 mg
L ' The metal exposition was for 72h, they were
later again fed with acetate (1.0 g COD/L). Methane
production was measured as before and COD
consumption by the APHA (1995). The mineral
medium was the same as before (Visser, 1995).

2.3 Analytical methods

Volatile suspended solids (VSS) were measured
gravimetrically, the chemical demand of oxygen
(COD) according to the standard methods (APHA,
1995), and the relation of alkalinity “‘o’” (Castilla,
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2006; Bouvier ef al., 2008), metal content was
measured with Perkin-Elmer model 3110 atomic
absorption spectrophotometer at 324.8nm wave-
length and 0.7 nm slit.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The reactor UASB was kept in operation for 115
days. On the first 25 days, a minor value of alkalinity
ratio (o) of 0.5 was observed (o = carbonate/volatile
fatty acids). Anaerobic degradation is a multi-stage
process. At the beginning, complex organic
substrates are hydrolysed by enzymes to form
soluble acids and sugars. Then they are degraded
by acidogenic bacteria into volatile fatty acids (VFA).
Furthermore, intermediate VFA are degraded by
acidogenic bacteria forming acetate, formate, carbon
dioxide and hydrogen. Finally, intermediates are
converted to methane by the methanogenic bacteria.
According to this, the mineral media was modified,
adding sodium bicarbonate to increase o up to 0.5.
The ratio of alkalinity lower than 0.5 indicates that
there is no buffer capacity in the system and conse-
quently, the system can change from methanogenic to
acidogenic. On day 30, the activity of the sludge
reached a higher removal efficiency of COD to 90%
and it was kept during the 115 days of the condi-
tioning period. In the stationary stage, a maximum
production of methane of 0.253 L/L d was observed.
Figure 2a shows the bioaccumulation level of the
UASB reactor fed with CuSO, 20mg L 1). These
results reveal that all the copper remain in the
anaerobic sludge since the effluent had the lowest
levels of copper compared with the influent.

In Figure 2b, it can be observed that the fed copper
is accumulated gradually in the anaerobic sludge. On
day eight, the bioaccumulation of copper in the
sludge was 11.2mg Cu(Il)/gTS (TS =total solids).
Whereas, at the end of the test (on day 29), it was
61.6 mg Cu(1l)/gTS.

Figure 3 shows COD removal efficiencies of the
UASB reactor fed with copper. COD remained over-
head of 98% and the specific methanogenic activity
(SMA) was 0.34 L /L d. The toxic effect of the copper
diminished, since the reactor UASB was fed with
copper sulfate. The sulfate is used as an electron
acceptor changing the methanogenic activity to
sulfate reduction activity, and copper precipitates in
the sludge. Karri et al. (2006) reported that the
toxicity of the copper is low in the culture media
that contains sulfides due to precipitation of metal
sulfides.
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Batch systems were used to find the toxicity of
copper, this parameter can be expressed by a simple
ICs, value, representing the copper concentration at
which level the SMA of the biogranules was reduced
to 50% of the control (ICs). In this investigation, the
ICsy value obtained was 280 mgCu(ll)/L where
100% represents the SMA without copper (see
Figure 4). Higher ICs, values, as in this case, mean
that the sludge exhibited better resistance to copper
toxicity. On the other hand, the maximum production
of the methane of the control was 80 mL, and 0.16 of
chemical oxygen demand (gCOD/gVSS.d). Fang
(1997) reported similar values for ICs, of copper
using a UASB reactor packed with anaerobic biogra-
nules.

80

60 -
@
2
w0
=3 -
(8] . =T
(o))
£

20

-

[\ S — r r y r

C 5 10 15 20 25 30
(b) Time (days )

Figure 2 (a) Copper removal in the reactor UASB, fed with Cu(II) 20 mg/L. (b) Bioaccumulation of copper in the anaerobic sludge of

the UASB reactor.

25 120
cop

20]. . « . " . . 100
. . : "
=) . = P L80 O
i 15 OLR o
5 > - 3
o L60 3
(o] 2 °
o 104 . . s
o 2

- |

&

O o054 [

0.0 T - - - ~ 0

5 10 15 20 25 30
Time ( days)

Figure 3 Efficiency of removal of the COD in the UASB reactor
during the fed with culture medium containing 20 mgCu (11)/L.
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Figure 4 Inhibitory concentration of copper towards the metha-
nogenic activity of the sludge in batch system.
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Copper bioaccumulation in an upflow anaerobic sludge blanket (UASB) reactor

4. CONCLUSIONS

The copper concentration of the acid mines drainage
of San Pedro River, is lower than the ICsq (280 mg of
Cu(II)/L); therfore, it could be treated in the UASB
reactor, packed with anaerobic sludge. The bioaccu-
mulation of the copper in the sludge of reactor was
gradual until reaching a concentration of
61.6mg Cu(Il)/gTS in 30 days without biomass
inhibition.
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RESUMEN

En este trabajo se presenta un estudio de la biosorcion de cobre utilizando lodo
anaerobio acidogénico viable y no viable, con las siguientes caracteristicas: ST
60.57 g/L, SSV 30.95, IVL 43 mL4/gSSV, tamafo de particula de 0.25 a 0.6 mm,
Hmax de 0.69 gDQO-CH,/gSSV'd, ¥y KSacetato de 81.53 mM. Las pruebas de
biosorcion utilizando medio acuoso sintético y concentraciones de 50 a 300
mgCu(ll)/L, muestran que la remocion de cobre es mas evidente en los primeros
15 minutos. La capacidad de biosorcién de cobre para el lodo viable y no viable
presentaron comportamientos similares que se ajustan al modelo de Langmuir,
con valores de (max de 25.4 y 27.67 mgCu(ll)/gSSV, con un valor de la constante b

igual a 0.00739 y 0.00699, respectivamente. El estudio cinético indica que es
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factible el uso de lodo acidogénico viable y no viable para remover cobre
empleando reactores anaerobios acidogénicos. Los resultados de la
caracterizacion de los lodos por MEB, EDS y DRX revelaron la presencia de
bacterias, diatomeas (silice amorfa) y una matriz de silice (cristobalita) en los
lodos empleados en esta investigacion. El analisis cualitativo y cuantitativo por
EDS de los lodos muestra la presencia de Cu bioacumulado en las diatomeas y
adsorbido en la biopelicula.

Key words: biosorption, copper, isotherm, anaerobic-acidogenic-sludge, removal

ABSTRACT

In this paper a study of biosorption of copper was carried out using living and non-
living acidogenic anaerobic sludge. Characterization results of sludge are as
follows: TS 60.57 g/L, VSS 30.95, SVI 43 mLsuage/gVSS, particle size from 0.25 to
0.6 mm, Pmax Of 0.69 gCOD-CH4/gVSSd, and KSacetare Of 81.53 mM. Biosorption
trails using copper concentration from 50 to 300 mg Cu(ll)/L show that copper
removal is more evidently during the first 15 minutes. Biosorption capacity of
copper in living and non-living sludge has the same behavior and there are a well
fitting with Langmuir model in both systems, where Qmax is 25.4 and 27.67
mgCu(ll)/gVSS, and b corresponds to 0.00739 y 0.00699, respectively. In addition,
living and non-living sludge can be used to remove copper using acidogenic
anaerobic reactors. SEM, EDS and XRD results for sludge reveal the presence of

bacteria, diatoms (amorphous silica) and silica (cristobalite) matrix. Qualitative and
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quantitative analysis by EDS showed the presence of copper bioaccumulated into

diatoms and on the biofilms.

INTRODUCCION

Varios factores son importantes en la retencibn de metales pesados usando
biomasa anaerobia. Estos factores incluyen las propiedades quimicas de la
superficie celular, el tamafio de particula, la actividad metabdlica de la biomasa,
entre otros. Diversos microorganismos, tales como: levaduras, hongos y bacterias
han sido reportados para la remocién de metales pesados (Cd, Hg, Cr, Zn, Co, Sn,
Fe y Cu) de efluentes contaminados (Vieira y Volezky, 2000 y Wang y Chen,
2006). Especificamente para la remocion de cobre se han empleado algas
(Scenedesmus incrassatulus, Ecklonia méaxima, Lessonia flavicans, Durvillea
patatorum, alga verde-Phaeophyta, alga verde-chlorophyta y alga roja-
Rhodophyta); bacterias (Bacillus subtilis, Bacillus sp., Escherichia coli, Bacillus
cereus, Pseudomona aeruginosas, Pseudomonas sp., Micrococus sp.,
Pseudomonas ambigua, Desulfovibrio vulgaris, Enterobacter cloacae, Alcaligenes
eutrophus, Dinococcus radiodurans); y levaduras (Sacaromices cerevisiae)
(Mullen, et al., 1989; Vieira y Volesky, 2000; Wang, 2002; Mack, et al., 2004;
Pefa-Castro et al., 2004). Estos microorganismos tienen la habilidad de remover
cobre mediante la biosorcion. El proceso de biosorcion puede ser definido como la
captacion de contaminantes desde una solucion acuosa por un material biolégico
a través de mecanismos fisicoquimicos o metabolicos. Los dos mecanismos
diferenciados para la captacién de los metales pesados por parte de la biomasa

son la bioacumulacion y la bioadsorcion (Volesky, 2004; Reyes et al., 2006). El
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primer mecanismo se basa en la capacidad de absorcion de las especies
metalicas hacia el interior de las células que componen la biomasa, mientras que
el segundo, se basa en la adsorcion de los iones en la superficie de la célula, este
fendmeno puede ocurrir por intercambio idnico, precipitacion, complejacion o
atraccion electrostatica (Vieira y Volesky, 2000; Reyes et al., 2006). La remocién
de metales pesados como el cobre mediante biosorcion ha sido estudiada desde
los setentas. El cobre es un metal esencial que regula algunas funciones celulares
y esta involucrado en la produccion de proteinas. Sin embargo, el cobre en altas
concentraciones puede provocar efectos téxicos y cambios fisiologicos en
organismos heterotroficos y fototréficos (Boivin, 2005). Por otra parte, debido a la
diversidad de materiales biolégicos que se pueden emplear para la remocion de
éste, existe la necesidad de estudiar la biosorcion de cobre utilizando
microorganismos especificos, identificar los mecanismos y entender las
interacciones microorganismo-metal. En base a lo anterior, en este trabajo se
plantearon como objetivos, los siguientes: evaluar la cinética de biosorcion de
cobre en lodo anaerobio acidogénico viable y no viable en reactores por lotes y
determinar los mecanismos de biosorcion de cobre mediante técnicas de
difraccion de rayos X (DRX), microscopia electronica de barrido (MEB) y

espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS).
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Todos los reactivos empleados en esta investigacion fueron de grado analitico de
la marca Sigma-Aldrich y las soluciones de cobre (Cu(ll)) se prepararon a partir de
sulfato de cobre (CuSQO,) disuelto en agua deionizada.

Lodos anaerobios

Los lodos se obtuvieron de una planta de tratamiento de agua de la industria
cervecera y fueron analizados para determinar sélidos totales (ST), sélidos
suspendidos volatiles (SSV), cenizas, indice volumétrico de lodo (IVL) (APHA,
1995) y distribucion de tamafio de particula (Laguna et al., 1999). Para realizar las
pruebas de biosorcibn con lodos no viables, estos se esterilizaron en una
autoclave a 16 psi durante 15 minutos. Mientras que, las pruebas con lodo viable,

se realizaron con los lodos previamente acondicionados en un medio acidogénico.

Activacion y acondicionamiento de lodos

Para llevar a cabo esta etapa, se transfirieron 300 mL de lodo a matracesde 1 Ly
se activaron con medio mineral (g/L): 1.045 NH4CI, 0.27 KCI, 0.17 KH,PO,, 0.185
MgSO,.7H,O, 0.05 CaCl,.H,O, 0.5 dextrosa, 0.02 extracto de levadura, 0.5
CH3COONa, 0.125 NaHCO3 y 1 mL solucion de elementos traza (Visser, 1995). El
periodo de incubacion fue de 12 a 20 dias en una incubadora con agitacion (New
Brunswick Scientific modelo C76) a una temperatura de 35° C y a 50 rpm.
Posteriormente, se hizo la conversion del lodo metanogénico a acidogénico,

sobrealimentando el lodo metanogénico con 5 gDQO acetato/LL para tener una mayor
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produccion de acidos grasos y de esta forma, disminuir la actividad metanogénica

y estabilizar el pH entre 4-4.5.

Determinacion de la constante de saturacion (Ks)

Este estudio se llevo a cabo en botellas serologicas de 150 mL con un volumen de
operacion de 100 mL, las cuales se alimentaron con acetato de sodio a
concentraciones de 0.25, 0.5, 1, 2, 3y 5 gDQOI/L y se inocularon con 10 mL de
lodo en el medio mineral de Visser. Posteriormente, fueron incubadas durante 24 h
en un cuarto con temperatura controlada a 35° C. Se determin6 la demanda
quimica de oxigeno (DQO), de acuerdo a los métodos estandares (APHA, 1995) y
el metano por desplazamiento de una solucion de hidréxido de sodio (NaOH) al
3%. Las muestras para la determinacion de DQO y metano se tomaron cada tres

horas.

Biosorcion

Las pruebas de biosorcion se hicieron en matraces de 250 mL, con 200 mL de
medio mineral ajustado a un pH de 4.5 para evitar la precipitacion de iones de
cobre. En estas pruebas, se utilizaron las siguientes concentraciones de cobre en
mg Cu(ll)/L: 50, 100, 150, 200 y 300. A cada una de las soluciones, se les
adicionaron 12 mL de lodo (0.37g SSV) y se incubaron a 37° C durante 75 minutos
en una incubadora con agitacion a 50 rpm. Se tomaron muestras cada 15 minutos
para cuantificar el ion metalico en el sobrenadante con un espectrofotometro de

absorcion atomica (Perkin EImer 3100).
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Isotermas de bioacumulacién y bioadsorcion
La capacidad de retencion de cobre (q) de la biomasa se calcul6 mediante la

siguiente ecuacion (Mesquita, et al., 2007; Gutiérrez-Ceroén et al., 1997):

C-Ce
Xo

q:
(1)

donde g corresponde a la capacidad de biosorcion de cobre (g de cobre/g de
biosorbente), C; es la concentracion inicial de Cu(ll) en solucion (g/L), Ct es la
concentracion final de Cu(ll) en solucién (g/L) y X, es la concentracion de sélidos
volatiles suspendidos (biosorbente) (g/L).
Las isotermas de biosorcién se obtuvieron graficando la capacidad de retencion
del metal (g de cobre/ g de biomasa) contra la concentracion residual del metal en
solucion (g/L). En el presente trabajo, los datos experimentales se ajustaron al

modelo de adsorcion de Lagmuir. De acuerdo a este modelo, las isotermas se

pueden definir como se muestra en la siguiente ecuacion:

q — bceqmax
1+bC,

(2)

donde, gmsx €S la capacidad maxima que presento el lodo, para biosorber cobre
(gCu(Ih/gSSV), C. es la concentracion de Cu (II) remanente en la solucion bajo

condiciones de equilibrio y b es una constante relacionada con la energia de
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adsorcion. Este modelo considera que las isotermas de biosorcion tienen un
comportamiento parabdlico y permite obtener parametros (gmax Y b) Utiles descritos

anteriormente y que representan caracteristicas importantes del sistema.

Caracterizacion de lodos por MEB, EDS y DRX

Con el proposito de establecer los mecanismos de biosorcion de cobre en los
lodos anaerobios, se realizdé un estudio sistematico que involucré la observacion
de los microorganismos presentes en los lodos, mediante microscopia electrénica
de barrido (MEB) y microandlisis general y puntual por espectroscopia por
dispersion de energia de rayos X (EDS), sobre la matriz que componen los lodos y
los microorganismos presentes en este. El microscopio electronico de barrido
(MEB, Philips, modelo XL30 ESEM) utilizado en este estudio esta provisto de un
dispositivo (EDAX, modelo Falcon) para realizar microandlisis mediante
espectroscopia por dispersion de energia de rayos X (EDS). El anélisis por MEB
de los lodos, se realizé en condiciones de bajo vacio y ambiental a diferentes
magnificaciones de 200 a 2000X. Para cada magnificacion, se hizo microanalisis
puntual sobre los microorganismos, asi como, analisis general de los lodos para la
determinacion de Cu por EDS. Las sefales empleadas fueron: electrones
secundarios de baja energia (SE, secondary electrons) para la adquisicion de las
imagenes y rayos X caracteristicos para el analisis elemental cualitativo y
cuantitativo de Cu. Previo al analisis, las muestras se prepararon colocandolas
sobre substratos conductores de aluminio y recubiertos con cinta de grafito.
Después, las muestras se recubrieron con oro para hacer conductora la muestra y

obtener las imagenes. La identificacion de las fases presentes en los lodos se
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llevd a cabo mediante la técnica de difraccion de rayos X. Las muestras fueron
preparadas previamente con el propdsito de homogeneizarlas. Esta preparacion
consistio en la pulverizacion de las muestras hasta obtener un tamafio de particula
menor a 100 mallas. Posteriormente, los polvos fueron colocados sobre
portamuestras para su analisis en un difractometro de rayos X (Philips 3040). Las
condiciones de analisis fueron las siguientes: radiacién K a de cobre, A = 1.5418 A,
el angulo de barrido se varié en el rango de 10 a 80° y la velocidad de barrido fue
de 0.02°/seg. El voltaje de excitacion del anodo fue de 30 kV y la corriente

aplicada fue 97000 nA (Leal, 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de lodos

En el cuadro | se muestran los resultados de la caracterizacion del lodo anaerobio
empleado para la remocion de cobre.

La cuantificacion de los SSV es una manera indirecta para determinar la biomasa
y se obtienen al restar las cenizas (SF) a los ST, de este modo la biomasa
contenida en el lodo fue la mitad del total de sélidos. El IVL indica que el lodo
presentd una velocidad de sedimentacién rapida. Los valores superiores a un IVL
de 150, se asocian en general con el crecimiento de bacterias filamentosas y una
baja sedimentacion (Crites y Tchobanoglous, 2000). Los resultados del analisis
granulométrico (Fig. 1) muestra que los solidos totales y volatiles presentes en los
lodos estan constituidos en su mayoria por granulos con tamafo de particula de

0.355 mm.
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Determinacion de la constante de saturacion (Ks)

La figura 2 muestra los resultados de la AME (actividad metanogénica especifica,
uDQO-CH,) evaluada a diferentes concentraciones de acetato del lodo anaerobio,
previamente activado.

Para determinar la constante de saturacion (Ks) y la maxima AME (Umax) S€
empled una herramienta de calculo de Excel denominada Solver. Esta herramienta
permite una optimizacion a partir de datos experimentales (Fig. 2) para la
determinacion de los valores Ks y HUmax, que posteriormente son empleados para
hacer un ajuste al modelo de Monod [ppgo-cHa(Cacet)= HMmax Cacet! (KS+Cacet)],
(Olguin-Lora et al., 2003). De acuerdo a este analisis, los valores de parametros
KSacetato Y  Mmax corresponden a 81.53 mM y 0.69 gDQO-CH,/gSSVd,
respectivamente.

Cinética de Biosorcion

Los resultados experimentales de la cinética de biosorcion de cobre utilizando lodo
anaerobio viable se muestran en la figura 3. De acuerdo a los resultados, la
remocion del cobre es mas marcada en los primeros 15 minutos. También se
observa que la remocion de cobre aumenta al disminuir la concentracion de este
en las soluciones acuosas y a mayores tiempos de contacto. La maxima remocion
(24 %) se obtuvo en las pruebas de biosorcion empleando soluciones acuosas con
50 mg Cu(ll)/L y tiempos de contacto de 75 minutos. Los resultados
correspondientes al blanco sin biomasa y empleado como control, mostraron que
la precipitacion del cobre fue menor al 5%. En base a lo anterior, se considera que
la remocion de cobre bajo las condiciones experimentales es mas eficiente si se

trabaja con soluciones acuosas con baja concentracion de cobre.
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En la figura 4 se presentan las curvas de biosorcién de cobre, en las cuales se
utilizé lodo anaerobio no viable variando el tiempo y la concentracién de cobre de
las soluciones acuosas (50, 100, 150, 200 y 300 mg Cu(ll)/L). En esta gréfica se
puede observar que a la concentraciéon de 50 mg/L de cobre, la remocién maxima
es del 27.5% a los 75 minutos y al aumentar la concentracion a 300 mg/L de cobre
se observa una reduccion en la remocién hasta el 12% para el mismo tiempo.

Los resultados de la cinética de biosorcion de cobre utilizando lodo viable y no
viable revelaron que existe una mayor remocion de cobre en el lodo no viable bajo
condiciones similares. Dicho comportamiento, es atribuido a un incremento de la
capacidad de retencion de la biomasa durante la esterilizacion en autoclave, que
se debe a un aumento del area superficial generado por el rompimiento de las

células y granulos (Haytoglu et al., 2001).

Isotermas de biosorcion

En las figuras 5y 6 se presentan los resultados correspondientes a las isotermas
de biosorcion de cobre utilizando lodo viable y no viable. Después de hacer el
ajuste de los datos experimentales al modelo de Langmuir mediante la
herramienta de calculo de Excel Solver, se determinaron los siguientes
parametros: el limite maximo de retencion (gmax) que corresponde a la capacidad
del material para retener iones metalicos en soluciones concentradas y la
ordenada al origen b que es la capacidad del material de retener metales en
soluciones diluidas (Gutiérrez-Ceron et al., 1997). De acuerdo a estos resultados,
los valores de gmax para el lodo viable y no viable fueron de 25.4 y 27.67 mg

Cu(Il/gSSV respectivamente. Mientras que, los valores de la constante b fueron
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0.00739 para el lodo viable y 0.00699 para el lodo no viable. El ajuste de los datos
experimentales al modelo Langmuir indica: que existe una interaccion soluto-
adsorbente de segundo orden bajo las condiciones experimentales utilizadas, que
toda la superficie tiene la misma actividad para la biosorcién del cobre y que no
existe interaccion entre las especies adsorbidas. Por otra parte, se considera que
la biosorcion del cobre se lleva a cabo mediante el mismo mecanismo y el grado
de biosorcién es inferior a una monocapa molecular completa en la superficie del
lodo acidogénico. Dado que, los resultados anteriores no muestran diferencias
significativas en el comportamiento de la capacidad de biosorcién de cobre para
los dos tipos de lodo, es posible considerar como una alternativa el uso de

biomasa viable y no viable para remover cobre utilizando reactores anaerobios.

Caracterizacion de lodos por DRX, MEB y EDS

Las figuras 7a y 7b muestran los resultados de las caracteristicas
microestructurales de los lodos.

Los resultados de DRX revelaron que los lodos estan constituidos por fases
amorfa y cristalina. La figura 7a muestra un patron de DRX representativo
correspondiente a los lodos, en el cual se observan una joroba tipica de materiales
amorfos que se atribuyen a la silice amorfa y algunas reflexiones que pertenecen
a la fase cristobalita de la silice (JCPDS 77-1316; 21.990, 36.109, 31.453;
tetragonal; a=4.9709A y ¢=6.9278 A; Cristobalita-SiO,). La silice cristalina esta
asociada a la matriz que compone los lodos y la silice amorfa a las diatomeas que
se encuentran embebidas en la matriz de silice, como se muestra en la

fotomicrografia de MEB figura 7b.
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En las figuras 8a y 8b se muestra la morfologia tipica de los microorganismos
observados en los lodos, asi como las formas del material exopolimérico que
compone la biopelicula.

La figura 9 muestra los resultados de la cuantificacion de cobre en los lodos y
diatomeas por EDS.

Los resultados de la caracterizacion por MEB y EDS revelan que el cobre no se
encuentra en la matriz (cristobalita) que compone a los lodos, sino en las
diatomeas y en la biopelicula (ver Figura 8b) que consiste basicamente de
bacterias y sustancias poliméricas extracelulares, EPS, por sus siglas en inglés
(Donlan, 2002). Dado que, el analisis cualitativo y cuantitativo por EDS sobre las
diatomeas muestra la presencia de Cu en cantidades promedio de 2.66 % en
peso. Ademas, considerando que las diatomeas se encuentran recubiertas por
una biopelicula, se asume que el cobre se encuentra bioacumulado en las
diatomeas y adsorbido en la biopelicula, ya que los rayos X caracteristicos
empleados para el analisis por EDS, son generados cuando el haz de electrones
penetra en la muestra a profundidades de 300-1000 nm (0.3 a 1um) (Pantano y

Kelso, 1984).

CONCLUSIONES

El uso de biomasa viable y no viable constituye una alternativa apropiada para
remover cobre utilizando reactores anaerobios. La biosorcién de cobre utilizando
reactores con lodos acidogénicos anaerobios viable y no viable, presenta una

interaccion soluto-adsorbente de segundo orden bajo las condiciones
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experimentales, ya que se ajusta al modelo de Langmuir. Este proceso es mas
eficiente si, se trabaja con soluciones acuosas con baja concentracién de cobre.
Sin embargo, se obtienen valores de remocién ligeramente superiores cuando se
trabaja con lodo no viable. De acuerdo a los resultados de la caracterizacion
microestructural, los lodos empleados en la remocion de cobre estan compuestos
por diatomeas (silice amorfa) y una matriz de silices (cristobalita). La formacion de
la biopelicula y la presencia de cobre en los lodos empleados en la biosorcion,
permiten establecer que el cobre se encuentra bioacumulado en las diatomeas y

adsorbido en la biopelicula.
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CUADRO I. Caracteristicas del lodo anaerobio.

Parametro Cantidad
Solido totales (ST) 60.57 g/L
Solidos suspendidos volatiles 30.95g/L
(SSV)

Salidos fijos (SF) 29.6 g/L

indice volumétrico de lodo (IVL) 43 mLogo/gSSV
Velocidad de sedimentacion 12.93 mLpg0/S
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experimentales y (—) ajuste al modelo de Langmuir.
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Victoria Km 0.5, Hermosillo, Sonora, México.

ABSTRACT

Copper biosorption mechanism, iron influence on the bioremoval, methane
production and sludge characterization was studied in a batch system using
anaerobic sludge. DRX, MEB, EDS techniques were used for the sludge
characterization. Fe (lll) has effect on copper biosorption. At neutral pH and
concentrations from 50-300 mg/L, copper biosorption increase. However, at
concentrations >300 mg/L a depletion is observed. During biosorption, Fe (lll) does
not have an effect on both methane production and methanogenic activity. EDS
analysis reveals the copper presence into diatoms (2.66 w%). In addition, copper is
biosorted by diatoms-bacteria-polimeric matrix, and also, it is bioacummulated into

diatoms.
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INTRODUCTION

Water is an important resource, vital for both social and economic growth. It is thus
imperative that water is managed according to the principles of sustainable
development to counteract the combination of increasing economic development
and environmental degradation. The constantly increasing degree of
industrialization and urbanization, rising standards of living, increasing population
growth and agricultural activities are strongly impacting on the use of available
water sources and on the quality of water that is found therein. This exhaustive use
of limited resources and energy by modern society implies a need for changes in
present and future urban water and wastewater treatment systems. According to
convention, the majority of current metal removal and recovery technologies are
physical or chemical in nature, and there are a number of strategies available,
including cementation, solvent extraction, evaporation, ion exchange, chemical
precipitation and membrane processing. However, biological technologies are
gaining in popularity as they are increasingly being proved to be as effective as
physical methods while operating at substantially lower costs (Mack, et al. 2004).
Those characteristics allow the application of this method on the treatment of acid
mine drainage, one of the main problems associated with mining activities. The
increase in heavy metal solubility results in the accumulation of these toxic
elements in the environment. In consequence, the sites become inhospitable and
just those microorganisms able to tolerate the acidity and the high concentration of
heavy metals can survive. Thus, the bioremediation processes of natural selected

organisms represent an important strategy in order to remove heavy metals, such
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as, copper and iron (Castro-Silva, et al. 2003). Removal of metal ions from
wastewater in all biological systems includes two important phenomena:
bioadsorption and bioaccumulation. These phenomena can occur in both plant and
microbial species. Bioaccumulation is an active process, whereby the biomass
transports the metal ions into the cells where the metal is then sequestered. The
disadvantage of this process is that the concentration of the metal may reach a
level that is toxic to the organism, and kill it. Bioadsorption is a passive process in
which the metal adsorbs to functional groups on the outer surface of the biomass.
This process can occur on both living and dead biomass and thus, the only limiting
factor is the availability of binding sites onto which the metal can adsorbed
(Volesky, 2004). One of the most important heavy metals related with the mining
process is copper (Cu). This metal is an essential element for human health since
low concentrations play an important role in enzyme-mediated systems. However,
high levels of copper are non-degradable and can accumulate in living tissues.
Therefore, excessive copper (Cu?*) in water should be removed to a permitted
level of less than 1 mg/L that makes the water safe and suitable for drinking
purposes. On the other hand, several studies have shown that methane production
is severely inhibited under iron reducing condition during bioremoval. This
phenomenon is often explained by competition between Fe (lll)-reducing and
methanogenic microorganism for common substrates such as acetate and
hydrogen. However, other studies show that substrate competition cannot
completely explain that strong inhibition of methanogenesis during Fe (lll)-reducing
(van Bodegom, et al. 2004). A number of copper and iron reducing bacteria have

been studied, these include Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina and

63



Desulfonema that specialize in the oxidation of fatty acids, particularly acetate
(Madigan et al. 2003). The study of the microbiological structure and composition
of complex ecosystems such as soil and sediments is important for a better
understanding of bacterial community phisiology, for the development of new
approaches in bioremediation and recycling, and for discovering new
biotechnology applications. In order to determine the mechanism of copper
biodsorption, the iron influence on the bioremoval, methane production and sludge
characterization, a systematic study in the batch system was carried out using an
anaerobic sludge and techniques such as DRX, MEB and EDS were used for the

sludge characterization.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Conditions for Copper Removal and Iron Influence Study

To determine methane production, removal tests were carried out by duplicate in
serum bottles (250 mL), with a volume of operation of 175 mL. Each serum bottles
were seeded with 2.0 gVSS/L of anaerobic sludge and fed with acetate of sodium
to a concentration of 2.0 g COD/L. The serum bottles were incubated for 24 h at
35° C for the adaptation of the sludge to the medium conditions. On the following
day, the headspace was again fed with acetate of sodium. The measured methane
volume was for displacement of a solution of NaOH (3.0%) (Castilla 2006). For the
Kinetic toxicity of copper, after 24 h of incubation, the ion was added like Cu (ll),
and Fe (lll). Copper concentration was considered as a constant parameter (50

mg/L), and iron concentration was varied as follow 50, 100, 150, 300, and 600
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Fe(lll) mg/L. Metal exposition was during 72 h, later, they were replenished with
acetate (1.0 g COD/L). Methane production was measured like before and COD
consumption by the APHA method (1995). The mineral medium consisted (in
mg/L) of NH4CIl: 522, KH,PO,4: 376, MgSO4-7H,0: 194, CaCl,-2H,0: 5, yeast
extract: 20, NaHCO3; 2000 and the trace elements solution, in 1 mL/L (pH 7.0).
Analytical methods: Volatile suspended solids (VSS) were measured
gravimetrically, the chemical demand of oxygen (COD) according to the standard
methods (APHA 1995), and the copper concentration by spectrometry atomic

absorption (Perkin Elmer 3100).

Chemical and Microstructural Characterization of Sludge

After the copper removal and iron influence tests, the specimens were removed
from the batch reactor for chemical and microstructural characterization by X-ray
diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM), and energy-dispersive X-
ray spectroscopy (EDS). The XRD analysis was performed using a Philips XRD
equipment (Cu Ka radiation, anode excitation of 40 kV, and current of 30 mA). For
the analysis by XRD, sludge samples were previously prepared by drying at room
temperature, and subsequently, finely grinding (500 mesh) in an agate mortar.
Afterward, they were placed on the sample hole for XRD scanning at a step size of
0.02°, and a rate/count time of 1° per minute, from 15 to 80°. The microstructural
characterization of sludge was carried out in environmental conditions, at an
acceleration voltage of 30 kVe, in a Philips SEM equipment provided with a

Falcon™ EDS device. Previous to the SEM analysis, the samples were coated with
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gold to improve the image quality. To evalute the influence of iron on the copper

biosorption, copper and iron were quantified by EDS.

RESULTS AND DISCUSSION

Iron Influence on Cu Removal

Figure 1 shows the results of EDS for the effect of Fe (lll) on the biosorption of Cu.
These results reveal that at neutral pH, the biosorption of copper increase at
concentrations from 50 to 300 mg/L. However, at concentrations up to 300 mg/L a
depletion is observed, this can explained by the transition of Fe (lll) to Fe (Il) and
the formation others toxic compounds for the bacteria consortium, where ferric
iron-reducing bacteria play an important role and the increase in the concentration
of Fe-ions. The redox change between Fe (II) and Fe (lll) are especially important
in redox processes in anoxic soils and sediments. Fe (ll), ferrous iron, forms
minerals such as siderite (FeCOs3), vivianite [Fe(PO4)2-(H20)g] or iron sulfide (FeS)
only in anoxic habitats under weakly acidic to neutral conditions. The formation of
these minerals can be occured under experimental conditions because, the
medium used contains carbonates, phosphates and sulfates. In addition, under the
presence of oxygen, ferrous iron is stable only under acidic conditions. However, at
neutral pH it is rapidly oxidized to Fe (lll). Ferric iron forms minerals that are
widespread in both oxic and anoxic habitats (Straub 2001).

Iron Influence on Methanogenic Activity

In previous researches by other authors, it was reported that an inhibition of the
production of methane is present under iron reducing conditions in systems

containing pure culture (van Bodegom, et al. 2004), owing to an acompetion
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between the Fe(lll) and the methanogenic microorganisms for common substrates
such as acetate and hydrogen. In this investigation an anareobic microbial
community was used to evaluate the effect of Fe (lll) on the methane production
and the methanogenic activity during the biosorption of Cu. According to these
results, it can observed that the iron does not have an effect on both the
production of methane and on metahnogenic activity, as Figure 2 and 3 illustrate,
respectively. This behavior can be associate to the anaerobic microbial community
used in this research, which allows a synergy between microoganisms constitute
this community, diminishing the competition for the common substrate, owing to
others carbon sources can be available and ferric iron-reducing bacteria can be
present modifying the system, and consequently, a insignificant effect of Fe (lll) on

the methane production and the methanogenic activity.

Chemical and Microstructural Characterization of Anaerobic Sludge by XRD,
SEM and EDS..

Figures 4a y 4b show XRD and SEM characterization of the sludge after
bioremoval tests. XRD results reveal that anaerobic sludge is constituted by both
amorphous and crystaline phases. The representative XRD pattern corresponding
to anaerobic sludge after bioremoval tests present a typical hump atributted to
amorphous materials. Additionally, it is evident the presence of some reflexions
corresponding to silica (SiO;) as crystobalite mineral phase, as it can be observed
in the Figure 4a. Crystobalite is atributted to the matrix of sludge and amorphous

silica to the diatoms present into silica matrix as show in the Figure 4b.
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Figures 5a y 5b show the typical morhpology of microorganisms present in the

sludge and the exopolimeric material asociatted with the biofilm formation.

Figure 6 show the SEM photomicrograph corresponding to the sludge (b) and

representative EDS spectra for the analysis of sludge matrix (a) and diatoms (c).

SEM and EDS results show that copper is not present into the matrix but it into
diatoms, and on the biofilm. The qualitative and quantitative analysis of copper by
EDS reveal that the amount of copper on the diatoms is 2.66 w %, and this can be
associatted to biosorption of copper by the consorptium of diatoms-bacteria-
polimeric matrix. Because of that, it can establish that copper is bioacummulated
into diatoms, since characteristic X rays using for the EDS analysis are generated
when the beam of electrons penetrate within the sample at 300-1000 nm (0.3-1pm)

(Pantano and Kelso 1984).

CONCLUSIONS

Iron (Ill) has an effect on the biosorption of Cu. At neutral pH and concentrations
from 50 to 300 mg/L, the capacity of copper biosorption increase. However, at
concentrations up to 300 mg/L a depletion is observed, this change is asociated
with both the transition of Fe (lll) to Fe (Il) and the formation others toxic
compounds for the bacteria consortium, where ferric iron-reducing bacteria play an
important role and the increase in the concentration of Fe-ions. In addition, Fe(lll)

does not have an effect on both the production of methane and on metahnogenic
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activity. The amount of copper on the diatoms is 2.66 w %. This can be associatted
to biosorption of copper by the consorptium of bacteria-polimeric matrix. In

addition, copper also is bioacummulated into diatoms.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. Influence of Fe (Ill) during biosorption of Cu.

Figure 2. Influence of Fe (lIl) on the production of methane during biosorption of
Cu.

Figure 3. Influence of Fe (Ill) on the methanogenic activity.

Figure 4. XRD pattern (a) and SEM photomicrograph (b) corresponding to
anaerobic sludge after bioremoval tests.

Figure 5. SEM Photomicrographs corresponding to microorganisms present in the
sludge: a) diatoms and b) biofilm and bacteria.

Figure 6. SEM photomicrograph of the sludge (b) and representative EDS spectra

for the sludge matrix (a) and diatoms (c). *Note: p is the average values
of copper determined in the matrix or diatoms by EDS.
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ANEXO D

ARTICULO ENVIADO PARA PRESENTACION EN LA:

XXVIII CONVENCION INTERNACIONAL DE MINERIA
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DIVERSIDAD MICROBIANA DE LODOS ANAEROBIOS
METANOGENICOS USANDO DGGE

M. T. Certucha-Barragan®™?, E. Acedo-Félix*, R. Pérez-Morales®
! Departamento de Ingenieria Quimica y Metalurgia, Universidad de Sonora, Rosales y
Boulevard Luis Encinas s/n, Hermosillo, Sonora, México. ? Instituto de Ingenieria,
Universidad Auténoma de Baja California, Mexicali, Baja California, México. * Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C., Carr. La Victoria Km 0.5, Hermosillo,
Sonora, México.

RESUMEN

Se realizé un estudio de la diversidad microbiana mediante DGGE, en lodos anaerobios
metanogénicas alimentados con soluciones sintéticas de Cu y Fe. Se encontré que la
técnica utilizada, fue util en la separacion de los diferentes microorganismos y se
pudieron identificar a nivel de género. La poblacion microbiana de los lodos estuvo
formada dentro de los dominios de Bacterias y de Archeas, predominando las primeras.
Se identificaron bacterias metanogénicas, enterobacteraceas, pseudomonales,
bacterias reductoras de hierro y otras clases que han sido involucradas en la reduccion
de Cu y Fe. Se puede concluir que los lodos metanogénicas se pueden emplear como

una alternativa para la remocion de Cu de diferentes ambientes contaminados.

INTRODUCCION

El estudio de la estructura microbiolégica y la composicion de los ecosistemas
complejos, tales como: suelo y sedimentos, es importante para entender mejor la
fisiologia de la comunidad bacteriana presente en ellos y desarrollar nuevas
aplicaciones en reciclaje, biotecnologia y biorremediacion (Rojas, 2008). En esta ultima

se pueden emplear diversos microorganismos tal como los metanotrofos, los cuales
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han atraido el interés de los microbiélogos, debido a su potencial para ser usados en
biorremediacion, a la importancia que tienen en el ciclo del metano, y a que se
encuentran ampliamente distribuidos en habitats naturales. El cultivo por métodos
tradicionales de metanétrofos, esta limitado debido a que muchos de éstos son dificiles
de cultivar. Actualmente se sabe que es posible estudiar la diversidad microbiana no
cultivable o de dificil cultivo, por medio de técnicas moleculares (Tani et al., 2001; Diaz
et al., 2006). La extraccion de ADN (acido desoxirribonucleico) bacteriano a partir de
ambientes naturales mediante técnicas de biologia molecular, se ha convertido en una
herramienta util para la deteccién de bacterias que no pueden ser cultivadas, revelar la
diversidad genética y su cambio en ecosistemas microbianos (Zhou, 1996).

Se ha estimado que aproximadamente el 99% o mas de los microorganismos aun no
han sido identificados, debido a la dificultad de obtenerlos como cultivos puros y bajo
condiciones de laboratorio (Park et al., 2005). Sin embargo, para el estudio de las
poblaciones microbianas, se han desarrollado diferentes técnicas de biologia molecular
(Myzer et al., 1993; Rojas-Herrera et al., 2008). Existen diferentes métodos para extraer
el ADN de suelo y sedimentos, todos varian en el proceso de preparacion de la
muestra y remocién de los contaminantes que afectan la calidad de ADN extraido.
Durante la extraccion del ADN puede ocurrir la coextraccion de substancias himicas
que interfieren en la deteccion y medicion del ADN, este contaminante inhibe a la Taq
ADN polimerasa en el PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) e interfiere en la
digestion del ADN restriccion por las enzimas de restriccion, reduciendo la eficiencia
de varias técnicas de analisis del ADN (Zhou, 1996; Fang, 2002; Escalante-Lozada et

al., 2004; Rojas-Herrera et al., 2008). Debido a que las substancias himicas son
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dificiles de remover, la purificacion del ADN es una etapa critica seguida de la
extraccion directa para obtener un ADN con pureza apropiada para ser caracterizado
mediante andlisis gendmico. En esta investigacion se tiene como objetivo recuperar el
ADN bacteriano de lodos anaerobios metanogénicos provenientes de diferentes
fuentes e identificar la diversidad microbiana presentes en los mismos, mediante la
técnica de electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE, por sus siglas

en inglés).

MATERIALES Y METODOS
Muestras de lodo. Para la caracterizacidbn microbiolégica, se tomaron muestras de
diferentes fuentes, en la Tabla 1 se presenta la descripcién de las muestras.

Tabla 1. Descripcion de las muestras analizadas.

IDENTIFICACION DESCRIPCION

Lodos del rio San Pedro

Lodo con 20 mg de cobre

Efluente del reactor con 50 mg de cobre tiempo cero
Efluente del reactor con 50 mg de cobre a los 4 dias
Solido cinética 50 mg de cobre

Salido cinética 100 mg de cobre y 150 mg de hierro
Salido cinética 200 mg de cobre y 150 mg de hierro
Lodo del reactor después del lavado con 50 mg de cobre

O INO|UORAWIN|F

Extraccion de ADN. La extraccion de ADN, se realiz6 mediante la técnica descrita por
Rojas-Herrera et al. (2008), modificando el numero de lavados del ADN por 7 6 10
ocasiones, hasta que estuvo limpio. Para probar la eficacia del ADN, se realiz6 un PCR
del ADNr 16S, con los iniciadores universales 27F y 1492R (Tabla 2).

Amplificacién por PCR y DGGE. La amplificacion del ADNr, se realizo con los primers

(Tabla 2), las condiciones de amplificacion y la electroforesis del ADN amplificado, de
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acuerdo a las recomendaciones de Mayzurier et al. (2003) y Rojas-Herrera et al.
(2008).

Purificacion de las bandas de ADNr. Una vez realizado la electroforesis, se
seleccionaron las bandas de ADN, se amplificaron nuevamente con los primers 357F y
518R, pero sin la grapa del primer utilizado para el primer PCR (357F-GC). La pureza
de los fragmentos de aproximadamente 180 pb, se cortaron del gel y se purificaron con
una columna (Qiagen, Qiaquick purification Kit) y se enviaron a secuenciar.

Analisis de las secuencias. La identificacion de las secuencias se realiz6 en la base
de datos RDP (Ribosomal Database Project), utilizando las herramientas desarrolladas

por Cole et al. (2008), para la busqueda de la identidad de las secuencias.

Tabla 2. Secuencias de los primers y de la grapa utilizada para la amplificacion de los

fragmentos de ADNr 16S, de los dominios Archea y Bacteria.

Primer Secuencia Autor
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Lane, 1991
1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT

F357GC CGC CCG CCG CGC GGC GGG CGG GGCL Mayzurier, 2003
GGG GGC ACG GGG CCT
ACG GGA GGC AGC AG

F357 CCT ACG GGA GGC AGC AG Mayzurier, 2003

R518 ATT ACC GCG GCT GCT GG Mayzurier, 2003

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron los ADN metagenomicos de las muestras de lodo y efluentes del
bioreactor anaerobio, de los cuales se observa ejemplos en la Figura 1A. A pesar de
gue no estaban completamente puras, se logré6 amplificar tanto el fragmento de 1500

pb (datos no mostrados), como el de 180 pb, que se observan en la Figura 1B.
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Figural. A. Electroforesis del ADN metagendémico de las muestras analizadas (pocillos
de 1 al 10); M, marcador de peso molecular Auingini- B. Electroforesis de las bandas de
aproximadamente 180 pb, amplificadas por PCR (1-7); Marcador de peso molecular

para PCR 100pb (Promega).

En la Figura 2 se muestra el patrén de bandas de la electroforesis utilizando DGGE,
después de la amplificacion por PCR con los primers F357GC y R518. Se obtuvieron
37 fragmentos de ADN, mismos que fueron enviados a secuencias, sin embargo, 7 de
ellos no pudieron ser analizados, ya que la secuencias aparentemente correspondian a
méas de 1 bacteria y no fue posible separar por la técnica utilizada, a pesar de las
repeticiones de la electroforesis y la pureza aparente de las bandas obtenidas, como se
observa en la Figura 3. De los 30 fragmentos analizados, se identificaron 9 de ellas
pertenecientes al dominio Archea y 21 al dominio Bacteria. En la Tabla 3, se muestra la
identidad de cada una de las bandas, de acuerdo al RDP, ésta identidad se obtuvo con

un 95% de confidencialidad.
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Figura 2. Electroforesis con gradiente desnaturalizante (DGGE), de la amplificacion de
los fragmentos obtenidos en las muestras analizadas. Las bandas sefalizadas con
flechas, fueron las que se recortaron para amplificar y enviar a secuenciar. La

numeracion se hizo en orden descendente.
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Tabla 3. Identidad de los fragmentos de ADN obtenidos por DGGE.

Fragmento | Dominio Familia Género

2 Bacteria Flavobacteriaceae Lutibacter

4 Archea Methanocaldococcaceae | Methanocaldococcus
5 Bacteria Nautiliaceae Nautilia

6 Bacteria Cryomorphaceae Fluviicola

7 Archaea Methanobacteriaceae Methanosphaera
8 Archaea Pyrodictiaceae Pyrolobus

9 Bacteria Veillonellaceae Anaerosinus
10 Bacteria Enterobacteriaceae Samsonia

11 Bacteria Chromatiaceae Thiococcus
12 Bacteria Nitrospinaceae Nitrospina

14 Bacteria Rhodocyclaceae Sterolibacterium
15 Bacteria Flexibacteraceae Leadbetterella
16 Archaea Desulfurococcaceae Sulfophobococcus
17 Bacteria Deferribacteraceae Denitrovibrio
18 Archaea Halobacteriaceae Natronobacterium
19 Archaea Halobacteriaceae Halorhabdus
21 Bacteria Flexibacteraceae Fabibacter

22 Bacteria Moraxellaceae Acinetobacter
23 Bacteria Neisseriaceae Formivibrio
24 Bacteria Aurantimonadaceae Martelella

26 Bacteria Moraxellaceae Alkanindiges
27 Archaea Halobacteriaceae Halalkalicoccus
29 Bacteria Enterobacteriaceae Thorsellia

34 Bacteria Incertae Sedis Xl Finegoldia

35 Bacteria Flexibacteraceae Leadbetterella
36 Bacteria Verrucomicrobiaceae Akkermansia
37 Bacteria Flavobacteriaceae Donghaeana
38 Bacteria Caldilineales Levilinea

39 Bacteria Caldilineales Leptolinea
40 Bacteria Actinomycetales Micrococcineae

84



Ml 2 374 5.6 798 RO ORITEI2% 3545 F16%1 771819
~—

-—-----.‘-~.d~—>~
-

M 20 21 22 2324 2526 27 28 29 30 3132a32b 33 34 35 36 37
.----uunnn--u—--nnnn

Figura 3. Fotografia de los productos de amplificacién (PCR) de las 37 bandas de ADN

separadas por DGGE y que fueron enviadas a secuenciar.

El uso del ADN; 16S como marcador molecular para identificar la poblacién microbiana
es una técnica de rutina empleada en la Ecologia microbiana, a partir de muestras de
diferentes ambientes para explorar las diversidad de comunidades microbioldgicas, sin
la necesidad de cultivarlas (Muzer, 1999). Como ya se menciond anteriormente, el
objetivo de éste trabajo era el de estudiar la cinética de los microorganismos, si al
realizar cambios en las condiciones ambientales de los lodos, las bacterias y archeas
desaparecian, o bien, cuales de ellas se mantenian, ya que se estuvo haciendo
cambios en el contenido del medio mineral utilizado. Se observaron cambios quimicos
en los estudios de biosorcién de Cu y como afectaba la presencia de hierro.

Se incluyé una muestra del Rio San Pedro (muestra 1), para conocer la flora

microbiana que sobrevive a las condiciones de contaminacion que se presentan en él
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(Gomez-Alvarez et al., 2004). No se observan muchas diferencias en cuanto a las
especies de bacterias y archeas en la microflora del rio y de los lodos activados. Una
de las especies identificadas sélo en el rio fue Fluviicola spp, un género perteneciente a
las Flavobacterias, que son un grupo de bacterias ambientales (Bergey’ s, 2001).

En todas las muestras se encontré la presencia de archeas metandgenos (banda 7),
gue son microorganismos procariotes que viven en medios estrictamente anaerobios y
gue obtienen energia mediante la produccién de gas metano (CH4). Durante todo el
tiempo que se realizo el estudio en el reactor, hubo produccién de metano (Certucha-

Barragan et al., 2009, en prensa), a pesar de la presencia de hierro y cobre.

CONCLUSIONES

Las técnicas de biologia molecular utilizadas, fueron utiles para conocer la diversidad
microbiana en los lodos anaerobios que llevo a cabo la bioacumulacion de Cu y se
encontr6 ademas la presencia de bacterias que reducen el Fe. No se observaron
cambios en las familias que componen la microflora microbiana, cuando se utiliz6 Cu
con diferentes concentraciones de Fe, por lo que se puede concluir que los lodos
metanogénicas se pueden emplear como una alternativa para la remocion de Cu de

diferentes ambientes contaminados.
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