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Resumen

Consuelo Brito Garcia (2025). Precipitaciéon de sulfuros de arsénico en un sistema
bioldgico-fisicoquimico. Tesis de Maestria. Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnologica. México.

La contaminacion por arsénico en el agua representa un alto riesgo para la salud humana
y el medio ambiente. La OMS establece un limite maximo permisible de 10 ug/L en agua
para consumo humano. En México, altas concentraciones de arsénico son comunes en
acuiferos y zonas mineras como por ejemplo Matehuala, S.L.P., con niveles de hasta 158
mg/L en agua. Los métodos de tratamiento existentes como la filtracion y la precipitacion
guimica son costosos y generan subproductos toxicos. La remediacion biologica, la cual
aprovecha la capacidad metabdlica de las bacterias arseniato- y sulfato-reductoras, ofrece
una alternativa prometedora para la remocién del arsénico mediante su biomineralizacion o
formacion de fases minerales de sulfuros de arsénico. El objetivo del presente estudio fue
evaluar la precipitacion de sulfuros de arsénico en un sistema biolégico-fisicoquimico para
la remocion de arsénico del agua. Se caracterizaron las actividades biol6gicas (arseniato-
y sulfato-reductora) de un consorcio recuperado de sitios contaminados. Posteriormente se
operd un reactor de lecho fijo en lote (volumen de trabajo 250 mL) con las dos actividades
acopladas y se elimin6 con éxito hasta 99% del arseniato (2.5 mM) y 100% del sulfato (hasta
5 mM) utilizando lactato como donador de electrones. Los precipitados biogénicos
contenian principalmente sulfuros de arsénico (AsS) en estructuras similares a fibras. A
partir del soporte del primer reactor, se pusieron en marcha dos reactores en continuo (500
mL c/u) con actividades por separado. En el reactor arseniato-reductor se logré una
eficiencia de reduccién superior a 85%, mientras que en el reactor sulfato-reductor se logré
remover hasta 80% del sulfato alimentado. A partir de los efluentes de ambos reactores se
evaluo el efecto de las relaciones molares y el pH en la precipitacion de sulfuros de arsénico,
mediante experimentos en lote con diferentes relaciones molares de S:As (1.4, 2.7, 5.4) y
pH (2, 5y 6). Los resultados mostraron un mayor porcentaje de remocién del arsénico (93%)
a pH 2 en el plazo de una hora y menor eficiencia de eliminacién (19-64%) a pH 6.
Finalmente se operd un reactor de precipitacién a relaciéon molar S:As 1.5apH 2y 5. Se
encontré que a pH 2, los precipitados de arsénico se solubilizan después de 48 horas,
mientras que a pH 5, los precipitados fueron mas estables, logrando una remocién de hasta
92% en cinco dias. Finalmente, los analisis de MEB-EDS indicaron que el precipitado
obtenido a pH 2 estaba compuesto por S y As, en una relacién molar 1.6 (S:As). El
precipitado presentd morfologia esférica con particulas entre 118 a 280 nm. El patrén de
difraccién de rayos X (XRD) confirmé la presencia de fases cristalinas de oropimente
(As2S3) y rejalgar (AssSs). Con respecto al precipitado que se obtuvo con pH 5, la
micrografia de MEB mostré una morfologia de particulas prismaticas con tamafio entre 1.7
a 3 um. Los resultados de EDS indicaron que el precipitado estaba conformado por Asy S,
en una relacién entre 0.55 y 0.90 (S:As). El andlisis XRD confirmé la presencia de
oropimente y rejalgar. Se demostrd que, al separar el proceso bioldgico del proceso de
precipitacion, afecta la morfologia, tamafio de particula y cristalinidad de los sulfuros de
arsénico formados, por lo tanto, se espera que este estudio sea el punto de partida para
indagar sobre las condiciones en la precipitacion de sulfuros de arsénico, y como esto afecta
sus propiedades fisicas y quimicas.

Palabras clave: arsénico, bacterias arseniato-reductoras, bacterias sulfato-reductoras
biomineralizacion, oropimente, rejalgar
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Abstract

Consuelo Brito Garcia (2025). Precipitation of arsenic sulfides in a biological-
physicochemical system. M.Sc. Thesis. Instituto Potosino de Investigacion Cientifica
y Tecnolégica. México.

Arsenic contamination in water represents a high risk to human health and the environment.
The WHO establishes 10 pg/L of arsenic as the maximum permissible limit in water for
human use. In Mexico, high concentrations of arsenic are common in aquifers and mining
areas such as Matehuala, S.L.P., with levels up to 158 mg/L in water. Existing treatment
methods such as filtration and chemical precipitation are expensive and generate toxic by-
products. Biological remediation, which takes advantage of the metabolic features of
arsenic- and sulfate-reducing bacteria, offers a promising alternative for arsenic removal
through its biomineralization or formation of arsenic sulfides mineral phases. The objective
of the present study was to evaluate the precipitation of arsenic sulfides in a biological-
physicochemical system for arsenic removal from water. The biological activities (arsenate-
and sulfate-reducing) of a consortium recovered from contaminated sites were
characterized. Afterwards, a fixed bed batch reactor (250 mL working volume) with the two
coupled activities was operated at laboratory scale and successfully removed up to 99% of
arsenate (2.5 mM) and 100% of sulfate (up to 5 mM) using lactate as electron donor. The
biogenic precipitates contained mainly arsenic sulfides (AsS) in fiber-like structures. From
the support of the first reactor, two continuous reactors (500 mL each) with separate
activities were set up and operated. The arsenate-reducing reactor reached more than 80%
of arsenic reduction efficiency, while the sulfate-reducing reactor showed up to 80% sulfate
removal efficiency. From the effluents of both reactors, the effect of molar ratios and pH was
evaluated in batch experiments at different S:As molar ratios (1.4, 2.7, 5.4) and pH (2, 5 and
6). The results showed a higher arsenic removal efficiency (93%) at pH 2 within one hour
and lower removal efficiency (19-64%) at pH 6. Finally, a precipitation reactor was operated
at molar ratio S:As 1.5 at pH 2 or 5. At pH 2, arsenic precipitates solubilized after 48 hours,
while at pH 5, the precipitates were more stable, achieving up to 92% removal in five days.
Finally, SEM-EDS analyses indicated that the precipitate at pH 2 was composed of S and
As, in a 1.6 molar ratio (S:As). The precipitate showed spherical morphology with particles
between 118 to 280 nm. The X-ray diffraction pattern (XRD) confirmed the presence of
crystalline phases of orpiment (As2S3) and realgar (AssS4). Regarding the precipitate at pH
5, SEM micrographs of the precipitate showed a prismatic particle morphology with particle
sizes between 1.7 to 3 um. The EDS results indicated that the precipitate was composed of
As and S, in a ratio between 0.55 and 0.90 (S:As). The X-ray diffraction pattern (XRD)
confirmed the presence of orpiment and realgar. It was shown that the separation of the
biological process from the precipitation process affects the morphology, particle size, and
crystallinity of the formed arsenic sulfides. It is therefore expected that this study will be the
starting point for investigating the conditions governing the precipitation of arsenic sulfides,
which affect their physical and chemical properties.

Keywords: arsenic, arsenate-reducing bacteria, biomineralization, sulfate-reduction,
oropiment, realgar
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1.INTRODUCCION

Actualmente la contaminacion por arsénico (As) de cuerpos de agua es una problematica
que va en aumento a nivel mundial y que afecta a muchas ciudades en el mundo. Se
estima que aproximadamente 140 millones de personas en alrededor de 70 paises han

estado bebiendo agua con niveles de arsénico superiores a 10 pug/L (UNICEF & WHO,

2018).

El arsénico puede estar presente de forma natural en concentraciones superiores a 50
Mg/L en el agua subterranea de muchos paises, tales como Argentina, Chile, México,
China, Hungria, India, Bangladesh y Vietnam. Dichas concentraciones exceden el limite
maximo permisible establecido por organismos internacionales como la Organizacién
Mundial de la Salud y la Agencia de Proteccion Ambiental de EE. UU que establecen un
limite maximo permisible de arsénico en agua para consumo humano de 10 ug/L
(Smedley & Kinniburgh, 2002). EIl arsénico se considera un contaminante inorganico
prioritario y es altamente téxico, su presencia en concentraciones mayores que la

normativa representa una amenaza para la salud humana y el medio ambiente.

En México, se han detectado concentraciones de arsénico mayores a 50 pg/L en
acuiferos aluviales (centro y norte del pais), areas con actividad minera (reciente o
antigua) y aguas geotermales. Particularmente en el estado de San Luis Potosi, hay
reportes de casos representativos con una elevada concentracion de arsénico en cuerpos
de agua localizados en el distrito minero Santa Maria de la Paz y la ciudad de Matehuala,
en donde se han detectado hasta 158 mg/L de arsénico disuelto (Martinez-Villegas et al.,
2013). De acuerdo con un estudio hidrogeoquimico realizado en esta zona, los principales
procesos que controlan la concentracion del metaloide en dicho sitio estan relacionados
con la precipitaciéon y disolucion de minerales que contiene arsénico, como los arseniatos
de calcio (Martinez-Villegas et al., 2013; Rios-Valenciana et al.,, 2017). El agua
subterranea se usa para riego, ganaderia y actividades recreacionales; sin embargo, no
cumple con la normatividad mexicana vigente para agua de riego, que establece
concentraciones maximo-permisibles entre 0.2 y 0.4 mg/L (DOF, NOM-001-SEMARNAT-
2021; Ruiz-Huerta et al., 2017).
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La preocupacion por el potencial riesgo del arsénico sobre la salud humana y el medio
ambiente ha dado lugar a extensos estudios sobre tecnologias de tratamiento para
remover arsénico en aguas subterraneas, los cuales incluyen filtracion por membrana,
coagulacion y floculacion, y adsorcion/filtracidn por medios porosos (Duong et al., 2021).
Sin embargo, los métodos fisicos y quimicos no son rentables, debido al uso continuo de
sustancias quimicas, que conlleva a un aumento de costos y formacion de residuos con
sustancias no deseadas o subproductos toxicos (Daraz et al., 2023). Por ende, se ha
apostado por la tecnologia de remediaciéon microbiana, que implica el uso de consorcios
microbianos para la biotransformacion de metales pesados en sus formas no toxicas o la
modificacion de su movilidad, formando compuestos insolubles (biominerales), los cuales
poseen una mayor estabilidad y facilitan su recuperacion de la fase acuosa (Estay et al.,
2021).

En el presente trabajo se llevé a cabo un proceso bioldgico-fisicoquimico de remocioén de
arsénico en fase acuosa mediante un sistema integral usando un consorcio microbiano
recuperado de sitios contaminados con arsénico. Se operaron en continuo dos reactores
bioldgicos (arseniato-reduccion y sulfato-reduccién) acoplados a un reactor de tanque

agitado para lograr la precipitacion de sulfuros de arsénico.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Origen y quimica del arsénico (As) en los sistemas acuaticos

El arsénico es un metaloide que se encuentra de manera natural en la atmdsfera, suelos
y rocas, cuerpos de agua y organismos. Ocupa el vigésimo lugar de los elementos mas
abundantes en la corteza terrestre y se estima que su concentracion es entre 1y 2 mg/kg
(Kabata-Pendias, 2010). En la naturaleza, el arsénico se asocia con minerales sulfurosos,
hierro y otros metales (Ag, Au, Zn, Cu, Sb, Ni y Co) y se ha detectado en mas de 200
minerales diferentes, donde los sulfuros minerales mas comunes que contienen arsénico

son la arsenopirita (FeAsS), oropimente (As2S3) y rejalgar (AsS o0 As4S4) (Onishi, 1969).

El arsénico se libera y se mueve en el medio ambiente por fendmenos naturales como la
actividad volcanica (Wakao et al., 1988), procesos geoldgicos naturales (p.ej., erosion
ellica de los depdsitos minerales que contienen arsénico), espuma marina, incendios
forestales, actividad biolégica y actividades antropogénicas. Dentro de las actividades
antropogénicas que emiten arsénico al ambiente se encuentra la industria metalurgica y
minera, procesamiento de madera, manufactura del vidrio, industria electronica
(componentes de los semiconductores), industria farmacéutica y agroquimicos (Jong &
Parry, 2005).

La quimica del arsénico en los sistemas acuaticos es bastante compleja y existen
diferencias importantes en comparacién con los metales traza (p.ej., cadmio, cromo y
niquel). El arsénico puede existir en cualquiera de los cuatro estados de oxidacion
estables (+5, +3, 0, —3), forma oxianiones a valores de pH tipicamente encontrados en
aguas subterraneas (6.5-8.5), tanto en condiciones oxidantes como reductoras.
Dependiendo de las condiciones ambientales, las especies de arseniato (H2AsO4™ y
HAsO4?" ) y arsenito (H3AsOz) suelen ser las mas predominantes (Fig.2.1) (Chakravarty
et al., 2002).

El arsénico también puede encontrarse en compuestos organicos los cuales pueden ser
producidos por la actividad biolégica, sobre todo en aguas superficiales. Cabe destacar
que las formas organicas pueden ocurrir cuando los cuerpos de agua son afectados por
la descarga de efluentes industriales (Smedley & Kinniburgh, 2002).
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Figura 2.1. Diagrama de Pourbaix del arsénico que representa las especies o fases mas estables
del arsénico en solucion acuosa en funcion del pH y potencial oxido-reduccién (Eh). El diagrama
se construyd mediante el software The Geochemist's Workbench®. [H3AsO3]=0.3125 mM,
T=25°C y P=1.013 bars.

En valores de pH casi neutros (6.5 — 7.5) y tipicos de la mayoria de las aguas
subterraneas, la solubilidad de la mayoria de los cationes metalicos esta severamente
limitada por procesos de precipitacion o coprecipitacion con: o6xidos, hidroxidos,
carbonatos o fosfatos minerales, o probablemente por su fuerte adsorcion a oxidos de
metales hidratados, arcillas o, incluso, materia organica. Por el contrario, la mayoria de
los oxianiones, incluido el arseniato (abreviado en lo sucesivo como As®*), tienden a
absorberse con menos fuerza a medida que aumenta el pH; por esta razén estos aniones
pueden persistir en concentraciones mayores a 3000 pg/ L en el agua, incluso a valores
de pH casi neutros (Morin et al., 2003). En cambio, el arsenito (abreviado en lo sucesivo
como As?®*), en su forma no idnica (H3AsQ3), tiene una mayor movilidad, caracteristica

que lo hace mas téxico que el arseniato (Glodowska et al., 2020).

21



Diferentes factores fisicoquimicos y climaticos afectan la dinamica general y el ciclo
biogeoquimico de los metales pesados en el medio ambiente, la presencia del arsénico
en los cuerpos de agua naturales esta regida principalmente por la geoquimica del
ecosistema, hidrologia, quimica del agua, procesos biologicos, pH, potencial redox (Eh)

del ecosistema (Lievremont et al., 2009).

2.2. Toxicidad e impacto a la salud humana y el medio ambiente

La contaminacion del suelo por metales pesados provoca alteracion y perturbacion en su
microbiota, debido a que éstos pueden intervenir en el metabolismo microbiano y
modificar las actividades enzimaticas del suelo (Huang et al., 2009). Asimismo, la
presencia de metales pesados en el suelo induce cambios en las propiedades fisicas y
quimicas, tales como pH, densidad, porosidad, superficie relativa, contenido de arcilla,
concentracion de iones y cantidad de materia organica presente (Briffa et al.,
2020).También pueden tener un efecto indirecto perjudicial en el crecimiento de las
plantas, esto se debe a que los nutrientes esenciales requeridos pueden ser
reemplazados en los sitios de intercambio cationico por metales pesados o metaloides

como el arsénico (Chibuike & Obiora, 2014).

En los sistemas acuaticos, los sedimentos actuan como el principal almacén de metales,
y sirven como sumidero y fuente de metales pesados. Sin embargo, debido a procesos
fisicoquimicos y/o biolégicos son liberados en la columna del agua, provocando la
contaminacion del acuifero (Ali et al., 2019). Los metales pesados constituyen un grupo
de elementos quimicos que se caracterizan por un alto peso atomico y una alta densidad.
Dentro de ese grupo, por su toxicidad, también se incluyen algunos metaloides y metales
ligeros como el arsénico, el selenio y el aluminio (Briffa et al., 2020; Tchounwou et al.,
2012). Son considerados sustancias quimicas peligrosas debido a su persistencia
ambiental, bioacumulacién y biomagnificacion (Ali et al., 2019), ya que poseen la
tendencia a formar enlaces covalentes con otros compuestos, lo que resulta en la
formacion de compuestos lipofilicos que pueden unirse a las macromoléculas de la célula

e imponer efectos toxicos. Por ejemplo, el arsénico y cadmio pueden unirse a las
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proteinas celulares y provocar algunos cambios en su estructura, o provocar su

desnaturalizacion (Kishore et al., 2023).

Los efectos adversos y la toxicidad del arsénico se atribuyen a su capacidad de sustituir
a un grupo fosfato y formar metabolitos, interrumpiendo procesos bioquimicos,
ocasionando muerte celular. Lo anterior se debe a la similitud que tiene la estructura
quimica del arseniato con el fosfato (Firrincieli et al., 2019). La Agencia Internacional para
la investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) clasifica al arsénico dentro
del Grupo | (metales pesados carcinogénicos), la toxicidad del arsénico inorganico tiene
efectos en la salud humana y causa irritacion del sistema gastrointestinal, irritacion
pulmonar, cambios en la piel, disminucién de la produccién de globulos rojos y gldbulos
blancos, infertilidad y abortos espontaneos, problemas cardiovasculares, dafo cerebral,

alteraciones epigenéticas y dafio al ADN (Briffa et al., 2020; Tchounwou et al., 2012).

Los limites maximos permisibles de arsénico en agua difieren para cada pais, sin
embargo, se toman como referencia los limites establecidos por organismos
internacionales como la Organizacién Mundial de la Salud y la Agencia de Proteccion
Ambiental de EE. UU., ambas establecen un limite permisible de 10 ug/L. De acuerdo
con la normatividad mexicana vigente, el limite maximo permisible de arsénico en agua
para uso y consumo humano es de 0.025 mg/L (DOF, NOM-127-SSA1-2021) para todas
las localidades y se ajusta conforme a la tabla de cumplimiento gradual (Tabla 2.1). Para
descargas de aguas residuales, el limite maximo permisible es de 0.4 mg/L (para rios,
arroyos, canales, drenes, zonas marinas y riego de areas verdes) y de 0.2 mg/L (para
embalses, lagos, lagunas, infiltracion y otros riegos, suelos carsticos) (DOF, NOM-001-
SEMARNAT-2021). El intervalo de concentraciones de arsénico reportadas en agua a
nivel mundial comprende desde 0.5 ug/L hasta mas de 5000 pg/L (Smedley P.L. &
Kinniburgh, 2002).
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Tabla 2.1. Lineamientos de cumplimiento gradual para arsénico (NOM-127-SSA1-2121,
vigente desde 2023)

Localidad Ano Limite permisible de

arsénico (mg/L)

Mayor de 500,000 Un afo posterior a la entrada en 0.01
habitantes vigor de la presente Norma

Entre 50,000 y Tres afos posterior a la entrada en 0.01
499,999 habitantes vigor de la presente Norma

Menor de 50,000 Seis anos posterior a la entrada en 0.01
habitantes vigor de la presente Norma

2.3. Ciclo biogeoquimico del azufre

El azufre forma parte de los elementos quimicos mas abundantes en la Tierra. Los
grandes depdsitos de azufre se encuentran en sedimentos y rocas (7800 x 108 g) en
forma de sulfuros de hierro, principalmente pirita (FeS2) y yeso (CaSO4) o como sulfato
(S04%) en agua de mar (1280 x 10'® g). En el medio ambiente, el azufre se presenta en
diferentes estados de oxidacion (de -2 a +6) y formas quimicas (cisteina, sulfuro, sulfato,
etc.) (Fig. 2.2). Estos compuestos pueden sufrir transformaciones mediante procesos
quimicos y bioldgicos. El ciclo del azufre comprende procesos redox y es liberado al
ambiente por procesos de meteorizacion de las rocas. El sulfato (SO4%) suele ser el
producto de oxidacion final, que se acumula en los minerales y en el océano. También
hay diversas fuentes que liberan azufre a la atmdsfera. Estas fuentes pueden ser
naturales (erupciones volcanicas) o antropogénicas (Qquema de combustibles) (Sanchez-
Andrea et al., 2014).
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Figura 2.2. Diagrama de Pourbaix del azufre que muestra las especies o fases mas estables de
azufre en funcion del pH y del potencial oxido-reduccioén (Eh). El diagrama se construyé mediante
el software The Geochemist's Workbench®. [SO4*]= 0.4688 mM, T=25°C, P=1.013 bars.

Los microorganismos desempenan un papel crucial en el ciclo del azufre, catalizando las
reacciones redox de los compuestos azufrados. Estas reacciones incluyen: (1) reduccion
no asimilativa de sulfato a sulfuro, la cual esta acoplada a la conservacion de energia y
al crecimiento; (2) reduccidon no asimilativa de azufre , el aceptor de electrones es azufre
elemental y se obtiene energia al acoplar la reduccion con la oxidacion de un donador de
electrones; (3) reduccidén de sulfato asimilativa, el sulfuro reducido es asimilado en
biomasa, proteinas, aminoacidos y cofactores por plantas, hongos y microorganismos;
(4) mineralizacién de compuestos organicos con liberacion de sulfuro de hidrogeno; (5)
oxidacion de sulfuro por O2 , NOs -, Fe3* o Mn** como aceptores de electrones por
bacterias litotréficas y fototroficas, produciendo azufre y posteriormente sulfato; y (6)
dismutacion, la oxidacion y reduccion combinadas de compuestos de azufre (tiosulfato,

sulfito y azufre) a sulfato y sulfuro (Mao et al., 2024; Sanchez-Andrea et al., 2014).
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2.4. Reduccion biolégica de As®* y sulfato (S04?%)

La movilidad del arsénico en el medio ambiente depende principalmente de las
interacciones biogeoquimicas mediadas por microorganismos. La reduccion microbiana
de As®* a especies mdviles de arsénico en forma de As®* tiene lugar por desintoxicacion

(Cervantes et al., 1994) o por procesos de respiracion (Ahmann et al., 1994).

La desintoxicaciéon se logra mediante una enzima arseniato reductasa (regulada por el
gen arsC) citoplasmatica que reduce el As®* hasta As3* sin la produccion de energia para
la célula. Posteriormente, el arsenito se expulsa fuera de la célula mediante un sistema
de bombas de expulsién (regulado por el gen arsB). Se ha observado una gran
abundancia de microorganismos que son capaces de reducir arseniato hasta arsenito
mediante sistemas de desintoxicacion del arsénico, incluso células eucariotas son

capaces de realizarlo (Andres & Bertin, 2016).

La respiracion de As®* es regulada por el gen arrA, que se ha identificado en diferentes
géneros bacterianos (Santini et al., 2002). En condiciones reductoras, la especie
predominante de arsénico es el arseniato, algunos procariotes anaerobios pueden usar
As®>* como aceptor final de electrones (Ahmann et al., 1994; Newman et al., 1998). Estos
microorganismos obtienen energia (ATP) al acoplar la reduccién de As®*con la oxidacién
de materia organica, por lo tanto, se trata de un proceso de respiracion. Los
microorganismos que respiran As®* pueden utilizar diferentes donadores de electrones
(por ejemplo, acetato, lactato, glicerol) y varian desde mesdéfilos hasta extremdfilos
(Oremland & Stolz, 2003). Entre los géneros con capacidad de reducir arseniato se
encuentran: Desulfuromonas, Desulfitobacterium, Desulfotomaculum,
Desulfosporosinus, Geobacter y Sedimentibacter, entre muchos otros (Rios-Valenciana
et al., 2023; Routh et al., 2007).

Por otra parte, las bacterias sulfato-reductoras (BSR), utilizan el sulfato como aceptor
final de electrones, produciendo sulfuro. De igual manera que la reduccion del As®*, estos
microorganismos obtienen energia acoplando la reduccién del sulfato con la oxidacion de
materia organica o de Hz y CO2. Los donadores de electrones mas utilizados para la
sulfato-reduccién son: acetato, etanol, glicerol, hidrégeno y lactato. Cuando se emplea
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lactato, este puede ser oxidado de manera completa hasta CO2 o incompleta hasta
acetato, debido a que algunas bacterias sulfato-reductoras no pueden oxidar el acetato
(Alam & McPhedran, 2019). Entre los géneros de bacterias sulfato-reductoras se

encuentran Desulfovibrio, Desulfomicrobium y Desulfosporosinus.

La interaccion entre las bacterias arseniato-reductoras y sulfato-reductoras permite la
biomineralizacion de sulfuros de arsénico (Fig.2.3). Esto ha llevado a los investigadores

a concluir que estos microorganismos desempefian un papel crucial en el ciclo del

arsénico.
Donador de e- Donador de e-
Lactato Lactato
Aceptor de e- Aceptor de e
Acetato Arseniato (As®*) Sulfato (S0,2")
Acetato
Arsenito (As®*) :Sulfuro (s*)

\

Biomineralizacion

Sulfuros de arsénico
Rejalgar (As,S,)
Oropimente (As,S3)

Figura 2.3. Esquema que representa el acoplamiento de las actividades arseniato- y sulfato-

reductora y la biomineralizacidon de arsénico.

Para la biomineralizacién se requiere la presencia de sulfuro y arsenito, las reacciones 1
y 2 presentan las reacciones estequiométricas para la oxidacién incompleta de lactato
con arseniato y con sulfato, respectivamente (Newman et al., 1997; Sanchez-Andrea et
al., 2014):

C3HsO03 + 2H* + HAsO4? + H2AsO4” = 2H3AsO03 + HCO3 ™ + C2H302~ (AG® =-172 kd/mol)

(Reaccion 1)
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2C3Hs503 + SO4% > 2C2H302"+ 2HCO3 -+ 0.5HS™ + 0.5 H2S + 0.5H* (AG® = -89 kJ/mol)

(Reaccion 2)

Una vez producidos, el arsenito reacciona con el sulfuro para dar lugar a la formacion de
sulfuros de arsénico. Idealmente se podria obtener oropimente y rejalgar (reacciones 3 y
4, respectivamente)(Lu & Zhu, 2011) :

2H3As03 + 3H2S 2 As2S3 (s) + 6H20 (Reaccion 3)

4H3AsOs3 + 4H2S + 4H" + 4e" > AsaS4s) + 12H20 (Reaccion 4)

2.5. Biomineralizacion del arsénico (Sulfuros de arsénico)

La biomineralizaciéon es un proceso utilizado por diversos sistemas bioldégicos para
producir una amplia variedad de estructuras mineralizadas que se encuentran en la
naturaleza y dentro de ciertos organismos unicelulares que incluyen bacterias, hongos y
algas. En la naturaleza se producen diferentes tipos de mineralizacién, incluida la
calcificacion, la silicificacion y la mineralizaciéon de hierro (Ehrlich et al., 2010; Qin et al.,
2020).

Se ha prestado mucha atencién al estudio de la mineralizacién mediada por microbios y
sus posibles aplicaciones en medicina y eliminacién de contaminantes. La mineralizacion
bacteriana también es importante en los procesos geoldgicos y biotecnoldgicos. El
proceso de precipitacion de biominerales en diferentes situaciones puede imitarse y
usarse en el desarrollo de biotecnologias, como, por ejemplo, la remediacion de metales
(Qin et al., 2020).

La sintesis de cristales mediante biomineralizacion es un proceso que los
microorganismos usan para protegerse del efecto adverso de su entorno (Cuéllar-Cruz,
2017). Los microorganismos pueden proporcionar plantillas o andamios para la
nucleacion y el crecimiento de cristales de minerales, incluyendo los sulfuros metalicos.
La nucleacion esta definida como la formacion de particulas solidas en el seno de un
fluido sobresaturado. La nucleacion de cristales se puede dividir en nucleacién primaria

y nucleacion secundaria. La nucleacién primaria ocurre en el seno del fluido y puede ser
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homogénea. La nucleacion homogénea se caracteriza por ser espontanea y requiere
alcanzar la mayor sobresaturaciéon o bien puede ser heterogénea (favorecida por la
presencia de superficies solidas). Por su parte la nucleacién secundaria, es inducida por
la presencia de cristales macroscopicos en el fluido. La matriz organica microbiana (como
polisacaridos, proteinas, péptidos, aminoacidos, ADN, etc.) con grupos cargados
negativamente induce la nucleacion heterogénea e inhibe la nucleacibn homogénea, lo

que favorece la nucleacion y el crecimiento de cristales (Taylor et al., 2020).

La sobresaturacion es la fuerza termodinamica impulsora detras de cada proceso de
precipitacion y el nivel de sobresaturacion gobierna los procesos de velocidad de
formacién de particulas, como la nucleacion, el crecimiento y la agregacion. El nivel de
sobresaturacion en el sistema de precipitacidén esta determinado por la actividad de las
especies reaccionantes y el producto de solubilidad del precipitado (Kps). Debido a la
naturaleza de la mayoria de los sulfuros metalicos (Kps < 10 -19), los procesos de
precipitacion de sulfuros metalicos se caracterizan por altos niveles de sobresaturacion,
incluso a bajas concentraciones de los analitos. Como resultado, la nucleacion primaria
es el mecanismo dominante responsable de la formacion de particulas y, por lo general,

se forman particulas muy pequenas (orden nanométrico) (Mokone et al., 2010).

En sistemas de mineralizacién bioldgica, el control de la interaccién entre las dos
especies que constituiran el mineral se afecta por la materia organica microbiana y es el
resultado de varias interacciones sinérgicas. La interaccidon electrostatica contribuye a
una mayor concentracion (sobresaturacion) de sustancias nucleantes (como aniones
inorganicos y cationes metalicos) alrededor de la materia organica (Luo et al., 2019; Su
et al., 2022). Ademas, los microorganismos desempefian un papel clave en la regulacién
de la nucleacion y el crecimiento de los cristales, controlando asi el tamafo, la morfologia

y la estructura de los cristales (Zeng et al., 2021).

En condiciones reductivas, las BSR destacan por su capacidad de promover la formacion
de minerales de sulfuros en presencia de metales en solucion. En el caso de los sulfuros
de arsénico, un incremento de pH y oxigeno disuelto, asi como una alta concentracion
de sulfuro disuelto puede provocar la solubilizacion de éstos (Floroiu et al., 2004) y

promover la formacion de especies poco estables como los tioarsenitos (Wilkin et al.,
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2019). Por lo tanto, las reacciones de precipitacion dependen de las condiciones

ambientales siendo las mas relevantes el pH y el oxigeno disuelto (Hoffmann et al., 2021).

En la biomineralizacion del arsénico se pueden obtener fases amorfas y fases cristalinas;
las fases amorfas, se caracterizan por tener atomos, iones o moléculas distribuidas de
manera aleatoria, sin seguir una estructura definida (red cristalina) y las fases cristalinas
tienen acomodos geométricos y simétricos. Los sulfuros de arsénico mas relevantes son
el rejalgar (AssSa4) y el oropimente (As2S3), debido al interés en sus propiedades Opticas
y electronicas. Adicionalmente, tienen una mayor estabilidad termodinamica y por lo
tanto, tasas lentas de liberacion de arsénico y azufre en comparacion con fases amorfas

de sulfuros de arsénico (Mirazimi et al., 2021).

2.6. Tecnologias para la remocion de arsénico de la fase acuosa

Existen diversas tecnologias de tratamiento para la remocion de metales pesados en
matrices acuosas, estas tecnologias se pueden clasificar en tres categorias: fisicas,
quimicas y bioldgicas. Entre éstas, el método mas comun es emplear absorbentes que
incluyen alumina, resinas de intercambio ionico, silice, arcillas, hierro, compuestos de
hierro y polimeros organicos. Sin embargo, estos métodos no son tan efectivos cuando
la concentracion del metal es baja o si hay presencia de arsenito, ya que dichos
tratamientos son mas efectivos para la especie arseniato (Bertin et al., 2022). En la
remediacion microbioldgica, varios microorganismos como bacterias, levaduras, hongos
y algas se utilizan para la biotransformacién de metales pesados en sus formas no toxicas

o para modificar su movilizacion.

Actualmente ha crecido el interés por la aplicacion de tecnologias biolégicas para la
eliminacién de arsénico del agua, debido a sus numerosas ventajas sobre otras
tecnologias; por ejemplo, el nulo uso de sustancias quimicas (coagulantes) y la menor
cantidad de lodos generados durante el tratamiento. La reduccion de sulfato mediante la
actividad de las BSR tiene un excelente potencial para eliminar arsénico de aguas
subterraneas, drenaje acido de minas y sedimentos, entre otras matrices. En condiciones
anodxicas o anaerobias, la reducciéon del sulfato en presencia de arsenito favorece la
formacion de diferentes fases minerales (sulfuros de arsénico), los mas comunes son el

oropimente y rejalgar (Alam & McPhedran, 2019). Las BSR son microorganismos
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anaerobios que se encuentran naturalmente en ambientes acuaticos y terrestres. Se ha

demostrado que muchas BSR son capaces de reducir el arseniato a arsenito. Por

ejemplo, Rios-Valenciana et al. (2017) observaron una remocién de As®** de la fase

acuosa, en forma de sulfuros de arsénico, mediante experimentos en lote, usando

sedimentos de sitios contaminados con arsénico, los cuales tenian comunidades

microbianas capaces de reducir el arseniato y el sulfato.

Diversos estudios combinan ambas actividades biolégicas de comunidades microbianas

para la remocion de arsénico del agua, mediante la operacion de reactores semicontinuos

o continuos. En la siguiente tabla se resume tres tratamientos biolégicos para la remocion

de arsénico de la fase acuosa empleando BSR.

Como podemos observar, en los estudios revisados, se emplearon tratamientos para

drenaje acido de mina, usando consorcios acidéfilos. En nuestro pais existen pocos

estudios para el tratamiento de aguas subterraneas (pH 5~9) utilizando consorcios

arseniato y sulfato-reductores.

Tabla 2.2. Tratamiento para remocién de arsénico empleando BSR

Matriz Tipo de Fuente pH T Fuente de As Duracion Velocidad
reactor de (°C) in6culo (mg/L) (dias) [/porcentaje
carbono de
Remocion
Drenaje Biopelicula Glicerol 2.7 30 Sedimentos 100 7 2.5mg/L-h
acido de fija ylo ab de un sitio
minat Hidrégeno minero
Drenaje Lote Glicerol 4.5 25 Sedimentos 10 94 80%
acido de superficiales
mina2
Agua Lote Lactato 7 30 Lododeun 5 2al4 98%
sintéticad Etanol relave
minero

'(Battaglia-Brunet et al., 2012)
%(Le Pape et al., 2017)
3(Liu et al., 2018)

31



3. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Justificacién

Los problemas de salud asociados con la contaminacion de arsénico en aguas
subterraneas se descubrieron por primera vez en Bengala Occidental y Bangladesh a
principios de los 90’s. A partir de ese suceso, se han realizado diversos estudios e
identificado aguas subterraneas contaminadas con arsénico en muchas partes del
mundo. Debido a la problematica, hay un alto interés por el desarrollo de tecnologias de
tratamiento para remover arsénico en aguas subterraneas (Duong et al., 2021). La
remediacion microbiana es una tecnologia emergente, en la cual se aprovechan las
capacidades metabdlicas de consorcios microbianos para la biotransformacion de

metales pesados toxicos.

Se ha observado que en biorreactores semicontinuos o continuos (con acoplamiento de
las actividades arseniato-reductora y sulfato-reductora) dan lugar a la formacion de fases
minerales de sulfuro y una vez que se alcancen los niveles de sobresaturacion de estos
minerales (As2S3, pKs=-64.70) ocurre la biomineralizacién de arsénico. Sin embargo, los
biominerales generalmente presentan fases amorfas. Como se mencioné las fases
amorfas, se caracterizan por tener atomos, iones o moléculas distribuidas de manera
aleatoria, mientras que las fases cristalinas tienen acomodos geométricos y simétricos.
Por ende, se prefiere la formacion de fases cristalinas como el oropimente o rejalgar
debido a que las fases amorfas suelen ser termodinamicamente inestables, siendo
susceptibles a la luz, el pH, la temperatura y otras sustancias coexistentes (Sun et al.,
2024). El proceso de biomineralizacion contribuye a la remocién del arsénico de la fase
acuosa Yy el secuestro del metaloide en fase solida (biomineral). Considerando que los
sulfuros de arsénico en condiciones reducidas son muy estables, la formacién de estos
precipitados puede fungir como un mecanismo de inmovilizacion del arsénico en sistemas

hidraulicos.

En este estudio, se busca obtener precipitados de sulfuro de arsénico en fases cristalinas
con una mayor velocidad de precipitacién. Para ello se deberia trabajar en condiciones
de pH acido (2-5) y potenciales redox negativos (cercanos a -200 mV). Sin embargo, la

principal limitante es que dichas condiciones no son favorables para los procesos
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bioldgicos que deben ocurrir a valores de pH cercanos a la neutralidad (pH~ 6.5). Por lo
tanto, se optd por separar el sistema biolégico del fisicoquimico, permitiendo controlar
parametros como el pH y las relaciones molares de S/As en el reactor y asimismo conocer
el efecto en la formacion de sulfuros de arsénico. En el presente trabajo se desarrollé un
proceso biotecnolégico de remocion de arsénico en fase acuosa utilizando consorcios
microbianos recuperados de sitios contaminados de arsénico, mediante un sistema
integral bioldégico-fisicoquimico que consiste en dos etapas. La primera etapa consistio
en la operacion de dos reactores continuos biolégicos uno en condiciones de sulfato
reduccion y el otro en condiciones de arseniato reduccion. La segunda etapa del estudio

fue la precipitacion de sulfuros de arsénico en un reactor de precipitacion.
3.2. Hipétesis

Dado que para lograr la mineralizacion de sulfuros de arsénico se requieren condiciones
acidas (pH 2-5), la separacion de los procesos bioldgicos del proceso fisicoquimico de
mineralizacion promovera la formacion de fases cristalinas de minerales de sulfuros de

arsenico.
3.3. Objetivo general

Evaluar la precipitacion de sulfuros de arsénico preferentemente en fases cristalinas para

la remocion de arsénico de agua mediante un sistema bioldgico-fisicoquimico.

3.4. Objetivos especificos

e Caracterizar consorcios microbianos recuperados de sitios contaminados con
arsénico para evaluar su actividad arseniato- y sulfato-reductora.

e Poner en marcha un reactor biolégico arseniato-reductor y otro sulfato-reductor en
continuo para establecer las condiciones que favorecen la produccién de arsenito
y sulfuro.

e Determinar las proporciones de arsenito y sulfuro biogénico necesarias para la
produccion de sulfuros de arsénico, mediante ensayos en lote.

e Evaluar la formacion y precipitacién de sulfuros de arsénico en un reactor de
precipitacion usando efluentes de los reactores biolégicos en las proporciones que

favorezcan la formacion de sulfuros de arsénico para su caracterizacion.

33



4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Fuente de inéculo

Se utilizé6 un consorcio recuperado de sitios contaminados con arsénico (club de tiro
privado “Los halcones”, CT), localizado en el municipio de Matehuala, San Luis Potosi,
México, dicho sitio se encuentra cerca al distrito minero de Santa Maria de la Paz, en
Matehuala. Este consorcio se ha cultivado y mantenido en condiciones de arseniato- y
sulfato-reduccion combinadas por al menos 7 afios consecutivos. (Rios-Valenciana,
2015).

4.2. Reactivos

Para llevar a cabo los experimentos se emplearon como aceptores de electrones
arseniato de sodio heptahidratado (Na2HAsO4-7H20, CAS: 10048-95-0, Sigma-Aldrich) y
sulfato de sodio anhidro (Na2xSOs4, CAS: 7757-82-6, Fermont). Como donador de
electrones y fuente de carbono se utilizé acido lactico (CsHsO3s, CAS: 50-21-5, Baker

Analyzed).

Para los analisis de las muestras de los reactores se utilizaron los siguientes reactivos:

Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO45H20), acido clorhidrico (HCI), sulfuro de sodio
nonahidratado  (NaS<9H20), tartrato de potasio y antimonio trihidratado
(CgH4K;01,Sb,*3H,0), heptamolibdato de amonio tetrahidratado ((NH4)sMo,0,4°4H,0),

acido ascorbico (CeHsOs) y acido sulfurico (H2SOa).

4.3. Medios de cultivo

Se empled un medio basal representativo de agua subterrdnea de ambientes sulfato-
reductores (modificado de Burton et al., 2013) el cual contiene los siguientes
componentes (mM): KCI (1); MgClz(1); CaClz(1); NH4Cl (1); KH2P04 (0.08 mM) y 0.1 mL/L
de solucion mineral de Wolfe (micronutrientes). La composicion de la solucion Wolfe es
la siguiente (g/L): MgSO47H20 (3); acido nitriloacético (1.5 g/L); NaCl (0.1); MnSO4H20
(0.5); FeSO47H20 (0.1); CoCI-6H20 (0.1); CaClz (0.1); ZnSO4:7H20 (0.1); CuSO45H20
(0.1); AIK (SO4)212H20 (0.01); H3BOs3 (0.01) y Naz2MoO4-2H20 (0.01). Dependiendo del
experimento, el medio basal se suplementé con las concentraciones deseadas del

donador de electrones y fuente de carbono, y de los aceptores de electrones (sulfato y
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arseniato), ya sea juntos o por separado. Posteriormente se ajusté el pH a 6.5 utilizando
bicarbonato de sodio (NaHCO3).

4.4. Diseio experimental

El proyecto consistio en dos etapas. La primera etapa fue la caracterizacion funcional del
consorcio microbiano recuperado de un sitio contaminado con arsénico donde se evalué
su actividad arseniato-reductora y sulfato-reductora. Los ensayos en lote se realizaron
por triplicado en medio de cultivo basal afiadiendo la fuente de carbono y sus respectivos
aceptores de electrones, dependiendo del experimento (Secc. 4.5). Posteriormente, se
puso en marcha un reactor en lote alimentado que se opero por 88 dias con el objetivo
de producir biomasa para los experimentos subsecuentes de la segunda etapa del

proyecto de investigacion.

La segunda etapa consistié en operar dos biorreactores continuos, uno en condiciones
de arseniato reduccion y otro en condiciones de sulfato reduccion para la produccién de
sulfuro y arsenito biogénico. Los efluentes de estos reactores se usaron en experimentos
en lote para determinar la relacion molar (S:As) y el pH mas apropiado para promover la
precipitacion de sulfuros de arsénico. Finalmente, las relaciones molares y valores de pH
mas exitosas para precipitar los sulfuros de arsénico se replicaron a mayor escala en un

tanque.

4.5. Evaluacion de la actividad microbiana arseniato- y sulfato-reductora

La actividad arseniato-reductora y sulfato-reductora del consorcio se determind en
ensayos de microcosmos en lote. Se usaron botellas serolégicas (120 mL) con 90 mL de
medio basal suplementado con 10 mM de acido lactico (donador de electrones y fuente
de carbono) y con 10 mM de arseniato o sulfato como aceptor de electrones, dependiendo
si el ensayo era para cuantificar la actividad arseniato-reductora o sulfato-reductora. Las
botellas se sellaron con tapones de goma y anillos de aluminio. Una vez preparadas las
botellas, se intercambié la atmdésfera de cada una con N2/CO2 (80/20, v/v) durante 3
minutos para garantizar las condiciones anoxicas, y se esterilizaron en autoclave (121
°C, 20 minutos).
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Posteriormente, cada botella se inoculé con 10 mL del consorcio (Secc. 4.1). La
inoculacion se llevé a cabo dentro de una campana de flujo laminar para garantizar las
condiciones estériles. Finalmente, las botellas inoculadas se incubaron a 30 = 2 °C sin
agitacion en la oscuridad. Se cuantificd el As®*, arsénico total, lactato, acetato, propionato,

butirato, sulfato y sulfuro (ver seccién 4.5.1,4.5.2 y 4.5.3).

Adicionalmente, se determinaron las velocidades de reduccion de arsénico y sulfato,
mediante la obtencion de las pendientes maximas a partir de los perfiles de concentracion

contra el tiempo de As®* y SO4?- usando Excel (Microsoft, Versién 2021).

4.6. Puesta en marcha y operacion del reactor lote alimentado

Con el objetivo de contar con inoculo suficiente para los experimentos subsecuentes,
primero se operd un reactor en lote alimentado. El reactor consistidé en una columna de
vidrio con fondo cénico (volumen total=500 mL y volumen de trabajo = 250mL, diametro
interno=5.4 cm, h=27 cm) con puertos de entrada (inferior) y salida (superior), asi como
tres puertos de muestreo laterales, dos bombas peristalticas para controlar el flujo de
alimentacioén y de salida, un contenedor (1 L) para suplementar el medio de cultivo, un
contenedor para recolectar el efluente y mangueras de conexidon (Fig. 4.1). La
inmovilizacién del consorcio se realizé en un material de soporte, compuesto por una
mezcla (50/50% en peso) de arena (~2 mm) y perlas de vidrio de ebullicion (~4 mm).
Antes de su uso, el soporte se lavd con una soluciéon de HNOs al 10%, secado (60 °C, 24
h) y esterilizado en autoclave (120 °C, 20 minutos). Dentro de la columna se colocaron
~500 g en peso humedo del soporte, que ocup6 300 mL del volumen total de la columna
(h=13.2 cm). Encima del lecho, se colocd una pieza circular de goma con orificios (~1 mm
de didmetro) a manera de filtro. Posteriormente, el reactor se inoculé con 50 mL del
consorcio microbiano arseniato-sulfato-reductor. El biorreactor se alimenté con medio
basal que contenia macro y micronutrientes suplementado con lactato (5 mM) como
donador de electrones y sulfato (2.5 mM) y arseniato (As®*, 2.5 mM) como aceptores de
electrones. Previamente, el pH del medio se ajustd a 6 y se burbujed con N2/CO2 (80/20,
v/v) durante 8 minutos para remover el oxigeno. El modo de operacién del reactor fue en
lote alimentado, por lo que cada 15 dias se retiraban 200 mL del liquido del reactor y el

mismo volumen se reponia con medio fresco conteniendo las concentraciones antes
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senaladas de donador y aceptores de electrones. De esta forma se completaba un ciclo.
Para dar seguimiento al desempeio del reactor, se tomaron muestras periodicamente
(cada 3 dias) para cuantificar el consumo de lactato, sulfato, y arseniato, asi como las
concentraciones de acetato, sulfuro, arsenito, y arsénico total. El reactor se operd por 88
dias (6 ciclos). Al finalizar la operacion, el reactor se desmonté para usar la biomasa como

indculo en los siguientes experimentos.

Biorreactor lote L I

alimentado 5.4 cn . ______ .
D “J

— " Eflvente |
Filtro de goma
(colador) 3_":{*5/ 27 cm
« e
el - g“’% V=500 mL
Arena + perla de vidrio, L"“ﬂ‘
h=132cm, v=300mL { |EEEE e N
~500 g peso himedo i3 2
Ez' “}‘}5'- Determinacion:
A N v pH
[ influente [N ! <1 v’ Sulfuro
___‘ _____ > ‘/ ASS+yAS3+
Medio basal + 5 mM v As total
Lactato + 2.5 mM - v’ Sulfato
As5* + 2.5 mM Bomba peristaltica v Acetato
Sulfato v' Lactato
(pH 6.0) . J

Figura 4.1. Representacion esquematica del biorreactor de lecho empacado en lote alimentado.

4.7. Puesta en marcha y operacion de dos reactores biolégicos en continuo con

actividades separadas

Se operaron dos reactores biolégicos en continuo, uno en condiciones de sulfato
reduccion y otro en condiciones de arseniato reduccion. Cada uno de los reactores
consistio en una columna de vidrio con fondo cénico (Volumen total=500 mL y volumen
de trabajo= 375 mL) con puertos de entrada (inferior) y salida (superior), asi como tres
puertos de muestreo laterales. Cada reactor contenia material de soporte (350 g en peso

humedo, que ocupaba 252 mL), compuesto por una mezcla estéril de arena (~2 mm,
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37.5% en peso), perlas de vidrio (~4 mm, 37.5% en peso), esferas de vidrio Poraver® (~1
mm, 25% en peso) y 90 g de soporte previamente colonizado (recuperado del biorreactor
descrito en la Seccidén 4.6). Los biorreactores se alimentaron con medio basal que
contenia macro y micronutrientes (Rios-Valenciana et al., 2017) suplementado con acido
lactico como donador de electrones y sus respectivos aceptores de electrones (As®* o
S04%), de acuerdo con las concentraciones que se muestran en la Tabla 4.1. El pH del
medio se ajustd a 6 y se burbujed con N2 durante 8 minutos para remover el oxigeno.
Cada reactor se operé en diferentes etapas definidas por las condiciones experimentales
(Tabla 4.1). Después de inocular, los reactores se operaron durante 14 dias en lote, para
promover la colonizacion del soporte y posteriormente en continuo durante 199 dias
(Figura 4.2). Para evaluar el desempefio de ambos reactores, se tomaron muestras cada
3 dias para cuantificar el consumo de lactato, sulfato, y arseniato, asi como las
concentraciones de acetato, sulfuro, arsenito, y arsénico total. Los efluentes de cada
reactor se almacenaron en contenedores con atmdésfera de N2/CO2 (80/20, v/v) hasta su

uso en los experimentos subsecuentes.

Tabla 4.1. Condiciones experimentales de los reactores en continuo con actividad

arseniato- y sulfato-reductora por separado.

Reactor Etapa Tiempo TRH? Q Donador® Aceptor®

(d) (h) (mL/h) de e- de e-

(mM) (mM)
Arseniato- 1 0-40 2.8 2.8
reductor 2 41-156 48 7.71 1.1 1.1
3 157-199 2.7 2.7
Sulfato- 1 0-40 48 7.71 10 5-8
reductor 2 41-199 24 15.42 15 10

aTiempo de residencia hidraulica; Pel donador de electrones fue lactato para ambos reactores; carseniato o

sulfato
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Reactor arseniato- Reactor sulfato-
ReaCtO res reductor reductor

en continuo ﬁ - ﬂ -
= A g - W |
_ Determinacion:
com [ EEE [T cEm|
v Sulfuro
27 cm v As™ y As®
. 7= 7 v As total
Medio basal + Arena + v Sulfato
Lactato + As5* SEED perla de Feng
(pH 6.0) vidrio + v Acetato
esferas  de v Lactato
vidrio e TRH=24 h
Poraver® + v ~——
soporte
T d
Y4 recuperado ‘ Medio basal +
Y4 Lactato + Sulfato
| TRH=48 h ‘ (pH 6.0)
Bomb: L
ortatica

Figura 4.2. Representacion esquematica de los biorreactores en continuo (arseniato- y sulfato-

reductor) de lecho empacado.

4.8. Determinaciéon de las proporciones de arsenito y sulfuro biogénico para la

precipitacion de sulfuros de arsénico a diferentes pH (ensayos en lote)

Con el objetivo de determinar la proporcion de arsénico y sulfuro para formar precipitados,
se realizaron experimentos en lote con los efluentes de los reactores que contenian
arsenito y sulfuro. Se usaron botellas seroldgicas (120 mL) cuya atmdsfera se intercambié
con una mezcla de N2/COz2 (80/20, v/v) durante 3 minutos, para garantizar las condiciones
anoxicas. A continuacién, se afadié el volumen necesario de efluente del biorreactor
arseniato-reductor en un volumen final de trabajo de 80 mL. Posteriormente se anadio
agua reducida y seguidamente el volumen necesario de efluente del biorreactor sulfato-
reductor para obtener relaciones molares de 1.4, 2.7 y 5.4. Estas relaciones se eligieron
con respecto a la formacién de oropimente (S:As 1.5). Asimismo, se estudiaron relaciones
molares mayores para evaluar el efecto de la concentracion del sulfuro. Los ensayos se
realizaron a tres valores de pH 2, 5 6 6, para ajustar el pH se usé HCI 1M. Las botellas

se taparon con tapones de caucho y el contenido se mezcld6 manualmente por 10
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segundos y se dejo reposar. Los experimentos se realizaron por duplicado a temperatura
ambiente y se dejaron reaccionar sin agitacion. Para determinar la cinética, se tomaron
muestras a diferentes tiempos durante 6 dias. El arsénico total se cuantificé por absorcion

atomica (ver seccion 4.10.2) y se determiné el porcentaje de remocion de arsénico total.

4.9. Puesta en marcha y operacién del reactor semicontinuo para la precipitacion

de sulfuros de arsénico

Una vez que se determinaron las proporciones adecuadas para la precipitaciéon de
sulfuros de arsénico, se seleccionaron dos condiciones y se replicaron a mayor escala.
Para esto se uso un reactor con agitaciéon mecanica (SEV-PRENDO Mod. FAM-2000/U1,
México) con capacidad de 2 L, que operd en semicontinuo. El reactor automatizado
estaba equipado con una tapa en la parte superior con puertos para los electrodos de pH
y ORP (Redox/ORP Thermo Scientific), sensor de temperatura, entrada de los efluentes,
entrada de la solucion de HCI 1 M, eje del impulsor y entrada de la mezcla de gas N2/COz2
(80/20 v/v). En la parte inferior contaba con una llave de salida para recuperar el producto
de reaccién o desague. Se logro el mezclado utilizando un agitador de cabeza equipado
con dos turbinas Rushton de disco (6 palas planas, diametro= 5.3 cm, distancia entre
turbinas= 6 cm, distancia con respecto a la pared del tanque= 5 cm, relacion del diametro
de la turbina con respecto al diametro del tanque= 1/3), a una velocidad de 150 rpm
durante 25 min, de acuerdo con lo propuesto por otros autores (Xia et al., 2021) (Figura
4.3). Para realizar los experimentos, primero se intercambi6 la atmédsfera del reactor (sin
liquido) con una mezcla de N2/COz2 (80/20 v/v) y se colocaron bolsas Tedlar llenas de
N2/COz2 en la manguera de entrada previamente cerrada con pinzas Hoffman. Después,
en un frasco de vidrio (2 L) con atmdsfera de N2/CO2 (80/20, v/v), se afiadio el volumen
del efluente que contenia el arsenito biogénico (del reactor arseniato reductor) y
posteriormente se agregd el agua reducida y el volumen requerido del efluente con sulfuro
biogénico y enseguida se transfiri¢ al reactor. Al término del llenado, se inicio el ajuste del
pH con la solucion de HCI 1M con ayuda del controlador de pH del reactor. Los
experimentos se realizaron a una relacion de S:As 1.5 a dos valores de pH 2 y 5 (para
cada condicién se realizaron dos lotes). La duracion de los experimentos fue de dos dias

para pH 2, mientras para el pH 5 fue de 5 dias. Para determinar el desempefio del reactor,
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se tomaron muestras y se cuantifico el As total (descrito en la Seccién 4.10.2), pH y

potencial redox.

Entrada de
solucién de

HCI 1M
Electrodo de ORP Electrodo de pH

T Y-

mL de efluente de As(lll)
biogénico + mL de agua
reducida + mL de efluente
de H,S biogénico

Tapa del reactor
(vista superior)

Figura 4.3. Representacion esquematica general del reactor de precipitacion.

4.10. Métodos analiticos
4.10.1. Cuantificacion de sulfuro (Método Cord-Ruwisch)

El sulfuro se cuantificod por espectrofotometria por el método de Cord-Ruwisch que se
basa en la precipitacién de sulfuro de cobre (Cord-Ruwisch, 1985). Se prepard una
solucion stock de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO45H20) 0.5 M y una solucién
stock de acido clorhidrico 5 M. La curva de calibracion se prepard con sulfuro de sodio
en un intervalo de 2 a 20 mM, a partir de una solucion stock de sulfuro de sodio 100 mM
(la solucién estandar y las soluciones de la curva se prepararon con agua desionizada

reducida el mismo dia del analisis).

La solucién de trabajo se prepard el mismo dia del analisis, diluyendo 1:100 con agua
desionizada las soluciones de sulfato de cobre y HCI en un matraz aforado. Las
concentraciones finales de la solucion de trabajo fueron de 5 mM de CuSO45H20 y 50
mM de HCI.

En tubos Hach para espectrofotdmetro se adicionaron 4 mL de la solucién de trabajo,

consecutivamente con ayuda de una jeringa de 1 mL se agregd 0.1 mL de la muestra (o
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de la solucion estandar de sulfuro de sodio) y se agité el tubo vigorosamente en el vortex,
enseguida se midi6 la absorbancia en un espectrofotometro UV/VIS (Thermo Spectronic,
Mod. Aquamate, USA) a una longitud de onda de 480 nm. Este procedimiento se realizé
de igual manera por triplicado para la curva de calibracion. El blanco consistiéo en agua

desionizada en lugar de solucion de sulfuro de sodio.

4.10.2 Cuantificacion de arsénico

El arsénico total se determin6 mediante la técnica de espectrometria de absorcion
atémica de flama (Varian Spectra Mod. AA 240FS, USA). Se utilizé una longitud de onda
de 193.7 nm, anchura de rendija 0.5 nm, corriente de lampara 10 mA, correccién de fondo
C y llama Aire/Acetileno (flujo de aire: 13.50 L/min, flujo de acetileno: 2.45 L/min). El
anadlisis se realizé a partir de muestras filtradas (0.22 pm) con las diluciones
correspondientes en medio acido (HNOs al 2%), la concentracidén se determind a partir

de la curva de calibracion correspondiente.

El arseniato se determind mediante la técnica espectrofotométrica UV-Vis (método del
azul de molibdeno; Johnson & Pilson, 1972) a partir de muestras filtradas (0.22 ym). Este
método permite cuantificar As®*, el cual forma un complejo con el molibdato en medio
acido y produce un heteropoliacido de molibdeno (H7[As(Mo0207)s] *10H,0) de coloracién
amarilla (con estructura tipo jaula), el cual es posteriormente reducido (el Mo®* se reduce
a Mo®*) por el acido ascérbico y tartrato de antimonio y potasio a un compuesto de
coloracion azul (complejo arsenomolibdato, H13[AsMo012040]) el cual absorbe a una
longitud de onda de 880 nm. Esta reaccion solo ocurre con el arseniato y es nula con el
arsenito. La cuantificacion de As®* se determind mediante la diferencia entre el arsénico

total y el As®*.

4.10.3. Cuantificacion de sulfato, lactato, acetato, propionato y butirato

Las concentraciones de sulfato, lactato, acetato, propionato y butirato se cuantificaron
mediante un equipo de electroforesis capilar Agilent 7100. El equipo cuenta con una
columna capilar de silica fundida (Agilent, id= 50 um, L= 80.5 cm, longitud efectiva= 72
cm). La determinacién de los analitos se realiz6 mediante deteccion indirecta UV, usando

un detector de arreglo de diodos, con un buffer basico de aniones (Agilent, pH= 12.1) a
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una senal de longitud de onda de 350 nm y otra de referencia a 230 nm. El voltaje aplicado
fue de -25 kV y la temperatura en el capilar 20 °C. EIl analisis se realizé a partir de
muestras filtradas (0.22 ym) empleando una curva de calibracion como sistema de

referencia.

4.10.4. Recuperacion de precipitados minerales

Los minerales obtenidos en el tanque de precipitacion se recuperaron por la parte inferior
del reactor en un frasco de 1 L y se dejo sedimentar durante 5 h. Posteriormente por
decantacion se desecho la mayor parte del agua y el precipitado se coloco en un frasco
serologico de 120 mL, finalmente se sellé con tapones de goma y anillos de aluminio y
se intercambid la atmdsfera mediante burbujeo de N2/COz2 (80/20, v/v) durante 3 minutos

y se refrigerd hasta los analisis de caracterizacion morfologica y elemental.

4.10.5. Preparacion de la muestra para el analisis de rayos X

Con ayuda de una jeringa se coloco el precipitado en tubos eppendorf de 2 mL, los cuales
se centrifugaron (8,000 rpm, 5 minutos), posteriormente se retiré la fase acuosa y se
afiadié agua desionizada reducida (1800puL), se repitié el proceso de centrifugacion y se
retird del sobrenadante. Finalmente, el pellet se secé (40°C durante 48 h), se pulverizé
en un mortero de agata y se almacend en tubos eppendorf en un desecador hasta su

analisis por difraccion de rayos X.

4.10.6. Caracterizacion morfolégica, elemental y mineralégica

Para conocer la morfologia superficial y composicion elemental de los precipitados de
sulfuro de arsénico, se efectud un analisis por microscopia electrénica de barrido (MEB,
FEI-QUANTA 2000) acoplada a un sistema de espectroscopia de energia dispersiva
(EDS, EDAX Mod. DX4). Para el analisis EDS-MEB se utilizaron pines de aluminio, sobre
los cuales se colocé cinta adhesiva de carbono (~0.5 x 0.5 cm) y se cubrié con muestra
(recuperada del reactor descrito en la seccion 4.10.4) mediante goteo. Posteriormente, la
muestra montada se almacend en un desecador durante 24 h y finalmente se recubrio
con polvo de oro para aumentar la conductividad (Recubridora-Au/Pt, Cressington Sputter
Coater 108 auto).
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Las fases minerales presentes en el precipitado se determinaron mediante un
difractometro de rayos X (Bruker, Mod. D8 Advance) con una fuente de radiacion Ka de
Cu, un barrido en el angulo 2 theta de 10 a 80, aplicando un tamafio de paso de 0.02° y
un tiempo en cada paso de 10 segundos. El analisis se efectu6 a partir de 0.2 g de
muestra previamente seca y pulverizada. La identificacion de las fases minerales se
realizd mediante el software MATCH version 2 (Putz, 2013). Se compararon los
difractogramas de los precipitados (muestra) con los patrones estandar de fases
minerales establecidos en la base de datos de Crystallography Open Database (COD,

por sus siglas en inglés).

4.10.7. Modelo en PHREEQC y Geochemist’s Workbench

El modelo considera las principales reacciones que ocurren en el sistema (sulfuro disuelto
y arsenito), para la simulacion se seleccion¢ la base de datos WATEQ4F, ya que esta

cuenta con las reacciones y constantes de equilibrio de metales pesados.

En PHREEQC Version 3 (Parkhurst & Appelo, 2013), como entrada (input) del programa
con la funcion SOLUTION 1 se ingresaron los parametros de pH, concentraciones de
sulfuro disuelto y arsenito, temperatura. Luego con la funcion SAVE se guardé la solucién
1y con END se procede a utilizar la solucion para determinar la especiacién, incluyendo
las fases minerales. Finalmente, se procede a la ejecuciéon del archivo de entrada
mediante la seleccion de la pestafia RUN que se encuentra en la barra de herramientas
(ver Anexo 1). Los resultados del modelado se generaron en un archivo de salida
(extension .phr.out) y son presentados en cuatro secciones: composicion de la solucién
(moles/ kg de agua), descripcién de la solucion (pH, temperatura, conductividad eléctrica,
etc.), distribucion de especies e indice de saturacion. Para construir el diagrama de
Pourbaix para el sistema As-S en el reactor de precipitacion, se utilizd el software
Geochemist’s Workbench 2023 Version 17 (Bethke & Farrell, 2023) empleando la
herramienta de Act2 e ingresando las concentraciones de sulfuro disuelto, As®* y
temperatura (ver Anexo 2). Los resultados se grafican seleccionando la pestafa PLOT, y

finalmente se puede guardar el diagrama en diferentes formatos (PNG, JPEG, PDF).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Caracterizacioén de la actividad arseniato- y sulfato-reductora

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de los ensayos de la actividad
sulfato-reductora. Como se puede observar en la Figura 5.1A existe una remocién de
sulfato en el experimento (~60%), mientras que hubo un incremento en la formacién del
H2S, logrando alcanzar concentraciones de sulfuro disuelto de hasta 3.54 mM a partir del
dia 20 (Fig. 5B). La velocidad de reduccion de sulfato fue de 0.2 mmol/L-d calculada a
partir de la produccion de sulfuro. Ademas, se observa que el consumo de donador de
electrones, acido lactico, se llevo a cabo de manera incompleta ya que se formo acetato
y también propionato (Figs. 5C y D). Debido a que en el dia 7 aun se tenian
concentraciones menores de sulfuro (~1 mM) y la concentraciéon del donador de
electrones era de ~5 mM, se decidio afadir mas acido lactico, por lo tanto, dicha adicidon

se observa en el perfil de concentracion de lactato.
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Figura 5.1. Perfiles de A) Consumo de sulfato, B) Produccion de sulfuro, C) Consumo de lactato
y D) Produccion de acidos grasos volatiles (AGV): acetato y propionato, obtenidos en los ensayos
en lote para evaluar la actividad sulfato-reductora del consorcio CT. En el dia 7 se realizé una

segunda adicion de acido lactico.
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Por lo que respecta a los ensayos de actividad arseniato-reductora, en la Figura 5.2 se
presentan los resultados obtenidos. Se puede observar que a partir del dia 9 el As®* ya
se habia reducido casi en su totalidad (97%) a As®'. La velocidad de reduccién de
arseniato fue de 2.5 mmol/L-d y se registré un consumo de 71.46% del lactato al dia 24
(Fig. 5.2C), asimismo la produccion de acetato y propionato (Fig. 5.2D). Se observo que
el acetato no se consumio, lo cual indica que la comunidad arseniato-reductora efectua
la oxidacion incompleta del donador de electrones, tal como se observo en los ensayos
de la actividad sulfato-reductora. La presencia de propionato en ambos ensayos, indican

que hay presencia de microorganismos fermentativos en el consorcio.
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Figura 5.2. Perfiles de A) Concentracion de As®*, B) Concentracion de As®*", C) Consumo de
lactato y D) Produccion de acidos grasos volatiles (AGV): acetato y propionato, obtenidos en los
ensayos en lote para evaluar la actividad arseniato-reductora del consorcio CT. En el dia 7 se

realizé una segunda adicion de acido lactico.

Tomando en cuenta las velocidades de reduccion de arseniato y de sulfato, se observa
que la arseniato-reduccion resultdé 12.5 veces mayor que la sulfato reduccion, lo cual

podria ayudar a promover la bioprecipitacion. De acuerdo con estudios en Shewanella
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sp. cepa ANA-3 una alta tasa de reduccion de arseniato en presencia de sulfuro promueve

la bioprecipitacion de sulfuros de arsénico con alto rendimiento (McFarlane et al., 2015).

5.2. Biorreactor en lote alimentado (actividades arseniato- y sulfato- reductora
acopladas)

El reactor se operé en lote alimentado por un total de 88 dias equivalente a seis ciclos,
con lactato (5 mM), arseniato (2.5 mM) y sulfato (2.5 mM). El desempefio del biorreactor
confirm6 que el consorcio fue capaz de reducir sulfato y arseniato (Tabla 5.1)
simultaneamente. La Figura 5.3 muestra el perfil de consumo de sulfato y produccion de
sulfuro. A partir del ciclo 4 se removid 100% del sulfato alimentado y consistentemente la
tasa de sulfato-reduccion incrementé desde 0.079 mmol/L-d (Ciclo 1) hasta 0.540
mmol/L-d (Ciclo 6) (Fig. 5.3A) lo que representa un incremento de 6.8 veces en la
velocidad de sulfato reduccion. Cabe destacar que en el ciclo 6 la concentracion de
sulfato se aumento con el fin de estimular la sulfato reduccién, dicho incremento se reflejo

en una mayor produccion de sulfuro (Fig. 5.3B).

Tabla 5.1. Velocidades de arseniato- y sulfato-reduccién en cada ciclo del reactor en lote

alimentado. Cada ciclo corresponde una alimentacion

Ciclo Velocidad de reduccién Velocidad de reduccién

de As®* de sulfato

(mmol/L-d) (mmol/L-d)
1 0.291 0.079
2 0.597 0.36
3 0.629 0.154
4 0.614 0.271
5 0.670 0.363
6 0.665 0.540
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Por otra parte, la concentracion inicial de As®* disminuyd, dando como producto As®* (Fig.
5.3C). La tasa de reduccion de arseniato incrementé de 0.291 mmol/L-d (Ciclo 1) hasta
0.665 mmol/L-d (Ciclo 6). Ademas, la concentracién de arsenito disuelto disminuy6 a
través de los ciclos, indicando su precipitacion con el sulfuro biogénico (Fig. 5.3D). En
consecuencia, se alcanzé una eficiencia de remocion de arsénico disuelto de 99% (Ciclos
4-6) (Fig. 5.4). Se observo la formacion abundante de precipitado color amarillo dentro
del reactor, sugiriendo que se trataba de sulfuros de arsénico. Dichos precipitados
también se encontraban entre el material de soporte, o que apunta a que la biomasa se
retuvo satisfactoriamente en el lecho empacado (Fig. 5.4B). Cabe destacar que, con la
operacion de este reactor, ademas de conocer su desempefo para remover arsénico y
sulfato de manera simultanea, también se perseguia la colonizacién del soporte mediante
el desarrollo de biomasa, con el fin de utilizarlo en los reactores subsecuentes (reactores

en continuo).
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Figura 5.3. Perfiles de A) Consumo de sulfato, B) Produccion de sulfuro, C) Concentracién de
As®* en la fase acuosa y D) Concentracién de As®** en la fase acuosa. Operacién del reactor en
lote alimentado: 2.5 mM As®* + 2.5 mM sulfato.
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En la parte superior del lecho empacado se observo que el precipitado se comportaba
como una suspension coloidal, esto se atribuye a que la composicion de la matriz
organica microbiana, que constituye los microorganismos y las sustancias poliméricas
extracelulares (EPS) (como polisacaridos, proteinas, péptidos, aminoacidos etc.) que
contienen grupos con carga negativa pueden interactuar con las particulas de sulfuro de
arsénico y actuar como una barrera que evita la aglomeracion de particulas y, por

consiguiente, la mezcla resulta una suspension coloidal estable (Su et al., 2022).
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Figura 5.4. A) Perfil de concentracion de arsénico total en la fase acuosa y B) Evidencia del

la

precipitado biogénico. La fotografia corresponde a los 60 dias de operacion del reactor. Se puede
observar el precipitado de color amarillo entre el material de soporte y dentro de la imagen un

acercamiento del reactor en la esquina inferior derecha.

Con respecto a la fuente de carbono y donador de electrones (acido lactico) para los
microorganismos, se observo el consumo de lactato y produccién de acetato (Fig. 5.5Ay
5.5B). Esto confirma que los microorganismos oxidaron incompletamente el lactato hasta
acetato, y no hasta CO2, lo cual es caracteristico de ciertos géneros de bacterias
arseniato- y sulfato-reductoras, como por ejemplo Desulfosporosinus. La presencia de
microorganismos asociados con este género se evidencio en trabajos previos realizados

con este mismo consorcio (Rios-Valenciana et al., 2023).
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Figura 5.5. Perfiles de A) Consumo de lactato y B) produccion de acetato. Las flechas rojas
indican adicion de lactato (~5mM).

De acuerdo con la literatura, existen bacterias que poseen un metabolismo versatil capaz
de utilizar diferentes aceptores de electrones (SO4?, NO3", As3*, Fe3*). En el caso del
consorcio microbiano usado en este estudio, se demostré que los microrganismos que lo
conforman pueden emplear As®* y sulfato como aceptores finales de electrones. Durante
la oxidacion de lactato, termodinamicamente, la arseniato-reduccion proporciona mayor
energia (AG® = -172 kd/mol) que la sulfato-reduccion (AG® = -89 kJ/mol) (Huang, 2014;
Rios-Valenciana et al., 2017), en concordancia observamos mayores tasas de arseniato-
reduccion que de sulfato-reduccion (Tabla 5.1). Aparentemente, el consorcio tiene

preferencia por el As®* y una vez que éste se agota usa el sulfato.
5.2.1. Caracterizacién morfolégica y elemental del precipitado

Al final de la operacién del biorreactor, los precipitados se recuperaron y analizaron por
MEB-EDS para determinar la morfologia y composicion elemental del biomineral. Este
analisis mostré que el biomineral consiste principalmente de fibras de hasta 60 um de
largo y diametro aproximado de 350 nm, que estan formadas por azufre y arsénico. La
relacion atdmica porcentual entre S: As fue de 1.76 (Fig. 5.6). La precipitacién de sulfuros
de arsénico (As2S3 y As4S4) se ha observado en experimentos en lote inoculados con

biopeliculas anaerobias de un cultivo mixto (Rodriguez-Freire et al., 2014).
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Figura 5.6. Analisis del precipitado biogénico formado en el reactor en lote alimentado y
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recuperado después de 88 dias de operacion. A) Micrografia de MEB adquirida con el detector

LFD, el recuadro verde senala el area analizada y B) Analisis quimico elemental correspondiente.

Por su parte Le Pape et al. (2017) observaron la remocion total de arsénico en drenajes
acidos de minas mediante un consorcio sulfato-reductor en experimentos en lote. Luego
de incubar los experimentos por 94 dias, la remocién del metaloide se debié a que
precipitdé como As2Ss amorfo (33-73%) y rejalgar (AssS4) (0-34%). Al igual que en la
presente tesis, la morfologia de los minerales fue de filamentos (fibras) con diametros en
escala nanométrica. Hasta ahora, el consenso cientifico indica que la precipitacion de los
sulfuros de arsénico esta fuertemente influenciada por diversos factores como pH,
relaciones molares de arsenito y sulfuro y las condiciones redox. En este contexto,
valores de pH bajos (2-5), una dosificacién lenta de sulfuro y potenciales redox negativos
(cercanos a -200 mV) son los factores que promueven la formacién de sulfuros de

arsénico (Gorny et al., 2015; Le Pape et al., 2017; Rodriguez-Freire et al., 2014).

Adicionalmente, Lee et al. (2007) compararon la capacidad de 10 cepas diferentes de
especies de Shewanella, incluidas HN-41 para generar nanotubos de As2Ss. Los
resultados de los experimentos en lote mostraron que, entre ellas, la cepa HN-41y S.
putrefaciens CN-32 formaron rapidamente (después de 7 dias) precipitados de sulfuro de
arsénico, mientras que las cepas S. alga BrY y S. oneidensis MR-1 tuvieron una tasa de
produccion mucho menor (después de 30 dias). Con lo anterior se destaca que la

biomineralizacion del arsénico puede ocurrir y ser mediada por microorganismos. Sin
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embargo, hasta ahora no existe informaciéon sobre como controlar la morfologia y las
fases minerales que se forma. La formacion de fibras se ha reportado en experimentos
en lote, en donde existe un gradiente de concentracion y el sistema no esta perturbado
por agitacion, por lo tanto, no hay dispersion coloidal y se favorece este tipo de
morfologia. Tomando en cuenta lo anterior, se puede decir que la hidrodinamica del
sistema influye en el tipo de morfologia de los precipitados.

5.3. Biorreactores en continuo (actividades arseniato- y sulfato-reductora
separadas)

Los reactores se operaron primero en lote alimentado durante 14 dias y posteriormente
se operaron en continuo durante 199 dias. A continuacion, se presentan los resultados
de la operacién en continuo de ambos reactores biolégicos. El desempefio de los

biorreactores confirmd que el consorcio fue capaz de reducir arseniato y sulfato de la

alimentacion.
5.3.1. Biorreactor arseniato-reductor

En el panel A de la Figura 5.7 se presentan los perfiles de concentracion de As®* en el
influente y efluente en la operacién en continuo, donde se observa la disminucién de la
concentracion de As®* en el efluente, mientras que hay un incremento en la concentracion

de arsenito (Fig. 5.7B), indicando que el As®* se esta reduciendo a As>*.
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Figura 5.7. Perfiles de concentracién de arseniato y arsenito en la fase acuosa durante la

operacion del biorreactor arseniato-reductor en continuo. A) Concentracion de arseniato (As®*) y

B) Concentracién de arsenito (As**) en el efluente.

52



Tabla 5.2. Carga de As®*, velocidades de arseniato-reduccion y eficiencia de reduccion

en cada etapa de operacion del biorreactor arseniato reductor en continuo

Etapa Periodo Carga Velocidad Eficiencia de
(dias) (mmol/L-d) (mmol/L-d) reduccion
(%)
1 0-40* 1.4+0.31 1.28 + 0.06 94.56 + 3.47
2 41-156 0.585 + 0.09 0.49+0.06 8852+11.75
3 157-199 1.35+0.17 1.30+£0.11 97.03+£3.78

*Se consideraron datos entre los dias 13-40, debido a que los primeros 12 dias hubo una falla operacional

En la Tabla 5.2 se presentan las tasas de arseniato-reduccion y las eficiencias de
reduccién para cada etapa de operacidn. Se obtuvieron eficiencias de reduccion de
arseniato superiores a 85%, demostrando que las condiciones operacionales fueron
adecuadas para la produccién de arsenito biogénico. Cabe destacar que en el reactor
continuo se alcanzaron velocidades de reduccion mayores en la etapa 1 y 3 en
comparacion con las velocidades que se obtuvieron en el reactor de lote alimentado
(actividad arseniato- y sulfato-reductora acopladas). Sin embargo, en la Etapa 2 se
obtuvo una tasa menor de reduccién de arseniato, ese comportamiento se atribuye a la
disminucién del arsénico en la alimentacion. En dicha etapa se decididé disminuir la
concentracion de As®* debido a que no se requeria una alta concentracion de arsenito

para realizar los experimentos de relaciones molares en lote.

En la Figura 5.8 se presenta el perfil de consumo de lactato y la produccién de acetato,
el cual confirma que los microorganismos oxidaron incompletamente el lactato hasta
acetato y no hasta CO2. De igual forma la produccion de propionato (Fig. 5.8B), indica
que ocurrié actividad fermentativa con lactato. De acuerdo con la caracterizaciéon previa
del consorcio, se ha observado la presencia del género Clostridium (Rios-Valenciana et
al., 2017). Dicho género se conoce por su capacidad fermentativa y para respirar respirar
arseénico, lo cual podria explicar la presencia de propionico (Wang et al., 2021). Cabe
mencionar que, en el presente estudio, existiéo un exceso de acido lactico con respecto al

aceptor de electrones (arseniato), lo cual estimulé la fermentacion.
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Figura 5.8. Perfiles de concentracion de lactato, acetato, butirato y propionato durante la
operacion del biorreactor arseniato-reductor en continuo. A) Consumo de lactato. B) Produccion

de acidos grasos volatiles (AGV): acetato y propionato.

En la Figura 5.9 se presentan los balances de cada etapa del reactor arseniato-reductor,
donde se observan porcentajes mayores a 75 % de electrones recuperados, esto indica
que el proceso es eficiente. Sin embargo, en todas las etapas se observaron porcentajes

entre 41y 53 % en recuperacion como propionato, producto de la fermentacion.

100 -

b 12

90 1 o 15
& 80
& 70
T J
© 41
S 60 53
[
Qo 1 45
3 50 -
Iy 4
=
@ 40 -
2 j
o 30 A
= j
® 20 -
] i

10 A

0

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Electrones no recuperados Propionato ~ ®mArsenito  ®Acetato

Figura 5.9. Balance de miliequivalentes electrones (meq), durante las tres etapas de operacion

del biorreactor arseniato-reductor en continuo.
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5.3.2. Biorreactor sulfato-reductor

En la Figura 5.10 podemos observar los perfiles de consumo de sulfato y produccion de
sulfuro respectivamente. Hasta el dia 36 solo se reducia 44% del sulfato que se
adicionaba (~10 mM), lo cual no corresponde a la concentracion de sulfuro, ya que se
reportaron concentraciones menores a 2.5 mM, asimismo, se reportd 100% de consumo
de lactato. Por lo tanto, se aumento la concentracion de acido lactico en la alimentacion
(15 mM) y se disminuyo el TRH a 24 h (antes 48 h), con el fin de estimular la sulfato-
reduccion y lograr producir una mayor concentracion de sulfuro biogénico (26 mM). Se
queria alcanzar dicha concentraciéon de sulfuro para poder utilizar el efluente en los
experimentos subsecuentes. A partir del dia 69 se logré incrementar la concentracion de

sulfuro disuelto (= 6 mM) alcanzando concentraciones de hasta 10 mM (al dia 178).
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Figura 5.10. Perfiles de sulfato y sulfuro durante la operacién del biorreactor sulfato-reductor en

continuo. A) Reduccion de sulfato y B) Produccion de sulfuro.

En la Figura 5.10B también podemos observar que en el dia 71 hay una caida en la
concentracion de sulfuro, esto se debié a un problema operacional, sin embargo, la

actividad sulfato-reductora se pudo reestablecer después de 17 dias.

Para determinar el desempeno del reactor se cuantifico la concentracion de lactato y AGV.
A continuacion, se detallan los perfiles de consumo de lactato y produccién de acetato y

propionato (Fig. 5.11), que indican oxidaciéon incompleta y fermentacion de lactato
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respectivamente (Fig. 5.11B). A partir del dia 148, solo hubo presencia de acetato, lo cual

es indicativo de que el lactato se oxidé incompletamente.
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Figura 5.11. Perfiles de concentracion de lactato, acetato y propionato durante la operacion del
biorreactor sulfato-reductor en continuo. A) Consumo de lactato y B) Produccion de acidos grasos

volatiles (AGV): acetato y propionato.

La baja eficiencia de reduccion de sulfato en el periodo de 0-40 dias se puede asociar a
la competencia de la actividad sulfato-reductora con la fermentacién por el donador de
electrones. En la Tabla 5.3 se presentan las velocidades de reduccion de sulfato, donde
efectivamente podemos constatar que en la Etapa 1 (0-40 dias) se tiene la menor
velocidad de reduccion y por lo tanto una eficiencia de reduccién de sulfato menor a 50%.
En el balance de electrones, en la Etapa 1, se puede corroborar que 45% de los
electrones recuperados fueron a partir de la produccion de propionato (Fig. 5.12), por lo
tanto, la fermentacion fue la actividad que mas prevalecié en la primera etapa de
operacion, eso se puede constatar con la baja concentracion de sulfuro en el reactor (Fig.
5.10B). Por otro lado, en la Etapa 2 se tuvo una eficiencia promedio de reduccion de
sulfato de 80%, a partir de esa etapa se establecieron las condiciones aptas para la
produccion de sulfuro biogénico. El balance de electrones indica que se obtuvieron
porcentajes de recuperacion de electrones mayores a 85%, eso indica que el proceso es
eficiente (Fig. 5.12).
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Tabla 5.3. Carga de sulfato, velocidades de sulfato-reduccion y eficiencia de reduccién

de sulfato en cada etapa de operacion del biorreactor sulfato reductor en continuo

Etapa Periodo Carga Velocidad de Eficiencia de
(dias) (mmol/L-d) sulfato reduccién reduccion (%)
(mmol/L-d)
1 0-40 3.25+0.31 1.77 £ 0.68 43.03 £ 13.03
2 41-199 10.57 £ 0.83 8.33+2.39 80.63 £ 19.38
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Figura 5.12. Balance de miliequivalentes de electrones (meq) durante la Etapa 1 y 2 de la

operacion del biorreactor sulfato-reductor en continuo.

La versatilidad que poseen estos microorganismos de utilizar diferentes aceptores de
electrones permiti6 que ambas actividades se mantuviesen en cada reactor, logrando
obtener altas eficiencias de reduccidén de arseniato y sulfato, ya que el objetivo de la
operacion de los reactores fue evaluar su desempefo con actividades separadas y

generar efluente para los experimentos de relaciones molares a diferentes pH.
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5.4. Ensayos en lote a diferentes relaciones molares S/As

La finalidad de los experimentos de relaciones molares fue corroborar que mezclar, en
ciertas proporciones, arsenito y sulfuro biogénico, propiciaria la formacion de sulfuros de
arseénico. Por otro lado, se busco obtener precipitados cuyas fases fueran cristalinas, con
menor porcentaje de redisolucion en fase acuosa, asimismo porcentajes de remocion de
arsénico mayores a 95%. A continuacién, se presentan los resultados de los
experimentos de relaciones molares de S:As (1.4,2.7 y 5.4) a diferentes pH (2,5 y 6). Con
base en la concentracion de arsenito y sulfuro en los efluentes se realizaron los calculos

necesarios para determinar los volumenes y construir la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Cantidad de arsenito y sulfuro biogénico, agua reducida y HCI 1M adicionados
en botellas serolégicas para determinar las proporciones adecuadas de efluentes con
sulfuro y arsenito necesarios para la formacion de precipitados. El volumen de trabajo fue
de 80 mL.

[As®*] Volumen [H2S] Volumen

HzQ HCl 1M Efluente de Efluente de
pH S:As reducida (mL) (mM) efluesrlte (mM) efluente

(mL) As H2S

(mL) (mL)
1.4 45.2 0.8 25 9
2 2.7 35.8 1.2 1 25 7 18
5.4 17.2 1.8 25 36
14 42.4 0.6 25 12

5 2.7 31.1 0.9 1 25 5.5 23
5.4 7.6 1.4 25 46

1.4 47.5 0.04 20 12.5

6 2.7 34.7 0.3 0.98 20 4 25
5.4 9.4 0.66 20 50
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En la Figura 5.13 se aprecia que efectivamente ocurrié la formacion de precipitados de
color amarillo, excepto en la relacion S:As 5.4 en pH 6 (Figs. 5.13 E y F). De acuerdo con
los resultados, valores de pH entre 2 y 5, son éptimos para la precipitacion de sulfuros de
arsénico. Sin embargo, una acumulacion de sulfuro puede promover la redisolucion de
los minerales, tal como se obtuvo en la relacion 5.4, donde podemos observar que la
solucion presenta turbidez (Figs. 5.13E y F). Por lo tanto, no es conveniente trabajar con
relaciones molares mayores a 2.7. Asimismo, la ausencia de precipitado en el
experimento S:As 5.4 en pH 6, se puede deber a una acumulacion de sulfuro en el
sistema, y favorecer la formacion de especies inestables como los tioarsenitos.
A

S/As=1.4 S/As=2.7 S/As=5.4

S/As=1.4 S/As=2.7 S/As=5.4 S/As=1.4 S/As=2.7 S/As=5.4

S/As=2.7 S/As=5.4
o |, . -
. s

Figura 5.13. Fotografias tomadas de los experimentos de relaciones molares S:As a diferentes
pH. A) 5 min, pH 2. B) Dia 6 del experimento, pH 2. C) 10 min, pH 5. D) Dia 6 del experimento,
pH 5. E) 10 min, pH 6. F) Dia 6 del experimento, pH 6.
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En la Figura 5.14 se presenta el perfil de concentracion de arsénico total con respecto al
tiempo. En los experimentos en pH 2 (Fig. 5.14A) podemos observar que en menos de
una hora se logré remover 95% del arsénico en las tres relaciones molares evaluadas
(S:As 1.4,2.7 y5.4). Sin embargo, después de ese tiempo, se observo redisolucion, esto
se reflejé en el aumento de la concentracién de arsénico total a partir de las 4 horas y
hasta el final del experimento. La redisolucion del precipitado se atribuye al ligero

decremento del pH en la solucion (Tabla 5.5).
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Figura 5.14. Perfil de concentracién de As total disuelto con respecto al tiempo para los

experimentos de relaciones molares S/As. A) pH 2. B) pH 5y C) pH 6.

Con base en la literatura, la disolucién de oropimente y rejalgar se inicia por ataque de
protones, que da lugar a la ruptura de los enlaces As-S y libera As3* y sulfuro. Por lo tanto,

trabajar en pH 2 no es conveniente, debido a que se favorece la redisolucion de las fases
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minerales en medio acuoso (Sun et al., 2024). La simulacién de la solubilidad del
oropimente mediante el software PHREEQC (Fig. 5.15) permiti6 constatar que la
solubilidad del oropimente es mayor (0.06 mol/kg) a pH menores a 2, lo cual coincide con

los resultados observados en los experimentos.

Solubilidad dependiente del pH para Oropimente
0.07 T T T T T T

006 |-

005 -
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0.00 i i i ' i
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Figura 5.15. Solubilidad del oropimente en funcion del pH. La grafica se construyé mediante el
software PHREEQC (Version 3) asumiendo 0.01 moles de oropimente en agua. T= 30° Cy P=

1 atm.

En los experimentos realizados a pH 5, la remocion total de arsénico se logré a las 48 h
para las relaciones molares de 1.4 y 2.7. En cambio, para la relacion 5.4 solo se alcanzo
a remover el 93% del arsénico a las 48 horas y no se logré remover la totalidad del
arsénico aun después de 125 horas (Fig. 5.14B). En cuanto a los experimentos a pH 6,
aqui se obtuvieron los mas bajos porcentajes de remocién de arsénico de la fase acuosa
para las tres relaciones molares estudiadas, entre 19 y 64%. Cabe mencionar que para
los experimentos de las tres relaciones molares evaluadas a diferentes pH (2, 5y 6) se
observd la redisolucidn del precipitado a los 6 dias del experimento. Para cada
experimento se estimaron las velocidades de precipitacion de sulfuro de arsénico (Tabla
5.5) utilizando Excel. Se obtuvieron velocidades entre 0.0003 y 0.2305 h'. Las
velocidades (Kexp) en los experimentos a pH 2 fueron 67 veces mas rapidas en

comparacion a las alcanzadas a pH 5 6 6, lo cual concuerda con los resultados
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observados. Ostermeyer et al. (2021) reportaron una completa remocion de arsénico total
(1000 mg/L) de una solucion sintética de As3* después de agregar sulfuro grado reactivo,
apH 2.1 £0. 4, después de 1 minuto. En el presente trabajo, la remocion completa del
arsénico disuelto en los ensayos a pH 2, sucedié a los 30 minutos de la reaccion, sin

embargo, el precipitado empezo a solubilizarse conforme transcurrian los dias.

Adicionalmente, la modelacion geoquimica de los experimentos mediante el software
PHREEQC permitié evaluar si las especies presentes en el sistema tienden a estar
disueltas o a precipitar, a partir del analisis de los de indices de saturacién (Sl, Tabla 5.5).
Asimismo, el software permite predecir la formacién de fases cristalinas y/o amorfas de
sélidos de sulfuros de arsénico (por ejemplo, As2Ss amorfo, oropimente, rejalgar). De
acuerdo con los indices de saturacion, los sulfuros de arsénico que predominaron en las
condiciones experimentales son el As2Ss amorfo y oropimente. Los experimentos a pH 6
obtuvieron SI<0 y cercanos a cero (Tabla 5.5). Por lo tanto, se puede explicar la baja

eficiencia de remocioén de arsénico disuelto en la fase acuosa.

Tabla 5.5. Estimacion de velocidades de precipitacion de As3* biogénico con sulfuro
biogénico. Los indices de saturacion (Sl) se calcularon a partir de las concentraciones

experimentales utilizando el software PHREEQC. T=30°C

pH S:As pH pH Kexp Sl Sl Sl
inical final (hY) As2S3 Oropimente Rejalgar
amorfo

2 1.4 2.120 1.909 0.2305 2.95 4.30 -1.48
2.7 2.073 1.817 0.2086 2.48 3.83 -2.03
5.4 1.974 1.749 0.1921 1.83 3.18 -2.68

5 14 5.125 5.069 0.0031 1.37 2.71 -5.04
2.7 5.033 5.081 0.0031 0.46 1.80 -6.02
5.4 5.094 5.096 0.0019 -0.23 1.12 -6.70

6 1.4 6.074 5.890 0.0017 0.33 1.68 -6.42
2.7 6.028 5.917 0.0023 -0.57 0.77 -7.46
5.4 6.074 5934 0.0003 -1.26 0.09 -8.14

SI=0 (equilibrio), SI>0 Sobresaturado (Precipitacién),SI<0 Subsaturado (Disolucion)
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Estudios previos han demostrado que la precipitacion de As®* con sulfuro esta dominada
por la formacion de oropimente (As2S3), de acuerdo con la reaccion (3) (Altun et al., 2014;
Le Pape et al., 2017). El analisis realizado mediante el software PHREEQC coincide con
los reportes anteriores ya que el modelo predijo que la fase mineral mas favorable fue
oropimente y As2Ss amorfo (Tabla 5.5). Los porcentajes de remocion de arsénico total de
los ensayos se presentan en la Figura 5.16. Por un lado, se observa la influencia de la
relacion molar, donde la remocion va disminuyendo conforme incrementa la relacion
molar. Por otro lado, se observa el efecto del pH, entre mas acido mayor remocion. Las
maximas remociones se alcanzaron con la relacion S:Asde 1.4 apH 2y 5 (93 y 87.5%,
respectivamente). En relaciones molares S:As de 5.4 (pH 6) podemos observar que el
porcentaje de remocidén fue el menor de todos los experimentos, sélo 19%. Estos
resultados concuerdan con reportes previos. Por ejemplo, Wilkin et al. (2003) simul6
aguas sulfuricas mediante experimentos abidticos, donde reportaron que en relaciones
molares S:As > 4 (pH 5 — 10) se incrementé la solubilidad del As2S3 (oropimente), debido

a la acumulacioén de sulfuro (Reaccion 5).
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Figura 5.16. Porcentajes de remocién de arsénico total en la fase acuosa de los experimentos
en lote con distintas relaciones molares S:As (1.4, 2.7 y 5.4). Los porcentajes se calcularon a

partir de las concentraciones al final del experimento (dia 6).
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También se ha reportado la formacién de especies no estables, tales como los
tioarsenitos (Reaccion 6). Se ha confirmado que el sulfuro, se puede adsorber en la
superficie de las particulas primarias, por lo tanto, se adopta una carga negativa
superficial, dando lugar a una mayor repulsién entre particulas y una posible inhibiciéon
de agregacion de particulas primarias, favoreciendo tamafos de particulas mas
pequeinos, tasa de crecimiento de la particula mas lenta y mayor tiempo de sedimentacion
(Mokone et al., 2012).

% As2S3(am) + % H2S > H2As3S - + HY (Reaccion 5)

H3AsOs + 3HS + 2H* > H2AsS + 3 H20 (pH=7) (Reaccion 6)

Aunque se obtuvo un alto porcentaje de remocion de arsénico a pH 2, esta condicion
tiene una desventaja con respecto a la redisolucion del mineral, ademas se obtendria un
efluente muy acido. Por lo tanto, se tendria que adicionar un postratamiento a dicho

efluente.
5.5.0peracién del reactor de precipitacion en semicontinuo

Considerando los porcentajes de remocion de arsénico disuelto en los ensayos en lote,
se decidio trabajar con la relacion molar S:As 1.5 (relacion molar del oropimente) a pH 2
y 5 en un reactor tanque agitado (150 rpm durante 25 minutos). La agitacion solo fue para
mezclar la solucidn mientras se realizaba el ajuste de pH y se establecioé de acuerdo a un
estudio previo (Xia et al.,, 2021). Cabe mencionar que no se encontré informacion
relacionada con el numero de Reynolds y la formacién de precipitados de sulfuros de
arsénico, para evitar generar turbulencia y perturbar el sistema (destruir los
aglomerados). Para determinar los volumenes de cada componente y construir la Tabla
5.6 se realizaron los calculos pertinentes con base a la concentracion de arsenito y sulfuro

en los efluentes.
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Tabla 5.6. Cantidad de arsenito y sulfuro biogénico, agua reducida y HCI 1M adicionados

en el reactor de precipitacion. El volumen de trabajo fue de 1600 mL

pH S:As Ciclo [As**] Volumen H20 [H2S] Volumen HCI
Efluente de reducida Efluente de ™M
(mM) efluente (mL) (mM) efluente (mL)
As (11 H2S 2
(mL) (mL)
2 1.5 1 2.2 800 300 10 500 30
2 2.5 800 131 9 629 35
5 1.5 1 2.4 800 58 7.4 742 60
2 2.5 750 - 6 890 70

Los resultados obtenidos de los experimentos muestran el efecto del pH en la velocidad
de precipitacion, la morfologia y composicion elemental de los precipitados obtenidos en
el reactor. En la Figura 5.17 (panel B, E y F) se observa la formacion de precipitados de
color amarillo para ambas condiciones experimentales. En el panel C y G se observa la
redisolucion del precipitado, dando como resultado una solucién turbia. En la Figura 5.18
se visualiza que la precipitacion a pH 5 ocurrié en horas (15-24 horas), mientras que a
pH 2 fue mucho mas rapida, en minutos (15-30min). La redisolucion se confirmé con los
perfiles de concentracion (Fig. 5.18) a partir de las muestras para dar seguimiento al
experimento. Podemos visualizar en la grafica, que en el ensayo a pH 2 hubo un
incremento importante en la concentracion de arsénico en el medio acuoso a las 4 h (0.09

mM) y en pH 5 ese mismo comportamiento fue evidente a las 72 h.
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Figura 5.17. Fotografias del reactor de precipitacion operado en semicontinuo, A-C corresponde
al reactor operado en pH 2: A) Ajustando pH (15 min). B) 1 h después del ajuste de pH. C)4 hy
D-G en pH 5: D) Antes de ajustar pH (15 min después del mezclado), E) 30 min después del
ajuste de pH. F) 1 h. G) 72 h.
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Figura 5.18. Perfil de concentracion de arsénico total disuelto con respecto al tiempo para los
experimentos a la relacion molar S/As de 1.5y dos valores de pH, A) pH 2y B) pH 5.
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En la Tabla 5.7 se ilustra los porcentajes de precipitacion, donde a pH 2, se obtuvo el
mayor porcentaje de precipitacion (30 min) siendo de 99 + 0.93%, mientras que a pH 5 el
porcentaje de precipitacion fue de 95 £ 6.24% a las 24 h. Después de la redisolucion del
precipitado al final del experimento, se calcularon los porcentajes de precipitacion el cual
corresponde a la remocion del arsénico en la fase acuosa. En el experimento a pH 2 se
obtuvo el menor porcentaje de remocién de arsénico en la fase sélida, 88 + 2.14 %,
evidenciando que el precipitado se solubiliza a pH < 2 después de 48 h. En cambio, el
precipitado a pH 5 se mantuvo estable, obteniendo una remocion de 92.14 + 5.04 % al

final del experimento (5 dias).

Tabla 5.7. Porcentajes de precipitacion y constantes de velocidad (estimadas) en el

reactor de precipitacion de sulfuros de arsénico. Los ensayos se hicieron por duplicado

Lote pH pH Asdt As® As®t ORP ORP Kexp
inicial  final (mM)  precipitado precipitado Inicial Final  (min?)
(%)* final (%)** (mV) (mV)
1 2.110 1.717 1.205 99.341° 88° -317.8 89.3 ND
2 2176 1.644 1.154 +0.93 +2.140 -347.2 73.3 5x104
1 5.015 5.188 1.031 94.960° 92.142¢ -249.4  -129.6  4x10°
2 5.120 5.096 1.011 1+6.24 +5.040 -234.6 166 ND

*Promedio al cabo de 230 min y ®24 h; **Promedio al cabo de °48 h'y 4120 h (5 dias).
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5.5.1 Efecto del pH en la disolucién del oropimente y As2S3 amorfo

En los experimentos de precipitacién con sulfuro y arsenito biogénicos a pH 2, se observo
una disminucion en el pH, al final del experimento se obtuvieron valores de 1.717 y 1.644
en los ensayos (Tabla 5.7). La estabilidad del oropimente depende de la concentracion
de sulfuro disuelto, pH y potencial redox. Para entender mejor la importancia de las
especies de arsenico presentes en solucion, la Figura 5.19 muestra las concentraciones
de las especies acuosas de As3* en equilibrio con el oropimente para concentraciones
bajas (M) y altas de sulfuro disuelto (mM). Se puede observar que a una concentracion
de 10 uM de sulfuro (concentracién baja), los monotiarsenitos (HsAsSO2) son importantes
en todo el intervalo de pH (1 a 10). Por otra parte, a una concentracion alta de sulfuro
disuelto (10 mM), las especies H2AsS3"y HAsS3% son predominantes a pH entre 3 y 8.
De acuerdo con el diagrama, se predice que el H3AsSO2 sera la especie dominante a un
pH < 3, lo cual explica la posible disolucidon del precipitado y la formacion de especies
poco estables. Alternativamente, la solubilidad del oropimente puede estar controlada por

As2S3 amorfo (Vlassopoulos et al., 2010).
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Figura 5.19. Concentraciones de especies de As**en equilibrio con Oropimente en presencia de
concentraciones de sulfuro disuelto A) 10 uM y B) 10 mM en funcién del pH. Fuente: D.

Vlassopoulos et al. (2010)
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Los indices de saturacién (SI=0), del modelado tedrico (Tabla 5.8), indican que se
favorece la formacion de As2Ss amorfo y oropimente para las dos condiciones
operacionales. En su estudio, Kirk et al. (2010) no reportaron formacién de minerales de
sulfuro de arsénico en un reactor semicontinuo que operaron a pH ligeramente basico
(7.3), el As2Ss amorfo y rejalgar estuvieron subsaturados (SI<0), mientras que el
oropimente estuvo saturado en concentraciones bajas de sulfuro (303.2- 320.4 yM). Sin
embargo, al aumentar la concentracion de sulfuro, el oropimente se solubilizé. La
precipitacion del arsénico se hubiera logrado probablemente si el pH fuera menor. Por su
parte, Newman et al. (1998) observaron que la precipitacion de oropimente se produjo
mucho mas rapido a un pH acido que a pH de 7, tal como se observo en el presente

estudio.

Tabla 5.8. indices de saturacion del As2S3 amorfo, oropimente y rejalgar en el reactor
semicontinuo para la precipitacion de sulfuros de arsénico. Los indices de saturacién (Sl)
se calcularon a partir de las concentraciones experimentales utilizando el software
PHREEQC. T=30°C

Lote oH Sl _ Sl _SI
As2Ssamorfo  Oropimente Rejalgar
1 2 3.5 4.84 0.84
2 3.48 4.82 -1.17
1 5 1.90 3.25 -4.72
2 1.89 3.24 -4.73

Los calculos de especiacion, construidos a partir de las condiciones experimentales de
este estudio, predicen la precipitacion de As2Ss amorfo y oropimente. El diagrama de
Pourbaix muestra que el pH y la concentraciéon de sulfuro y arsénico en el reactor

contribuyeron a la sobresaturacién de estos sdlidos (Fig. 5.20).

El nivel de sobresaturacion se puede determinar utilizando la Ecuacion 5.1, donde [M*] y
[H2S] son las concentraciones de los iones en solucion, Ksp es el producto de solubilidad
del sulfuro metalico, y v es el numero de iones presentes en la férmula unitaria de la sal
(Zhang et al., 2023).
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_ JM+][H2S]
=y DY

(Ecuacion 5.1)
Ksp

Cuando la concentracion de iones de azufre es insuficiente, el sulfuro metalico no se
precipita completamente. Sin embargo, una excesiva concentracion de sulfuro en
solucion favorece la formacion de sulfuros metalicos coloidales, que son dificiles de

sedimentar, asimismo la redisolucion de sulfuros metalicos (Reaccion 5).
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Figura 5.20. Diagrama de Pourbaix paraAs y S en el reactor de precipitacion (relacion S/As=1.5).
El diagrama se construyd mediante el software The Geochemist's Workbench® a partir de las
concentraciones promedio conocidas de [As]=1.17mM y [S]= 1.755 mM. T=25°C y P=1.013 bars.
Los puntos rojo y morado senalan los valores de E(V) después de la formacion del precipitado, a

condiciones de pH 2 y 5 respectivamente. El area amarilla denota las fases sélidas.
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El diagrama de dominancia para la precipitacion de As2Ss(am) en equilibrio con las
especies de tioarsenito con diferentes razones molares S:As (entre 1y 4) caracterizado
por Wilkin et al. (2003) demuestra que la formacién del As2Ss(am) se afecta por el
incremento del pH y la concentracion de sulfuro. En la Figura 5.21 podemos observar el
empleo de este diagrama en los resultados reportados por Battaglia-Brunet et al. (2012),
en dicho estudio se obtuvo la bioprecipitacion de As2Ss(am) a partir de una solucion acida
que contenia hasta 100 mg/L de As®* en un biorreactor. La caracterizacién de la fase
solida se confirmé mediante la estructura fina de absorcién de rayos X extendida
(EXAFS).
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Figura 5.21. Diagrama de dominancia para la precipitacion de As;Ss(am) en equilibrio con
especies de As*', incluyendo especies de tioarsenito con diferentes relaciones S/As (entre 1y 4).
El simbolo cuadrado muestra el pH y la fugacidad de H>S(g) en los resultados reportados por
Battaglia-Brunet et al (2012).
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5.5.2. Caracterizacion morfoldgica y elemental de los precipitados

Los resultados del analisis morfolégico y elemental de los precipitados obtenidos de las
reacciones de precipitacion a pH 2 se presentan en la Figuras 5.22 y 5.23. La micrografia
de SEM del precipitado mostré una morfologia esférica con particulas entre 118 a 280
nm (Fig 5.22A). Los resultados de EDS indicaron que el precipitado estaba compuesto

de As y S, en una relacion 1.6 (S:As). Este valor es cercano a 1.5, relacién atdmica del

oropimente.
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Figura 5.22. Analisis del precipitado formado en el reactor de precipitaciéon a pH 2 y recuperado
después de 48 h de operacion. A y B) Micrografia de MEB adquirida con el detector CBS, el

recuadro verde sefiala el area analizada. C y D) Analisis quimico elemental correspondiente
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Mediante el patron de difraccion de rayos X (XRD) en la Figura 5.23 se confirmé la
presencia de fases cristalinas de oropimente y rejalgar. Por otra parte, en las Figuras 5.24
y 5.25, se presentan los resultados del analisis morfolégico y elemental de los

precipitados obtenidos en el reactor de precipitacion a pH 5.
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Figura 5.23. Patrén de XRD del precipitado obtenido al final del experimento a pH 2.
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Andlisis del precipitado formado en el reactor de precipitacion a pH 5 y recuperado

después de 120 h de operacién. A y B) Micrografia de MEB adquirida con el detector CBS, el

recuadro verde sefiala el area analizada. C y D) Analisis quimico elemental correspondiente.

La micrografia de SEM del precipitado mostré una morfologia de prismas con tamafos

de particula entre 1.7 a 3 ym (Fig 5.24B). Los resultados de EDS indicaron que el

precipitado estaba conformado por Asy S, en una relacion 0.90 y 0.55 (S:As) para la zona

Ay B respectivamente. Posiblemente se trata de una mezcla de sulfuros de arsénico,

tales como el oropimente y rejalgar.
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Figura 5.25. Patrén de XRD del precipitado obtenido al final del experimento a pH 5.

El patrén de difraccion de rayos X (XRD) en la Figura 5.25 confirmé la presencia de
oropimente y rejalgar. Hernandez et al. (2023) confirmaron la presencia de sulfuros de
arsénico en biorreactores en continuo operados a pH acido (~2), mediante el uso de BSR
aciddfilas para la remocion de As®*y As®* por separado. El analisis del patron de difraccion
de rayos X de los precipitados confirmé que la fase sélida coincidia con los sulfuros de
arsénico de a-dimorfita (As4S3), rejalgar (As4S4) y bonazziita (B-AssSs 6 AssSs), un
polimorfo del rejalgar. Estos resultados solo coinciden con la presencia de rejalgar, cabe
destacar que ambos patrones de XRD, la linea base tiene una intensidad de fondo de
~1300, lo cual representa un porcentaje elevado de amorfos y que fue cercano a 77%.
Adicionalmente, Le Pape et al. (2016) describieron que el oropimente se puede reducir a

rejalgar, mediante la maduracion. Posiblemente, primero se forma el As2S3 amorfo y se
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transforma gradualmente a fases metaestables (p.ej., bonazzita) hasta la formacion de

rejalgar.

En el presente estudio se encontré que la morfologia y tamafio de particula varia con el
pH, dando como resultado particulas de menor tamafo en condiciones acidas y mas
esféricas. Adicionalmente, se demostré que, al separar el proceso biolégico del proceso
de precipitacion, se obtuvieron diferencias en la morfologia y tamafo de particula. Como
se observo en el reactor en lote, en donde las dos actividades estaban acopladas, la
morfologia de los sulfuros de arsénico eran fibras. En cambio, en el reactor de
precipitacion, se obtuvieron morfologias esféricas de menor tamafio (nanométricas) en
condiciones fuertemente acidas (~2) y particulas prismaticas de tamafo micrométrico en
pH 5.

Este estudio revela que las particulas de sulfuros de arsénico producidas por
precipitacion tienen diferentes rendimientos de agregacion, que puede deberse a su
diferente hidrofilicidad/hidrofobicidad. La hidrofilicidad/hidrofobicidad son caracteristicas
importantes de las particulas de sulfuros metalicos debido a que determinan las
interacciones entre las particulas de sulfuro metalico y el solvente (agua). Esta
caracteristica se puede determinar mediante la medicion del angulo de contacto. Xia et
al. (2021) reportaron angulos de contacto de particulas de As2S3s generadas en aguas
residuales fuertemente acidas, de entre 62.25 a 77.5°. En el presente trabajo no se
determind el angulo de contacto de las particulas sintetizadas, sin embargo, con los
valores reportados en la literatura se puede inferir que las particulas son hidrofébicas.
Por lo tanto, las particulas de As2Ss prefieren agregarse entre ellas y permitir la formacion
de particulas secundarias y favorecer tiempos menores de sedimentacion, permitiendo la

separacion de la fase sélida de la acuosa.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se corroboré que el consorcio microbiano utilizado posee la
capacidad de reducir arseniato y sulfato. En los experimentos de evaluacion de actividad
microbiana, la actividad arseniato-reductora resulté 12.5 veces mayor que la sulfato
reduccion. Lo cual es una ventaja, debido a que nos permite dosificar el sulfuro y

favorecer la formacion de sulfuros de arsénico.

Por otra parte, en el biorreactor de lote alimentado se logré la reduccion completa del
arseniato y sulfato simultdaneamente, lo cual permitié alcanzar una eficiencia de remocién
de arsénico disuelto de 99% debido a su precipitacion como sulfuros de arsénico. Los
resultados respaldan que el acoplamiento de la reduccidon de arseniato y sulfato en
biorreactores en flujo semicontinuo es factible para llevar a cabo la biomineralizacién y
remocion de arsénico de corrientes acuosas con altas concentraciones de arseniato (2.5
mM 6 187.5 mg/L). El microanalisis por MEB-EDS confirmé la presencia de arsénico y
azufre (relacion de S:As= 1.76) en el precipitado biogénico, asimismo, su morfologia
consiste principalmente de fibras, de hasta 60 um de largo y diametro aproximado de 350

nm.

El desempefio de los reactores en continuo con las actividades arseniato- y sulfato-
reduccion confirmé que el consorcio fue capaz de reducir arseniato y sulfato de la
alimentacién, con eficiencias de reduccion de 97 y 80% respectivamente, permitiendo
establecer los parametros operacionales para la produccién de arsenito y sulfuro

biogénico.

Los experimentos de relaciones molares permitieron establecer que la mejor relacion
molar de S:As es 1.4, donde se obtuvieron mayores tasas de remocion de As3* en la fase
acuosa, de 93% (pH 2) y 87.5% (pH 5), por lo tanto se establecié como parametros
operacionales para el reactor de precipitacion. En el reactor de precipitacién se logré
porcentajes de hasta 92% a pH 5. En el experimento a pH 2 se obtuvo el menor porcentaje
de remocién de arsénico en la fase sélida, 88%, debido a la redisolucion del precipitado
a pH <2 después de 48 h. Los calculos de especiacion y la construccion del diagrama
de Pourbaix a partir de las condiciones experimentales de este estudio, predicen la

precipitacion de As2Ss amorfo y oropimente. El diagrama de Pourbaix muestra que el pH
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y la concentracién de sulfuro y arsénico en el reactor contribuyeron a la sobresaturaciéon
de estos sélidos (S1>0), que coinciden con los resultados obtenidos y reportados en la

literatura.

El microanalisis por MEB-EDS confirmé que el precipitado obtenido del reactor a pH 2
estaba compuesto de arsénico y azufre, en una relacién 1.6 (S:As), asimismo su
morfologia esférica de particulas entre 118 a 280 nm. Adicionalmente, mediante el patron
de difraccion de rayos X (XRD) se confirmé la presencia de fases cristalinas de
oropimente y rejalgar. Con respecto al precipitado obtenido del reactor a pH 5, el
microanalisis por MEB-EDS confirmé que el mineral estaba conformado por arsénico y
azufre, en una relacién 0.90 y 0.55 (S:As) y presentaba morfologia de prismas con
tamanos de particula entre 1.7 a 3 pm. Asimismo, el patrén de difraccion de rayos X
(XRD) confirmé la presencia de oropimente y rejalgar. Sin embargo, podemos observar
en ambos patrones de XRD, lineas base con intensidad de ~1300, lo cual indica un
elevado porcentaje de amorfos en las muestras, que posiblemente logren cristalizar
después de una fase de maduracion del precipitado. Para corroborar la maduracion del
mineral se sugiere realizar la caracterizacion morfolégica y elemental de los precipitados

por MEB-EDS vy la identificacion de las fases cristalinas por XRD.

Adicionalmente, se demostré que, al separar el proceso biolégico del proceso de
precipitacion, se obtuvieron diferencias en la morfologia y tamafo de particula. Tal y
como se observd en el reactor en lote (actividades acopladas y presencia de
microorganismos) la morfologia de los sulfuros de arsénico eran fibras. En cambio, en el
reactor de precipitacién, se obtuvieron morfologias esféricas de menor tamano
(nanométricas) en condiciones fuertemente acidas (~2) y particulas prismaticas de

tamafno micrométrico en pH 5.

Esta investigacion es el punto de partida para indagar sobre las condiciones en la
precipitacion de sulfuros de arsénico, y como afectan la morfologia y cristalinidad. Por lo
tanto, se propone operar un reactor de tanque agitado, dosificando el sulfuro biogénico a
pH 5 para controlar la formacién de precipitados. Adicionalmente, se sugiere analizar las

muestras por Dispersion de Luz Dinamica (DLS, por sus siglas en inglés) y angulo de
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contacto con el objetivo de evaluar su comportamiento en el agua y sus rendimientos de

agregacion.
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Anexos

Anexo 1. Determinacion de los indices de saturacion (Sl) y grafica de solubilidad del

oropimente en funcion del pH mediante el software PHREEQC Version 3.

Paso 1. En PHREEQC Version 3 (Parkhurst & Appelo, 2013), se ingresa los datos en la
consola de entrada (input), con la funcion SOLUTION 1 se ingresaron los parametros de
pH, concentraciones (mg/L) de sulfuro disuelto y arsenito, temperatura y con END se

procede a utilizar la solucién para determinar la especiacion, incluyendo las fases

minerales.
i '
% PHREEQC Interactive - [Phrqc1] - (m] X
& File Edit Insert View Options Window Help -8 x
=) B &R Aun..
Initial conditions
Forward and inverse modeling
¥ | SOLUTION 1 RP

@Inpmﬂ\es temp 30

&-[# Phrget PH 2

units mg/L
density 1.03
As(3) 1B.5825
5(-2) 42.7e8
end

END)

% Input I% Database [ M Emors | B riw [
Ready
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& PHREEQC Interactive - [Phracl]

£ File Edit Inset View Options Window Help

0 New CtrisN Aun
Ini Cpen.. CtrleO
Fo Close
Save Ctrl+S LUTTON
B Save As..
Save All
Print.. Ctrl-P

Print Preview

Print Setup...

ENp|
Run
Properties
Recent Input Files >
Recent Output Files >
Exit

@ o [ Database | B Ewon | B PW

Save the active document

Paso 2. Luego con la
funcion SAVE As se
guardé la solucion 1

Paso 3. Posteriormente se procede a la ejecucion del archivo de entrada mediante la

seleccién de la pestaina Run, que se encuentra en la barra de herramientas. Se despliega

una ventana y se elige el Database file Wateqg4f.dat y selecciona el botén Abrir.

e / —_—
NER@ SR @ fun
Initial conditions
Forward and inverse modeling @ select a Database
* | SOLUTION 1 RP |
Buscaren database v «®erEr
£ rout fles temp 30 | - o
% 2] ReactorpH2 e D Nombre Fecha de mo i
ColdChem.dat A
Irgut e inco A
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ENT Output e Escrtono :’
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Dbtabase i Bbbotecas A
- r A
[ \Progrem Fies (+86NUSGS\Phveeqe Interactive 37,3158 v -] Lo %
[ Este equpo A
™ Close i dislog bos when fri o =
v e
Cheels dobg b . RN 2Wem. A

© rou [@ Dusbuse [ & Eon [ @AW

Ready

Nombre de archivo: [wateqd -

Toodeachivo:  [Database Fies ( dat)

Aot
Cancelar
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S
@ Fie Edit . - 3 )
DEEa@ SR |@ | A
Initial conditions

Forward and inverse modeling

58 nputfies
(2] ReactorpH2

Irput fle: st |
[C\Users\chel \OneDiive\E scrtario\Reactor pH2 pai =]
Cancel
ENt Output fle:
[C\Users\chel \OneDiive\E scrtorio\Reactor pH2 pao =
Database fie
| [C:\Program Fies (@ENUSGS\Phreeq Interactive 37315368 ] ]
r

I™ Close this diakog box when finished

@ i [@ e Bl @]

Ready

Paso 4. Finalmente haga click en el boton Start y seguidamente en Dismiss Los
resultados del modelado se generan en un archivo de salida (extension .phr.out) y son
presentados en 4 secciones: composicion de la solucién (moles/ kg de agua), descripcion
de la solucion (pH, temperatura, conductividad eléctrica, etc.), distribucion de especies e

indice de saturacion.

@ PHREEQC Interactive - [Reactor pH2)

& File Edit View Options Window Help
Deua S8R |m
Initial conditions

Forward and inverse modeling

5 85 Outot fles Beginning of initial solution calculations.
[ Reactor pH2
Readig data base
%) (2] Readng input data for simulation 1
(2 Readng input data for simulation 2
(2] Reading input data for simulation 3

@ ot S Ouput [ @ Detabase | B Eror ||
Ready
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@ PHREEQC Interactive - [Reactor pH2] - o X
& File Edit View Options Window Help

Dea &R\

Initial conditions

Forward and inverse modeling

5 &5 Outout fles.
[ ReactorpH2
Reading data base.
#-(2] Reading input data for simulation 1
% (2] Readng input data for simulation 2
(23 Reading input data for simulation 3.

1 atm)

© ot S ovput [@ Datcbase | B Emr ]

Ready A

Paso 5. Para construir el grafico de solubilidad del oropimente en funcién del pH, se
afiade las funciones: SOLUTION 1, GAS_PHASE (si requiere especificar un sistema en
presencia de Oz, N2 o COz2), REACTION 1 (especificando los moles de mineral que se va
a disolver en un numero de etapas o puntos de la curva), USER_GRAPH 1 (nos permite
construir el plot de los datos obtenidos de la simulacion) y finalmente END.

Posteriormente realizar el paso 2 al 4. El grafico se puede guardar en formato JPG o PDF.

& PHREEQC Interactive - [Phrqc1] - o X
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Anexo 2. Elaboracion de diagrama de Pourbaix mediante el software Geochemist’'s
Workbench 2023 Version 17.

Paso 1. Para construir el diagrama de Pourbaix se emplea la herramienta de Act2, que
también nos permite realizar diagramas de actividad, estabilidad y solubilidad. A
continuacién, se despliega una ventana (consola), en donde se ingresa las especies
quimicas, concentraciones en términos de actividad, intervalos de pH y Eh(V). Asimismo,

la temperatura y la presion.
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Paso 2. Posteriormente se procede a la ejecucion del archivo de entrada mediante la
seleccion de la pestafia Run, que se encuentra en la barra de herramientas.

Automaticamente se contruye el Plot.

Act2 Community Edition - CAUsers\chel_
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Ready

Paso 3. Finalmente el diagrama se puede guardar como archivo PDF, JPEG, PNG en

la pestana File> Save Image - elegir el tipo de archivo
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