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Resumen

En este trabajo se investigo la capacidad de adsorcion de iones de Cr en la adsorbente

arcilla roja y la reduccién de Cré* por Agrobacterium tumefaciens.

Se realiz6 la caracterizacidon de la arcilla roja por medio de cristalografia de rayos-X,
microscopia electronica de barrido, fisisorcion y se determiné el punto carga cero. La
adsorcion, se evaluo con las siguientes condiciones; temperatura constante de 25° C
concentracion de Cr®* de 10 mg L%, a diferentes condiciones de dosificacion del
adsorbente de 0.5, 1, 3, 6, 9, 12 y15 g L%, valores de pH, de 2, 3,5y 7 y tiempos de
adsorcion 30, 60, 120, 180, 240 y 360 min. Los resultados mostraron que las mejores
condiciones de adsorcion de Cré* en las arcillas rojas fue a pH 3 y el equilibrio se

alcanzé a los 180 min con una dosis de las arcillas de 15 g L.

La concentracion inicial de Cr®* se varié de 0.5 a 20 mg L, mientras que el pH, la
dosificacion del adsorbente, el tiempo y la temperatura se mantuvieron constantes. Se
observé que el porcentaje de remocion disminuyo con el aumento en la concentracion

inicial y la capacidad de adsorcion de Cré* aumenté.

Los parametros de las isotermas de Langmuir y Freundlich se determinaron con los
datos de equilibrio de adsorcién del Cré* en arcillas rojas, los cuales mostraron un valor
de los coeficientes de correlacion (R?) de 0.9644 y 0.9658, para los modelos de

Langmuir y Freundlich, respectivamente.

Se realizaron cinéticas de crecimiento del A. tumefaciens, a 2.5, 5y 10 mg L' se
midieron en el medio de cultivo; las unidades formadoras de colonias, el pH, el oxigeno
disuelto, el potencial de 6xido-reduccion y la concentracion de Cré*. Se calcul6 el ICso
y se realizaron las correlaciones Se determind que las variables evaluadas variaron
dependiendo de la concentracién de Cr* en el medio, entre las mas significativas se
encontraron el tiempo, el nimero de unidades formadoras de colonias y el potencial

de 6xido reduccion.
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Abstract

In this work, the capacity of adsorption of Cr ions in the red clay adsorbent and

reduction of Cr®* by Agrobacterium tumefaciens was investigated.

Characterization of the red clay was carried out by X-ray crystallography, scanning
electron microscopy, physisorption and the point of zero charge was determined. The
following constant conditions for Cré* adsorption were tested; temperature 25 ° C, Cr6*
concentration 10 mg L, adsorbent dosage of 0.5, 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18 g L! pH values
of 2, 3, 5 and 7 and adsorption times 30, 60, 120, 180, 240 and 360 min. The results
showed that the best adsorption conditions of Cr ¢* in the red clays was at pH 3 and

the equilibrium was reached at 180 min with a dose of clays of 15 g L.

The initial concentration of Cré* was varied from 0.5 to 20 mg L, while the pH, the
dosage of adsorbent, the time and the temperature were kept constant, the percentage
of chromium removal decreases with the increase in the initial concentration and the

adsorption capacity of Cré* increases.

The parameters of the Langmuir and Freundlich isotherms were determined from the
data of Cré* adsorption equilibrium in red clays, that showed correlation coefficients
(R2) of 0.9644 and 0.9658, for Langmuir and Freundlich, respectively.

Growth kinetics were performed at 2.5, 5 and 10 mg L, colony forming units, pH,
dissolved oxygen, oxide-reduction potential and Cré* concentration in the medium were
measured. Variables varied depending on the concentration of Cré* in the medium,
among the most significant were; the time, the number of colony forming units and the

oxidation reduction potential.
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1. Introduccién

1.1. Problemas ambientales generados por Cr6*

El cromo (Cr) es un elemento de gran importancia en la industria utilizado en diversos
productos y procesos. Entre algunas aplicaciones se encuentran la fabricacion de
acero inoxidable, numerosas aleaciones, pigmentos, catalizadores, colorantes,

curtientes, impregnacion de madera, ladrillos refractarios, cintas magnéticas, etc.

Aunque el Cr puede ingresar a los sistemas hidricos de manera natural, debido a la
erosion de rocas que contienen este elemento o lixiviacién de los suelos (Oliveira,
2012). Ha habido un aumento en la concentracion de este metal en el medioambiente
y en especial en los cuerpos de agua ocasionado a la actividad antropogénica a través
de la descarga directa de operaciones industriales, fugas, almacenamiento deficiente

o practicas de eliminacién inadecuadas.

Tanto en los sistemas terrestres como acuaticos, el cromo puede sufrir
transformaciones de oxido-reduccion quimicas y fotoquimicas,

precipitacion/disolubilidad y los procesos de adsorcion/desorcion (Bielicka, 2005).

1.2. Caracteristicas y propiedades del cromo

El Cr es el elemento numero 24 en la tabla peridédica y posee un peso atdomico
promedio de 52. Puede existir en valencias del 0 al +6, aunque el cromo +3 y +6 son
los mas estables. Casi todo el cromo natural se encuentra en estado trivalente (Cr3*),
generalmente en combinacién con hierro u otros 6xidos metalicos. Los compuestos

hexavalentes (Cré*) también se encuentran en pequefias cantidades.

La interconversion de Cr3*y Cré* esta controlada por varios factores, que incluyen la
presencia y concentraciones de agentes oxidantes o reductores, los potenciales
electroquimicos de las reacciones de oxidacion y reduccion, la temperatura, la luz, los
sorbentes, las reacciones &cido-base, agentes complejantes y reacciones de

precipitacion (Kimbrough, 1999).



El agua tiene un papel critico en la quimica redox del cromo. Para que el cromo se
oxide, debe aceptar electrones del oxigeno, mientras que la reduccion se logra

donando electrones.

Los valores altos de potencial redox (Eh) y factor de intensidad redox (pE) en las aguas
corresponden a condiciones fuertemente oxidantes. En general, existe una relacion

inversa entre Eh y pH para el cromo, a medida que el pH aumenta Eh disminuye.

A pH mas bajos, existen cromatos como acido cromico (H2CrOs4) y cromato de
hidrégeno (HCrOs). Cuando la concentracion de CrO4% es alta, los cromatos se
dimerizan para formar especies de dicromato (H2Cr207 o HCr207"). Estas especies son
fuertes agentes oxidantes y, por lo tanto, se reducen rapidamente en presencia de
agentes reductores a pH bajo o alto Eh. A pH alto, existen cromatos en forma de CrO4*
, que es un pobre agente oxidante y, por lo tanto, con valores de Eh mas bajos, son
mas estables.

El nivel de concentracion de agentes oxidantes y reductores también es un factor
importante que afecta la oxidacion/reduccién del Cr. Por ejemplo, aunque hay muchos
agentes oxidantes capaces de oxidar el Cr®*, s6lo unos pocos existen en situaciones
ambientales en concentraciones lo suficientemente altas como para oxidar el Cr3* a
Cr6*, Por el contrario, hay muchos agentes reductores para los cuales la reduccién de
Crb* es menos favorable termodinAmicamente, pero estos se encuentran tipicamente
en concentrados suficientemente altos para desempefiar un papel en la reduccion de

Cré*a Cr3+.

La reduccién de Cré* por hierro (Fe?*) tiene un potencial redox bajo, 0.56 voltios, pero
la concentracion de hierro en muchos medios ambientales es lo suficientemente alta

como para lograr esta reduccion (Buerge, 1997).

El Cr* tiene la tendencia de precipitar en soluciones acuosas neutras. Por el contrario,

los iones cromato (CrO4%) e dicromato (Cr207%") son solubles en agua a todos los pH.



1.3. Regulacion de cromo en agua potable

El cromo es Unico entre los elementos toxicos que se regula de manera diferente en

funcion de sus diferentes toxicidades que posee las diferentes especies de cromo,

especificamente Cr3* y Cr®*, en contraste con otros elementos téxicos, como plomo,

cadmio y arsénico donde no se distingue el estado de oxidacion y se regulan en funcién

de sus concentraciones totales.

Tabla 1. Regulacién de cromo en agua potable

Cromo Limite maximo permisible Organismo o Ley
(mg L)
Cr total 0.10 EPA de EE. UU
Cr total 0.05 NOM-127-SSA1-1994
Cr total 0.05 OMS
Cr total 0.05 Cddigo de Regulaciones de

Cr hexavalente (Cr*) 0.01

California

Cddigo de Regulaciones de

California. MCL California




1.4. El cromo en México

En el Municipio de Tultitlan, Estado de México, durante 1958 a 1978, operd la empresa
Cromatos de México, S.A. de C.V., dicha empresa fue clausurada en el afio de 1978
por haberse detectado contaminacion del suelo con cromo hexavalente (DOF, 2010).

Las siguientes actividades y acuerdos se llevaron a cabo durante 30 afios para abordar
este problema. Entre 1976 y 1984, la Secretaria de Recursos Hidraulicos
(Departamento de Agricultura y Recursos Hidricos) monitore6 continuamente la
calidad del agua subterranea. En 1983, se construy6é un cementerio industrial para el
confinamiento de desechos de cromo (Castro-Diaz, 2006), en el predio se confinaron
75,000 toneladas de residuos contaminados con cromo, pero la deficiencia en
su compactado provocd que se dispersara en el ambiente a causa de fisuras y
hundimientos, lixiviAndose a estratos profundos del subsuelo y provocando la

contaminacion de pozos de agua cercanos a la planta (DOF, 2010).

De 2002 a 2007, la CONAGUA (Junta Nacional del Agua) realizd un seguimiento de la

contaminacion residual en el acuifero local.

En 2003, se formd un grupo multidisciplinario para realizar estudios de suelos y
acuiferos y para remediar el a&rea. CONAGUA firm6 un acuerdo de colaboracion con
la UNAM (Instituto de Ingenieria) en 2009 para analizar las concentraciones de cromo

total y hexavalente en el suelo y las aguas subterraneas en el area.

El estudio del Instituto de Geografia y la facultad de quimica de la UNAM, (1985)
reporté en el monitoreo y evaluacion del cementerio industrial, que, del total de pozos
muestreados, Unicamente se encontré cromo, en concentraciones mayores de 0.05
mg L (limite sanitario) en 7 pozos. Los valores promedio obtenidos, fueron: 0.95, 1.97,
0.57, 3 y 0.26 (mg L?1). La hipétesis que se plante6 fue que el cromo estaba
preferentemente localizado en el cementerio y en los primeros 50 m de material

arcilloso del subsuelo.

La mayoria de las muestras de agua de pozo (90%) tenian una concentracién de Cr
mas alta que el valor limite maximo permisible para agua potable de 0.05 mg L con

concentraciones desde 0.21 a 1.11 mg L* (Rosas et al., 1989).



1.5. Tecnologias de tratamiento para agua contaminada con Cr®*

1.5.1. Reduccién de la toxicidad

Una categoria principal de tecnologias de remediacion tiene como objetivo disminuir
la toxicidad, al reducir Cr®* a Cr®. Los sistemas de tratamientos basados en la
reduccion de Cr8* pueden ser biolégicos o abidticos, y a menudo son una combinacion
de estos dos. Los métodos convencionales para eliminar Cré* incluyen la reduccion
quimica seguida de precipitacion, intercambio i6nico y adsorcién sobre carbon
activado, alumbre, caolinita y ceniza. Sin embargo, la mayoria de estos métodos

requieren alta energia o grandes cantidades de reactivos quimicos (Komori, 1990).

La reduccion puede ocurrir de forma natural o manipulando las condiciones
ambientales para estimular la actividad biologica selectiva o procesos geoquimicos. La
reduccion también puede ocurrir cuando se agregan productos quimicos para reducir

directamente el Cr, como las limaduras de ferrato o Fe ((IETEG), 2004).

La reduccion microbiana de Cré*tiene una importancia practica, porque las estrategias

biolégicas proporcionan una tecnologia verde que es rentable (Camargo, 2003).
15.1.1. Reduccion quimica

Se refiere a la reduccién abidtica In situ o Ex situ con un donador de electrones (S,
Fe?* o Fe). Cuando el Cr se reduce posteriormente se precipita fuera de la solucion.
Este enfoque logra tanto una reduccién en la toxicidad de Cr como su eliminacion de
la solucion acuosa. La reduccién quimica incluye la reduccion natural de los 6xidos del

suelo y la materia orgénica natural ((IETEG), 2004).

1.5.1.2. Reduccion biologica

Los microorganismos pueden catalizar reacciones redox a través una combinacion de
varios mecanismos, las cuales comprenden la reduccién enzimatica extracelular, la
reduccion no metabdlica por superficies bacterianas y la reduccion y precipitacion

intracelular.
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Figura 1. Mecanismos de transporte de cromato, toxicidad y resistencia en células

bacterianas recuperado y modificado de (Ramirez-Diaz, 2008).

Los microorganismos capaces de reducir Cr®* a Cr® incluyen bacterias
(Pseudomonas, Micrococcus, Escherichia, Enterobacter, Bacillus, Aeromonas,
Achromobacter y Desulfomamaculum), levaduras de algas y hongos.

Las reacciones de reduccion extracelular requieren la presencia de un donador de
electrones externo, como Fe, Mn o materia organica oxidada. El proceso es igual a la
reduccidon quimica, pero biolégicamente mediado y, por lo tanto, es cinéticamente
ventajoso a comparacién con las reacciones no biolégicas, particularmente en
condiciones aerobias.

Fein et al. (2002) demostraron que las superficies bacterianas también pueden
catalizar la reduccién de Cré*,

Se han investigado varios factores que afectan la tasa de reduccion bioldgica, incluidas
las concentraciones de oxigeno disuelto, la fuente de carbono, pH, potencial de 6xido-
reduccion y la concentracion inicial de Cré*. Aunque la reduccién biolégica puede ser
aerobia 0 anaerobia, las reacciones de reduccion son sensibles a las concentraciones

de oxigeno disuelto. En condiciones anaerobias, los mecanismos de reduccion



abidticos y bioticos son competitivos. Con el tiempo, el pH puede aumentar debido a
la mineralizacion de la materia organica a CO2, que aumenta la concentracion de
HCOzs, 0o debido a una reacciéon redox que consuma acido. Los resultados son
especificos de cada caso, debido que las condiciones ambientales determinan qué

mecanismos dominaran en el sistema.

1.5.2. Contencién de cromo

Otras tecnologias se centran en prevenir la propagacion de la contaminacion en areas
mas grandes. Estas tecnologias de contencién incluyen estabilizacion o solidificacion,
bioestabilizacién, fitoestabilizacion, precipitacion, encapsulacion y vitrificacion del

suelo.

1.5.3. Tecnologias de eliminacién de cromo

Para la remocion de Cr del agua subterranea se utilizan varios enfoques, entre las
tecnologias utilizadas se encuentran las membranas (ultrafiltracion, nanofiltracién,

O0smosis inversa), intercambio iénico o carbén activado granular.
1.6. Proyecto SENER

La Secretaria de Energia (SENER), obtuvo el proyecto para el disefio de una planta
piloto autosustentable, para implementar energia termosolar, fotovoltaica vy

fotocatalitica, para la remocion de metales pesados.

De acuerdo con este proyecto se propone seleccionar un adsorbente no convencional,
gue sea un material econébmico y con alto contenido de compuestos de hierro,
aluminio, carboén vy silicio, los cuales permitan una adsorcion satisfactoria de los
elementos; se pretende la remocién de metales pesados con un material que cumpla

con los puntos de vista técnico y sobre todo econdémico.
1.7. Sorcion de metales pesados

Existe una variedad de tecnologias para el tratamiento de aguas. Sin embargo, las
desventajas de la mayoria de estos meétodos son los costos de operacion y

mantenimiento, la generacion de lodos y la complejidad del procedimiento involucrado
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en el tratamiento. En este sentido, el proceso de adsorcidn se considera una alternativa
viable en el tratamiento de agua potable y residual, debido a la facilidad de operacion
y la simplicidad del disefio. La sorcion ha sido un método muy efectivo y econémico
para retirar, recuperar y reciclar metales pesados del agua.

La sorcidon se subdivide en adsorcion y absorcion; La adsorcion es un proceso de
transferencia de masa que implica adhesién de las moléculas de a la superficie de una
particula, por lo que existe una acumulacion en la interfaz de dos fases, como la
interfaz liquido-liquido, gas-liquido, gas-solido o liquido-sélido (De Gisi, Lofrano,
Grassi, & Notarnicola, 2016). La absorcion es la asimilacion de un liquido o gas en un
sélido o un gas en un liquido. Al cambiar las propiedades de la fase liquida (por
ejemplo, concentracion, temperatura, pH), las especies adsorbidas pueden liberarse
de la superficie y transferirse nuevamente a la fase liquida. Este proceso inverso se
conoce como desorcion (Worch, 2012). La evidencia experimental muestra que la

sorcion es a menudo no lineal y cinéticamente controlada (Klaus Knddel, 2007 ).

Los mecanismos de adsorcidn generalmente se clasifican como fisicos, quimicos o
electrostaticos. En la Figura 2 se muestran los términos basicos que se utilizan en la
teoria de la adsorcion. Se denomina adsorbente al material solido que proporciona la
superficie para la adsorcion y las especies que seran adsorbidas se llaman adsorbato.

Desorcion
iy . ...... . ...... } Egbe adsorbida

Adsorbato

Fase liquida
09,0
|

Fase sélida LT R LA ST I TP O N P &
. .'-.'._.._.. -.’..._‘.... '."~.-.'-_§ . Adsorbente

Figura 2. Términos béasicos de adsorcion. Recuperado de Worch, 2012.



Si la interaccion entre la superficie solida y las moléculas adsorbidas tiene una
naturaleza fisica, el proceso se denomina fisisorcion. Las interacciones débiles, como
las fuerzas de Van der Waals, son las responsables de este fendbmeno, por lo tanto,
los resultados del proceso son reversibles. Por otro lado, si las fuerzas de atraccién
entre las moléculas adsorbidas y la superficie solida se deben a la union quimica, el
proceso de adsorcion se denomina quimisorcion. A diferencia de la fisisorcion, la

quimiosorcion ocurre s6lo en monocapa.

En condiciones favorables, ambos procesos pueden ocurrir simultanea o
alternativamente. La adsorcion fisica se acomparfia de una disminucion de la energia
libre y la entropia del sistema de adsorcion y por lo tanto, este proceso es exotérmico
(De Gisi et al., 2016).

1.8. Adsorbentes

Se han propuesto sorbentes alternativos para eliminar Cr®*, a fin de ahorrar dinero y/o
reciclar material de desecho. Se han probado biosorbentes (biomasa viva o0 muerta), y

otros materiales naturales como arcillas y carbon activado (Guertin et al., 2016).

En la Tabla 2 se proporciona un resumen de las capacidades de adsorcién de los
materiales absorbentes alternativos, en términos de mg Cré* absorbido por gramo de
sorbente (Bailey, Olin, Bricka, & Adrian, 1999). Los valores en la Tabla 2 no pretenden
representar la capacidad de adsorcion maxima de los materiales, sino el rango de
capacidades de adsorcion posibles basado en datos experimentales. Dado que la
adsorcion es un proceso de equilibrio, la masa de Cr® absorbida en la superficie
depende tanto de la concentracién de Cré* en la fase acuosa como de la afinidad del
sorbente por los iones de Crf*. Esto a su vez depende de los tipos de atracciones
guimicas entre el sorbente y el Cr (como el enlace idnico, la atraccion electrostatica y
el enlace de hidrogeno), que pueden variar con el pH y la presencia/ausencia de

moléculas competidoras.



Tabla 2. Resumen de las capacidades de adsorciéon reportadas para Cré* (Bailey,

1999).
_ Capacidad de
Clase Material sorbente Fuente .
adsorcién (mg g?)
Quitosano Quitosano Masri et al., 1974  27.3
Wollastonita —
Arcilla cenizas volantes Paday etal., 1984 0.271
mixtas
) Bentonita Cadena et al.,
Arcilla 57
adaptada 1990
Khan et al., 1995;
Arcilla Bentonita Cadena et al, 0.512,55
1990
. Médula de fibra de Manju and
Fibra de coco _ 50
coco Anirudham, 1997
_ _ Sharma and
Biomasa muerta Molde de hoja 43
Forster, 1994
Biomasa muerta Céscarade arroz  Roy et al., 1993 164.31
Orhan and
Tanino-rico Cascara de nuez  Buyukgungor, 1.47
1993
Orhan and
Tanino-rico Café turco Blyukglngor, 1.63
1993
_ CETYL-  Zeolita Santiago et al.,
Zeolita 0.65
modificada 1992
o o Hamadi et al,
Aserrin pirolizado  Aserrin pirolizado 20.09-24.65
2001
Comercial F400 Hamadi et al.,
Carbon 19.13-26.25
GAC 2001
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1.9. Caracterizacion del adsorbente

Las propiedades de adsorbatos y adsorbentes son bastante especificas y dependen
de sus componentes. Los constituyentes de los adsorbentes son los principales
responsables de la eliminacién de cualquier contaminante particular del agua (Grassi,
Kaykioglu, Belgiorno, & Lofrano, 2012). Las propiedades de los adsorbentes que los
hacen utiles para el tratamiento del agua incluyen alta porosidad y area superficial, asi
como también la naturaleza fisica y quimica de las superficies internas de adsorcion.
Para identificar si un material tiene una aplicacion potencial en la purificacion del agua
por adsorcion, se realizan numerosas pruebas que se utilizan en la caracterizacion

(Management Association, 2017).
1.9.1. Analisis de fisisorcién

El &rea de la superficie se expresa en metros cuadrados por gramo y generalmente se
mide por el método de B.E.T. (Brunauer, 1938).

Cuando un gas se adsorbe fisicamente en la superficie de un soélido, la cantidad
adsorbida varia con la presion. La ecuacion se desarrollo para permitir la medicion de
Vm, el volumen de gas necesario para formar una monocapa de liquido a través de una

superficie sélida. La ecuacion es

x 1 (C—-1Dx

[ — +
V(l—x) Vy, Vi

Donde x es la presion relativa, P/Po, a la que se adsorbe un gas del volumen V (m3 en
S.T.P.), P es la presion del gas y Po es la presion de vapor saturado a la temperatura
del recipiente que contiene el adsorbente. Vm es el volumen de gas requerido para
formar una monocapa en el adsorbente a la temperatura del sistema, y C es una

constante.

Las areas superficiales totales de adsorbentes solidos se caracterizan con mayor
frecuencia llevando a cabo la isoterma B.E.T. de adsorcion de gas. Normalmente se

usa gas nitrégeno porque esta bien caracterizado, pero se pueden usar otros gases.
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Se determina el volumen, Vm, del gas nitrégeno absorbido y luego se puede calcular
la superficie total, A, del adsorbente, ya que A = No Nm Vm, donde No es el nimero de

Avogadro y Nm es el nimero de moles de nitrdgeno adsorbido (McKay, 1995).

Después de gas de nitrdgeno e adsorbe lentamente en el material y la presion relativa
de vapor de nitrégeno se registra contra el volumen de adsorbato usando el programa
informatico del analizador B.E.T. La conexion entre la presion de vapor relativa y la
cantidad de absorcidon a temperatura constante se denomina isoterma de adsorcion.
En el andlisis B.E.T., la interpretacion de la isoterma de adsorcion es util para calcular
el area superficial del material y comprender la estructura de los poros del material
(Giirsoy & Karaman, 2017).

1.9.2. Difraccién de rayos X (XRD)

La técnica de Difraccion de rayos X (XRD) mide la distribucion de energia e intensidad
de la sefal de rayos X difractados producidos por &tomos en muchas direcciones
especificas, posteriormente esta informacion es interpretada para determinar el
tamafio y la forma de las cristalitas. También da una idea sobre la orientacion de un
solo cristal o grano (Management Association, 2017).

Cada elemento en la muestra puede emitir una o0 mas series de lineas espectrales
Unicas. Por lo tanto, un analisis cualitativo tipico implica obtener un registro de la
intensidad de rayos X en funcion del angulo del cristal.

El espectrometro (energia u onda dispersiva) de rayos X proporcionan un espectro de
intensidad (nimero de conteos, o conteos por unidad de tiempo) versus un eje de

energia o longitud de onda de los rayos X.

En el caso de los rayos X de longitud de onda mas larga, la forma y posicion también
pueden verse alteradas por cambios en el entorno quimico local. Teniendo en cuenta
estos factores, sin embargo, es posible convertir las posiciones de los picos en
longitudes de onda a través de la ley de Bragg y luego usar la relacion de Moseley
para identificar los constituyentes elementales (Goldstein, 1992)

La ley de Bragg esta dada por:

n A= 2 d sin (0)
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donde n es un numero entero (aunque n = | es con mucho la condicibn mas
comunmente utilizada), d es el espaciado interplanar de las capas atdmicas en el
cristal paralelo a su superficie, y 6 es el &ngulo de incidencia de los rayos X. (Russ,
1984).

Como los limites préacticos en el angulo son aproximadamente de 20 a 75 grados
(establecidos por limitaciones de disefio mecanico en el espectrometro), un cristal
particular (cuya separacion atomica se describe comiunmente por el valor 2d para
mayor comodidad) puede cubrir un rango de longitud de onda de aproximadamente
0.5 a 2 veces d. Dado que los cristales estan disponibles con valores 2d de 1 a 10
angstroms, y en hasta 60 angstroms en casos especiales (seudo-cristales hechos de
capas de acidos grasos), el rango de cobertura para el andlisis de rayos X es de 1 a
100 angstroms ( 12 a 0.1 keV) (Russ, 1984).

1.9.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La técnica de microscopia electronica de barrido permite la observacion vy
caracterizacion de materiales y superficies organicas e inorganicas heterogéneas a

una escala local (Goldstein, 1992).

El &area a analizar se irradia con un haz enfocado de electrones, que se barre a través
de la superficie de la muestra realizando un escaneado. La interaccién entre los
electrones emitidos por el equipo y los electrones de la muestra irradiada resultan en
la produccién de diversas sefales, las cuales se obtienen a partir de volimenes de

emision especificos dentro de la muestra.

Los tipos de sefales que se producen incluyen electrones secundarios, electrones
retrodispersados, electrones Auger, rayos X caracteristicos y fotones de varias
energias. Las sefiales posteriormente a ser detectadas son interpretadas en términos
de composicién, cristalografia, topografia de superficie y tamafio (Management
Association, 2017).

Cabe mencionar que en esta técnica las sefiales de mayor interés son los electrones
secundarios y retrodispersados, debido a que varian de acuerdo con las diferencias

en la topografia de la superficie a medida que el haz de electrones pasa por la muestra.
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Debido a que la emision de electrones secundarios esta confinada a un volumen cerca
del area de impacto del haz es posible obtener imagenes con una resolucion

relativamente alta (Goldstein, 1992).

1.9.4. Espectrometria de rayos X de energia dispersiva

Los rayos X emitidos por la muestra bombardeada con el haz de electrones pueden
utilizarse para identificar los elementos presentes. El espectrometro de rayos X de
energia dispersiva es un aditamento del microscopio electronico de barrido, el cual
proporciona informacion relacionada con la composicién elemental de la muestra

(Management Association, 2017).

Al realizar un analisis de rayos X cualitativo, se debe utilizar diferentes tipos de
informacion. En primer lugar, la energia especifica de los picos de rayos X
caracteristicos de cada elemento. Esta informacién estd disponible en forma de
tabulaciones, que pueden darse como una "regla de calculo de energia”, un grafico o,
en el caso de un analizador de espectro de rayos X basado en computadora, como un

marcador de visualizacion (Goldstein, 1992).

1.10.Factores que afectan el proceso de adsorcion

El proceso de adsorcion es un fendémeno de superficie, por lo tanto, el area superficial
del adsorbente tiene una gran influencia en la eliminacién de contaminantes. Sin
embargo, ademas del area superficial del adsorbente, otras variables del proceso
como el pH, la temperatura, la fuerza i6nica, la concentracion de contaminantes y la
dosis de adsorbente juegan un papel importante en el proceso de sorcion. La eficiencia
de eliminacidon puede mejorarse varias veces a través de la optimizacion de estos

parametros (Management Association, 2017).

Para llevar a cabo la optimizacion de estos parametros se realizaron experimentos en
lote debido a la capacidad de investigar grandes cantidades de muestras en
experimentos paralelos, el manejo varias muestras paralelas y la capacidad de

estudiar procesos que influyen en la migracion sin tener que lidiar con posibles efectos
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del transporte de contaminantes complicando la interpretacion de datos (como en

estudios de columnas) (Klaus Knodel, 2007 ).
1.10.1. Area superficial

La adsorcion es un fendmeno superficial, como tal, el grado de adsorcién es
proporcional al area superficial especifica. Por lo tanto, la cantidad de masa adsorbida
por peso del adsorbente deberia aumentar gradualmente en funcion al inverso del

diametro de los poros del adsorbente.

1.10.2. Efecto del pH

De manera general se ha observado que el proceso de adsorcion se ve afectado con
el cambio en los valores de pH de la solucidn y en ciertos intervalos de pH especificos
tiene lugar la méaxima absorcion. Esto debido a la protonacién y desprotonacion del
adsorbato y los grupos funcionales activos del adsorbente en solucién acuosa a un

determinado pH (Management Association, 2017).
1.10.2.1. Efecto del pH sobre el adsorbente

Los sitios activos de los adsorbentes pueden exhibir carga en ciertos rangos de pH,
por lo tanto, la comprensién del comportamiento de la carga del contaminante objetivo
y del adsorbente es util para determinar si el ajuste de pH seria beneficioso o necesario
en una aplicacién de tratamiento particular (Mohan & Pittman, 2007).

Los 6xidos metalicos son en su mayoria anféteros, y su disociacion superficial puede

representarse esquematicamente de la siguiente manera (Mahmood et al., 2011):
MOH & MO~ +H (3)
MOH < M* + OH~- (4)

El punto de carga cero (PCC) es el pH de la suspension a la cual la carga neta total
(externa e interna) en la superficie de las particulas de un éxido/hidréxido insoluble es
cero, es decir, donde las concentraciones superficiales negativas ([MO]) y positivas
([IM*]) son iguales. (Gulicovski et al., 2008; Mahmood et al., 2011). Dado que el PCC

corresponde a un punto de equilibro de cargas sobre el material absorbente, valores
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de pH mayores que PCC generan una superficie cargada negativamente, en tanto que

un pH menor que PCC una superficie cargada positivamente (Amaringo Villa, 2013).
1.10.2.2. Efecto del pH sobre el Cromo

En condiciones neutras a basicas, el Cr®* tenderd a precipitarse, mientras que en
condiciones acidas tenderad a solubilizarse. Mientras que los iones de cromato y
dicromato son extremadamente solubles en agua a todos los pH, pueden precipitar

con varios cationes divalentes (Kimbrough et al., 1999).

A pH mas bajos, existen cromatos como acido cromico (H2CrO4) y cromato de
hidrogeno (HCrO4). Cuando la concentracion de CrO4> es alta, los cromatos se
dimerizan para formar especies de dicromato (H2Cr207 o HCr207"). Estas especies son
fuertes agentes oxidantes y por lo tanto, se reducen radpidamente en presencia de
agentes reductores a pH bajo o alto Eh (Kimbrough et al., 1999).

A pH alto, existen cromatos en forma de CrO4?, que es un pobre agente oxidante vy,

por lo tanto, con valores de Eh mas bajos, son méas estables (Kimbrough et al., 1999).

En la Figura 3 se presenta el diagrama de Pourbaix del cromo, un diagrama de
Pourbaix es una representacion grafica del potencial (ordenada) en funcién del pH
(abscisa) para un metal dado bajo condiciones termodinamicas estandar (usualmente
agua a 25 °C).

1.10.3. Temperatura

Las reacciones de adsorcién son normalmente exotérmicas; por tanto, el grado de
adsorcion suele aumentar al disminuir la temperatura. Las variaciones de entalpia en
la adsorcién suelen ser del orden de las correspondientes a reacciones de
condensacion o cristalizacion. Asi pequefias variaciones no alteran grandemente el

proceso de adsorcion.
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Figura 3. Diagrama de Pourbaix para cromo [Cr (ag)]tot = 10® m a 25 ° C. Modificado
de (Beverskog & Puigdomenech, 1999)

1.10.4. Tamafo de particula

Cuanto menor sea el tamafio del adsorbente mayor serd su area de superficie
(Management Association, 2017).
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Los tamafios de particula mas pequefios reducen la difusion interna y la limitacion de
la transferencia de masa para penetrar en el adsorbido dentro del adsorbente (es decir,
el equilibrio se alcanza més facilmente y se puede alcanzar una capacidad de
adsorcioén casi total).

1.10.5. Tiempo de contacto

Cuanto mayor sea el tiempo de contacto, mas completa seré la adsorcion. Por lo tanto,
el tiempo de contacto requerido para que la sorcién se complete es importante para
dar una idea de un proceso de sorcion. Esto también proporciona una informacion
sobre el tiempo minimo requerido para que tenga lugar una adsorcion considerable, y

también el posible mecanismo de control de la difusion entre el adsorbato.

1.11.Isoterma de adsorcion

Las isotermas representan la cantidad de soluto adsorbido por unidad de adsorbente,
como una funcién de la concentracion de equilibrio en solucion a temperatura
constante (Khalfa et al.,2015).

1.11.1. Modelo isoterma Langmuir

Este modelo empirico asume la adsorcibn monocapa (la capa adsorbida es una
molécula de espesor), con adsorcion solo puede ocurrir en un nimero finito (fijo) de
sitios localizados definidos, que son idénticos y equivalentes, sin interaccion lateral y
obstaculo estérico entre las moléculas adsorbidas, incluso en sitios adyacentes.

La isoterma de Langmuir viene dada por la ecuacion:

_ qmkiCe
e 1+k;Ce (3)
Donde:

Ce = la concentracion de equilibrio

kl = la constante en relacidon con la afinidad de los sitios de unién
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gm = la cantidad maxima de iones metalicos por unidad de peso de adsorbente para

formar una monocapa completa en la superficie

1 1 1
— =4 4
de dm kiqeCe ( )

Tanto gm como kl pueden determinarse a partir de la interseccion y de la pendiente de

la grafica lineal 1/ge contra 1/Ce, respectivamente.

Graficamente, La isoterma de Langmuir se caracteriza por una meseta, un punto de
saturacion de equilibrio donde una vez que una molécula ocupa un sitio, no puede
producirse mas adsorcion. Ademas, la teoria de Langmuir ha relacionado la rapida
disminucién de las fuerzas de atraccién intermoleculares con el aumento de la
distancia. Por este medio, una constante adimensional, cominmente conocida como
factor de separacion (Rv) definido por Webber y Chakkravorti se puede representar

como:

1
T 14KC,

()

R,

donde K. (L mg?) se refiere a la constante de Langmuir y Co se denota a la
concentracion inicial de adsorbato (mg L™). En este contexto, un valor de RL mas bajo
refleja que la adsorcion es mas favorable. En una explicacion méas profunda, el valor
de RL indica que la naturaleza de adsorcion es desfavorable (RL > 1), lineal (RL = 1),

favorable (0 <RL<1) o irreversible (RL=0).

1.11.2. Modelo de isoterma de Freundlich

La isoterma de Freundlich es la relacion conocida mas temprana que describe la
adsorcién no ideal y reversible, no restringida a la formacién de monocapa. Este
modelo empirico se puede aplicar a la adsorcibn multicapa, con distribucion no

uniforme del calor de adsorcién y afinidades sobre la superficie heterogénea.

La isoterma de Freundlich viene dada por la ecuacion:

qe = K;CJ'" (6)
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donde Kf y n son las constantes de Freundlich relacionadas con la capacidad de
adsorcion y la intensidad de la adsorcion, respectivamente. Kf y n se determinan a

partir de la gréfica lineal de In ge versus In Ce.

En esta isoterma, los sitios de union se consideran diferentes. Kf esta relacionado con
la capacidad de adsorcion y n se refiere a la intensidad de adsorciéon. Tomando

logaritmo en ambos lados.

La ecuacion linealizada del modelo de Freundlich esta dada por la ecuacion.

logq., = logK; + % logC, (7)
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2. Antecedentes

Se ha investigado la aplicacion de tratamientos de adsorcidbn combinados con otros
procesos quimicos y biolégicos para eliminar el Cré* del agua contaminada.

Los sistemas combinados que utilizan como adsorbentes materiales inertes y ademas
de facil acceso, como arena, grava y arcilla. El uso de dichos materiales ofrece una
ventaja con respecto a otros materiales debido a abundancia y costo, por lo que en el
presente trabajo se propone utilizar una arcilla roja. Una opcion viable para la
disposicion del adsorbente después de que esté haya cumplido su funcion, es
mediante el proceso de solidificacidn/estabilizacion para la elaboracion de materiales
de construccion utilizando cemento Portland (Leist, Casey, & Caridi, 2003), éste
tratamiento se emplea para reducir la movilidad de contaminantes adheridos al soporte
y no presenten un peligro para el medio ambiente (Singh & Pant, 2006).

En el equipo de trabajo, Arguelles en el 2016 estudid diferentes tipos de filtros y las
caracteristicas, asi como los mecanismos de remocidn para posteriormente
implementar un tratamiento secuencial, incluyendo dos sistemas de filtracion: un filtro
percolador empacado con granzén y un bio-filtro con empaque del residuo gastado de
P. ostreatus, asi como un filtro percolador y bio-filtro empacado con cascara de arroz,

en ambos casos se obtuvieron altos porcentajes de remocién de iones de Cré*.

En el equipo de trabajo del Dr. Subramaniam, (2018) utilizaron “pellets” de arcilla roja
con de un diametro aproximado de 0.5 cm, elaborados manualmente para la adsorcién
de As®*y realizaron la caracterizacion parcial del soporte por microscopia electrénica
de barrido y difraccién de rayos-X. Se ha mejorado la elaboracién de los “pellets” de
la arcilla roja por Morales, (2018) mediante un sistema para extruir una mezcla de
arcilla con quitosano en una forma cilindrica con 5 mm de didmetro. El “pellet” en dicho

trabajo se utiliz6 en la adsorcién de iones de Cd?*.
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3. Justificacion

El Cr¥* y Crb* poseen diferentes propiedades fisicoquimicas y bioquimicas. Cr3* es
menos biodisponible, relativamente estable y al mismo tiempo menos téxico que Cré*
gue se considera la forma mas toxica de Cr debido a su fuerte potencial de oxidacion,
mayor solubilidad en agua, rapida permeabilidad a través de membranas biologicas y
recientemente ha sido clasificado como una de las 17 sustancias quimicas mas téxicas
por la Agencia para Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades (ATSDR) y listado
como carcindgeno humano grado 'A' por la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos (EPA). Cr* es un carcindgeno ocupacional bien establecido asociado
con cancer de pulmén y cancer nasal y sinusal. ((NIOSH), 2013) considera que todos
los compuestos de Cr8* son carcinégenos ocupacionales (Baldiris, 2018).

En virtud de lo anterior, es necesario llevar a cabo estudios encaminados a la remocion
de cromo del agua para uso y consumo humano mediante procesos como la reduccion
biolégica de Cr* a Cr3* que sea cinéticamente ventajoso a comparaciéon con las
reacciones no bioldgicas y la adsorcion en adsorbentes no convencionales para llevar

la investigacion hasta una tecnologia eficiente, econdémica y de facil acceso.

El objetivo principal de este trabajo es el disefio y la implementacion de un sistema
secuencial para la remocion de Cr de agua potable. De esta manera se reducira la
exposiciébn a contaminantes peligrosos con lo cual mejorara la calidad de vida de
comunidades expuestas. En el presente trabajo, se probd una arcilla roja como
adsorbente para remover cromo, con el fin de obtener un agua tratada que cumpla con
los requisitos maximos permisibles de 0.05 mg L establecidos por la NOM-127-SSA1-
1994,

Esta investigacion es la primera parte de un proyecto de implementacién de plantas
piloto que pretende resolver problemas reales de contaminacion por metales en agua
potable y que pueda ser utilizado como un tratamiento primario dentro del sistema

secuencial de tratamientos.
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4. Hipotesis

La aplicacion del proceso de adsorcion/biotransformacion con A. tumefaciens,

favorecera la disminucién de la concentracion por adsorcioén en arcilla roja y el cambio

en el estado de oxidacion del Cromo (Cr).

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

La aplicacién del proceso de adsorcién/biotransformacion con Ag tumefaciens,

favorecera el cambio en el estado de oxidacion del cromo y la disminucion de la

concentracion en un agua por adsorcion en arcilla roja.

5.2. Objetivos especificos

» Evaluar las caracteristicas de la arcilla roja, como un modelo de material

sorbente no convencional.
= Determinar las modelos de las isotermas de adsorcién caracteristica de la arcilla

roja.
» Evaluacion de la especiacion de Cré* del caldo de cultivo de A. tumefaciens.
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6. Materiales y Métodos

6.1. Preparacion de soportes

6.1.1. Preparacion de la arcillaroja

La arcilla se calcina a 800 © C durante 24 h con el fin de aumentar su resistencia
mecanica y eliminar algunas impurezas (Vieira et al., 2010).

Posteriormente la arcilla fue tamizada con un tamafo de particula de 91 ym, dado que
con un tamafio de particula pequefio la adsorcidon se veré favorecida (Ongley et al.,
2001).

6.1.2. Preparacién de los “Pellets” de arcilla

En condiciones ligeramente acidas, la mayoria de los grupos amino de quitosano son
protonados y el quitosano resultante contiene maltiples cargas cationicas. En base a
sus propiedades de biodegradabilidad, efectos antimicrobianos y alta carga positiva
(Lertsutthiwong, Noomun, Khunthon, & Limpanart, 2012), en el presente estudio se

realiza una mezcla de la arcilla roja con quitosano para la adsorcién de Cré*.

La solucién de quitosano se prepara disolviendo 2.5 g de quitosano en una solucion
acuosa de acido clorhidrico al 5% (v/v), para tener una solucién con una concentracion
final de 0.05 g L.

Los pellets se desarrollan a partir de la mezcla de arcilla natural con la solucién de
quitosano, esta se mezcla uniformemente para formar una pasta. La pasta
posteriormente se extruye en una forma cilindrica con 5 mm de didmetro con una
jeringa de plastico. El “pellet” se corta con una longitud de 5 mm (Jelena, 2015), se
coloca en crisoles limpios, se seca a 105 ° C durante 24 h, y se calcina adicionalmente
a 800 ° C durante 24 h en una mufla para carbonizar y producir poros. Después de
enfriar, el producto terminado se mantiene en un recipiente seco y limpio para realizar

mas experimentos (Te, 2018).
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6.2. Caracterizacion de la arcilla roja
6.2.1. Analisis de B.E.T.

Se prepara las muestras para el andlisis del area de superficie y de la estructura de

poros con un desgasificador VacPrep modelo 061 de la marca Micromeritics.

Se preparan las muestras por calentamiento a 350 °© C y evacuacion con vacio durante
8 horas para eliminar contaminantes de vapor de agua y gases adsorbidos de

muestras para evitar la interferencia con las mediciones del area de superficie.

Una vez que la muestra es desgasificada, se pesa, y posteriormente la muestra se
sumerge en un bafio de refrigerante de nitrogeno liquido. Se obtienen las propiedades
texturales mediante isotermas de adsorcién-desorcién de N2 de las muestras, con en
el equipo analizador de area superficial y porosidad marca Micrometitics modelo
TriStar.

Las isotermas de fisisorcion de nitrégeno se analizaron mediante el método de Barrett-
Joyner-Halenda (BJH) para determinar el area especifica (B.E.T), volumen especifico
de poro (BJH), tamafio de poro promedio (BJH) y distribucion de tamafio de poro (BJH
y DFT).

6.2.2. Analisis de Difracciéon de rayos-X

Los patrones de difraccién de rayos X (20 = 1-10°) se recolectaron en un difractébmetro
de Rayos X, modelo D8 ADVANCE DAVINVI, configuracion theta-theta, marca
BRUKER AXS, usando pequefias hendiduras de divergencia y dispersién de 0.05°.
Los patrones de XRD se obtuvieron a temperatura ambiente utilizando radiacion Cu
Ka (A=1.5406 A). Posteriormente se realiz6 el analisis de las fases cristalinas con el
programa de PCPDFWIN.
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Figura 4. Difractometro de Rayos X, modelo D8 ADVANCE DAVINVI, de la facultad
de quimica de la UNAM.

6.2.3. Analisis de microscopia electrénica de barrido

En analisis morfoldgico se realizé en un microscopio Jeol JSM-5900 LV equipado con
un sistema de analisis elemental EDS para realizar un andlisis estadistico

semicuantitativo de veinte puntos en la superficie de los materiales.

Figura 5. Microscopio Jeol JSM-5900 LV, de la Facultad de Quimica de la UNAM.
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6.2.4. Determinacion de “punto carga cero”

Los valores del potencial zeta se obtuvieron de los resultados de la electroforesis
obtenidos con un medidor zeta (Zeta-Meter 3.0+) con una solucién de 1 mg de arcilla
ml -1 avalores de pH de 1,2,3,4 y 6 a temperatura ambiente (25 + 1 ° C). Se dispersaron
30 mg de arcilla roja en 30 ml de una solucion electrolitica de fondo de NaCl 0.1 M. El
pH se ajusté agregando HClI o NH4OH con un pH-metro. Luego, las muestras se
sonicaron durante 10 min para estabilizar el pH y finalmente la suspension se vertio en

la celda de medicion.

El instrumento (Zeta-Meter 3.0+) determina la movilidad electroforética de las
particulas automaticamente y la convierte en términos de potencial zeta utilizando la
ecuacion de Smoluchowski. La ecuacion de Smoluchowski, la expresion mas
elemental del potencial zeta, proporciona una relacion directa entre el potencial zeta 'y
la movilidad electroforética (Turhan, 2008).

€

donde U es la movilidad electroforética a la temperatura real, n es la viscosidad del
liguido de suspensién, € es la constante dieléctrica, m es una constante, y ¢ es el

potencial zeta (Turhan, 2008).

6.3. Estudio del efecto de: pH, masa de adsorbente, tiempo de agitacion y

concentracion inicial de los iones Cr®* en la adsorcién en las arcillas rojas

6.3.1. Operacion por lotes

En una operacion por lotes, la cantidad fija de adsorbente se mezcla con un volumen
especifico de adsorbato. Luego, el sistema se mantiene en agitacion durante un
periodo de tiempo determinado. La separacién de la solucién resultante se lleva a cabo
mediante filtracion. El pH 6ptimo, el tiempo de contacto, la dosis del adsorbente y la

temperatura optima se fijan.

La absorcion de iones de metales pesados se calcul6 a partir del balance de masa,

gue se establece como la cantidad de soluto adsorbido en el sélido. Equivale a la
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cantidad de soluto eliminado de la solucién. Matematicamente se puede expresar en

las siguientes ecuaciones.
6.3.2. Porcentaje de remocion

El porcentaje del absorbato eliminado por el adsorbente se determina de acuerdo con

la siguiente formula (Gorzin et al.,2017):

%deR:%*mo (1)

0

Donde:

R= Porcentaje de soluto adsorbido por el adsorbente
Co = Concentracion inicial del soluto (mg L)

Ce = Concentracion del soluto en el equilibrio (mg L)
6.3.3. Capacidad de adsorcion (qt)

En un sistema solido-liquido, la adsorcion produce la eliminacion de solutos de la
solucion y su acumulacion en la superficie sélida. El soluto restante en la solucién
alcanza un equilibrio dindmico con el adsorbido en la fase sélida. La cantidad de
adsorbato que puede absorberse por un adsorbente en funcién de la temperatura y la
concentracion de adsorbato, y el proceso, a temperatura constante, puede describirse

mediante una isoterma de adsorcion de acuerdo con la ecuacion general:

La capacidad de adsorcion del adsorbente se calcula mediante la siguiente ecuacion:

— Co* Vo—Cp¢x V¢ (2)

qt m

Donde:

gt = Cantidad de adsorbato por unidad de masa de adsorbente en el tiempo t (mg g1)
Co = Concentracion inicial (mg L1)

Vo = Volumen inicial de la solucion (L)

Ct = Concentracion de Cré*en el tiempo t (mg L™?)
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Vi = Volumen de solucién inicial de Cr6*
m= Masa de adsorbente (g)
6.3.4. Efecto del pH de la solucion

En el estudio del pH de la solucion, el experimento se lleva a cabo a una dosis de

adsorbente, concentracion inicial de Cré* y tiempo constante.

Se mezcla 1 g L de arcilla con una soluciéon de 10 mg Cré* L1, a diferentes pH, se
coloca en un agitador innova 43 a 120 rpm durante 24 h. El pH se ajusta con soluciones
0.1 mol L't de HNO3 y NaOH, segln sea necesario. Después de alcanzar el equilibrio
las muestras se filtraran usando una membrana de 0.45 pm y se determinara la
concentracion total de Cr en solucién mediante espectrofotometria de absorcion

atomica con llama de aire/acetileno (AAS-F).
6.3.5. Efecto de la dosis de adsorbente

En el estudio de la dosis del adsorbente, el experimento se lleva a cabo a un pH,

concentracion inicial de Cré* y tiempo constante.

Se mezcla una solucién 10 mg Cré* Lt al pH de mayor adsorcién del experimento
anterior con diferentes masas de arcilla roja, se coloca en un agitador innova 43 a 120
rom durante 24 h. Después de alcanzar el equilibrio las muestras se filtraran usando
una membrana de 0.45 pm y se determinara la concentracion total de Cr en solucién
mediante espectrofotometria de absorcion atomica con llama de aire/acetileno (AAS-
F).

6.3.6. Efecto del tiempo de agitacion

En el estudio del tiempo de agitacion, el experimento se lleva a cabo a un pH, dosis de

adsorbente y concentracion inicial de Cré* constante.

Se mezcla una solucién 10 mg Cré* Lt al pH y la masa de arcilla de mayor adsorcién
de los experimentos anteriores, se coloca en un agitador innova 43 en agitacion a 120
rom durante 1, 3, 6, 15y 24 h, respectivamente. Después de alcanzar el equilibrio las

muestras se filtran usando una membrana de 0.45 pm y se determinara la
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concentracion total de Cr en solucibn mediante espectrofotometria de absorcion

atomica con llama de aire/acetileno (AAS-F).
6.3.7. Efecto de la concentracién inicial de cromo

Se mezclan soluciones de 5,10,15,20,30 mg Cré* L1 al pH y la masa de arcilla de mayor
adsorcidon de los experimentos anteriores, se coloca en un agitador innova 43 en
agitacion a 120 rpm durante el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio de acuerdo
al experimento anterior. Después de alcanzar el equilibrio las muestras se filtran
usando una membrana de 0.45 um y se determinaréa la concentracién total de Cr en
solucibn mediante espectrofotometria de absorcion atémica con llama de
aire/acetileno (AAS-F).

6.3.8. Isoterma de adsorcion

La isoterma Langmuir representa la adsorcibn monocapa y el modelo Freundlich

representa la adsorcién multicapa.

La isoterma de Langmuir viene dada por la ecuacion

AmaxbCt (8)

qe = 1+bCt

Donde:
Ct = la concentracion de equilibrio
b = la constante en relaciéon con la afinidad de los sitios de unién

gmax = la cantidad méxima de iones metélicos por unidad de peso de adsorbente para

formar una monocapa completa en la superficie

La ecuacion de Langmuir se puede representar en otra forma como se indica a

continuacion.

Ct Ct 1

=y ©)

q Amax bamax

La isoterma de Freundlich viene dada por la ecuacion
q=Kc"" (10)
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En esta isoterma, los sitios de unién se consideran diferentes. K esta relacionado con
la capacidad de adsorcion y n se refiere a la intensidad de adsorcion. Tomando

logaritmo en ambos lados (Padmavathy et al., 2016).

logqg =logK + % logC; (11)

6.4. Ensayos bioldgicos

6.4.1. Microorganismo empleado

Agrobacterium tumefaciens fue aislada de nddulos de Phaseolus vulgaris y fue
solicitada a la Coleccién Nacional de Cepas Microbianas y Cultivos Celulares bajo el
acrénimo CDBB 500.

6.4.2. Manejo y mantenimiento de la cepa

Como quimioorganotrofos aerobios, la mayoria de las cepas de Agrobacterium
creceran en una amplia gama de medios complejos y definidos.

En general, el pH de los medios para el crecimiento de dicha bacteria debe ser entre
pH 6.8-7.2. La temperatura de crecimiento ideal para Agrobacterium es de 25-30 ° C.
Una curva de crecimiento (D.O. 600 vs tiempo) es util para predecir el tiempo que le
toma a una cepa especifica alcanzar la fase estacionaria en cualquier medio particular
(Wang, 2006).

6.4.3. Curva de calibracion

Se realiza un cultivo en medio liquido manitol a 120 rpm con una determinada
concentracion celular, se mide la absorbancia a una longitud de onda de 600 nm
utiizando espectrofotbmetro modelo UV-1800 de la marca SHIMADZU,
posteriormente se realiza diluciones decimales seriadas y se siembra 10 ul de cada
dilucion sobre placas de petri con agar manitol, por el método de Miles y Misra para
conteo de unidades formadoras de colonias. Se deja incubar a 28°C en forma invertida.
Luego del periodo de crecimiento, se examina las placas y se contaron colonias para

realizar un adecuado analisis estadistico. La Figura muestra la curva de calibracion
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realizada que relaciona la absorbancia con las unidades formadoras de colonias por
ml (UFC ml -1).

6.4.4. Medio Ligquido Manitol

Tabla 3. Composicion del medio liquido manitol

Compuesto gL?
Extracto de levadura 5.0
Peptona 3.0
Manitol 25.0

6.4.5. Medio So6lido Manitol

Tabla 4. Composicion del medio sélido manitol

Compuesto gLt
Extracto de levadura 5.0
Peptona 3.0
Manitol 25.0
Agar 20.0

Cabe mencionar que en los experimentos realizados a la fecha se ha utilizado bacto

peptona.

6.4.6. Medios suplementados

Se utiliza cromato de potasio (K2CrOa4) de la marca Baker, con una pureza = 100%,
para la preparacion de una solucién patrén de 1000 mg Lt de Cré* disolviendo 0.3735

g de K2CrO4 en 100 ml de agua desionizada estéril.

Los medios de cultivo se preparan de la misma forma que los medios de cultivo no
suplementados se esterilizan por 15 min a 120 ° C a 20 kg cm, posteriormente se

suplementa con un determinado volumen de la solucion patron dependiendo la
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concentracion final de iones de Crf* a evaluar, la adicion del estandar se realiza en la

campana de flujo laminar para evitar cualquier contaminacion.

6.4.7. Método de la gota o de Miles y Misra

Se coloca un numero determinado de gotas (10 ul) de la muestra diluida sobre placas
de agar seco, después de que las gotas son totalmente absorbidas por el agar, se
invierten las placas y se incuban. Después de la incubacion se seleccionan las placas
que tengan colonias aisladas en el area en que se colocaron las gotas, de preferencia,
aguellas que contengan menos de 40 colonias por gota (el ideal es de 10 a 20)
(Camargo et al., 2003).

6.4.8. Preparacién del inéculo

Se cultiva colonias aisladas de A. tumefaciens en caldo manitol estéril durante 12 horas
para cada serie de muestras. Se diluye el cultivo con la solucién tampoén estéril hasta
que la soluciébn tenga una absorbancia de 0.100 £ 0.01 a 600 nm, medida

espectrofotométricamente. Esto tiene una concentracion de 1.5 - 3.0 x 108 UFC ml 1.
6.4.9. Cinéticas de crecimiento A. tumefaciens

El caldo de cultivo se suplementa con un determinado volumen de la solucién patrén
de 1000 mg L de Crb* para evaluar los niveles de resistencia de A. tumefaciens al
Crb* y calcular la concentracion de inhibicion media (ICso).

Se toman muestras cada 3 horas durante 12 horas, y una muestra a las 24 horas. Los
experimentos se realizaron por duplicado. El seguimiento del crecimiento bacteriano
se realiza por la medicién de la absorbancia a 600 n.m. utilizando el espectrofotdmetro
anteriormente mencionado, y se toman muestras para realizar diluciones decimales y
sembrar por el método de Miles y Misra para conteo de unidades formadoras de

colonias.

6.4.10. Evaluacion de la reduccion biolégica

Dado que el manitol se ha reportado como agente antioxidante (Andre, 2017; Roldan,
2000), se prepararon medios de cultivo estériles con una concentracion de 2.5, 5y 10
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mg L. Cada 3 horas se sacrifica muestras por duplicado, para medir el potencial de
oxido reduccion y la concentracién de Cré* del caldo de cultivo de los matraces, para
determinar la reduccién de Cr8* por el medio de cultivo y posteriormente comparar las
eficiencias de reduccion de la cepa de A. tumefacciones contra el medio de cultivo sin

inocular.
6.4.11. Medicion de potencial de 6xido-reduccion

Dado que las especies de Cré* son agentes oxidantes fuertes, se piensa que parte de
la reduccion de cromato podria ser el resultado de una reaccién quimica redox entre

la materia organica de la célula bacteriana y el cromato (Llovera et al., 1993).

Con el fin de correlacionar el poder reductor y la reduccién del Cré* (Llovera et al.,
1993), el poder reductor se estima midiendo el potencial de 6xido-reduccion del caldo
de cultivo de en cada punto de la cinética de crecimiento utilizando un multiparametro
HANNA HI 9828 con un electrodo Ag/AgCI con electrolito de KCI 3.5 M.

6.4.12. ICso0

La concentracion de inhibicion media (ICso) es la concentracion de un compuesto
necesaria para reducir in vitro el crecimiento poblacional o la actividad metabdlica de

organismos en un 50 por ciento.

o Actividad maxima especifica a la concentracién evaluada
Inhibicién (%) = 100 — [100 * (

Actividad maxima especifica del control bidtico

Las concentraciones de cromo que causan el 20, 50 y 80% de reduccion en la actividad
metabdlica (en comparacion al control bidtico) se refieren al 1C20, ICso e [Cso,
respectivamente. Estos valores se calculan por interpolacién del porcentaje de
inhibicion observada en funcion de la concentracién de la sustancia inhibidora (Ochoa
et al., 2009).

6.5. Métodos analiticos

En este apartado se describen los medios de cultivo, métodos analiticos y

procedimientos empleados para realizar las determinaciones analiticas.
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6.5.1. Limpieza del material

Todo el material de vidrio antes y después de su uso es lavado con extran al 5% y
enjuagado con agua destilada, después el material se escurre y se seca antes de
sumergirse en una tina con una solucién de HNOsz al 10% durante 12 horas.

Posteriormente el material es enjuagado con agua desionizada y secado en un horno
a 105 © C (con excepcién de material volumétrico). Esto con la finalidad de asegurar la
quelacion de los metales adsorbidos al material y la eliminacion de la materia organica,

para evitar interferencias.

6.5.2. Determinacién de cromo total en agua por espectrofotometria de

absorciéon atébmica

La concentracion de cromo total en solucién se mide mediante espectrofotometria de
absorcion atomica con llama de aire/acetileno (AAS-F), utilizando un equipo de la
marca GBC, modelo AVANTA. El equipo de AAS-F se calibra utilizando sus
respectivos estdndares de trabajo en el rango de linealidad preparado a partir del

estandar de Cr de 1000 mg L. La siguiente tabla se recuperé del manual del equipo.

Tabla 5. Especificaciones y condiciones de trabajo para medir cromo total.

Longitud de onda Ancho de Rango de trabajo Sensibilidad
nm. hendidura optimo mg L
nm. mg L*
357.9 0.2 2-15 0.05
359.3 0.2 4-20 0.09
360.5 0.2 5-30 0.10
425.4 0.2 7-40 0.17
428.9 0.2 15-60 0.35

6.5.3. Solucién patrén de cromo hexavalente

Se seca cromato de potasio (K2CrO4) de la marca Baker Analyzed, con una pureza =

100%, en una estufa a 105 ° C durante 2 h. Se deja enfriar en desecador. Se prepara
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una solucién patrén de 1000 mg L de Cré* disolviendo 0.3735 g de K2CrOs en agua
desionizada. La solucion patron se almacena a 4 °C para minimizar la degradacion.
Esta solucion se puede almacenar hasta seis meses en frasco &mbar (Onchoke et al.,
2016) (NMX-AA-044-SCFI-2014). A partir de la solucion 1000 mg L se toma un
volumen determinada que posteriormente se diluye para preparar las soluciones
patrén de 100 y 10 mg Lt de Cré*.

6.5.4. Determinacién de Cr® en medio de cultivo por el método de complejacion

con 1,5 difenilcarbazida

La reaccion del cromo Cr8* con la difenilcarbazida es una reaccién redox en la cual el
Crb* se reduce a Cr3* y el reactivo se oxida a difenilcarbazona, es éste compuesto el
que forma el complejo de color rojo-violeta. Si al Cr®* acuoso se le afiade el reactivo
difenilcarbazona no se origina ninguna coloracién, debido a que no ocurre la reaccién
(Romero et al., 2006).

6.5.5. Solucion de 1,5 difenilcarbazida (0.5% p/v)

Esta solucion se prepara al momento de su uso, por lo cual se toma en cuenta el
volumen necesario. Se pesa 0.05 g 1,5 difenilcarbazida y se disuelve en 10 ml de

acetona (Gunasundari, 2013).

Esta solucién se almacena en frascos de color ambar a 4 °C hasta su uso con la
finalidad de impedir la formacion de productos secundarios con la accion de la luz
(NMX-AA-044-SCFI-2014, Doria et al., 2013)

Esta solucion posee un color transparente al momento de prepararla, después toma

un color amarillo claro.

6.5.6. Curva de calibracion

Empleando la soluciébn madre de 1000 mg L de Cr® se prepara las soluciones
patrones 5 ml en el intervalo de concentracién de 0.5 a 10 mg L. Se transfiere 1 ml
de las soluciones patron a matraces aforados. A cada uno se adiciona 135 pl de H2SO4
3 My 265 ul de una solucion de 1,5 difenilcarbazida (DPC) al 0.5% (p / v)). El volumen
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de la muestra se afora a 10 ml, posteriormente, se agita y se dejar reposar de 5 a 10
min para desarrollo completo del color rojo-violeta, transcurrido este tiempo, se lee
inmediatamente. Antes de leer la absorbancia de los estandares, se ajusta el
espectrofotometro con el blanco a cero de absorbancia. Se mide la absorbancia de los
estandares a una longitud de onda de 540 nm en una celda de cuarzo de 1 cm. Se
registra las lecturas de las absorbancias, posteriormente se grafica la absorbancia en

funcién de la concentracion de las soluciones de Cré*.

Figura 6. Curva de calibracion con el método de 1,5 difenilcarbazida.

6.5.7. Preparacion de las muestras

Para determinar la concentracion residual de Cr®*, los medios de cultivo después de la
cosecha se centrifugan a 10,000 rpm durante 10 min y se reserva los sobrenadantes
para analizar mediante espectrofotometria de absorcion UV-vis por complejacién con
1,5 difenilcarbazida (DPC).
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Para el caso de la determinacion de la concentracién de cromo total en los medios de
cultivo, es necesario filtrar las muestras con membranas de 0.45 ym, para evitar
obstrucciones en el capilar del equipo y ajustar el pH de la solucion filtrada a < 3 +
0.1, debido a las propiedades fisicoquimicas del Cr3* que tiende a precipitarse en

condiciones neutras a basicas, lo que podria con llevar a un sesgo en la medicion.

6.5.8. Determinacion de Cr8" de muestras de caldo de cultivo

Se determina la concentracion de Cré* presente en la muestra directamente de la curva

de calibracion preparada a partir de la solucién patron K2Cr207.

Después de la centrifugacion de los medios de cultivo cosechados, se transfiere 1 ml
del sobrenadante a matraces aforados. A cada una se adiciona 135 ul de H2SO4 3 M
y 265 pl de DPC al 0.5% (p / v)). El volumen de la muestra se afora a 10 ml, se agita y
se dejar reposar de 5 a 10 min para desarrollo completo del color rojo-violeta,
transcurrido este tiempo, se lee inmediatamente. Antes de leer la absorbancia de las

muestras, se ajusta el espectrofotometro con el blanco a cero de absorbancia.

6.5.9. Determinacion de Cr total en medios de cultivo

La concentraciobn de cromo total en los medios de cultivo se mide mediante
espectrofotometria de absorcion atdmica con llama de aire/acetileno (AAS-F). Las

muestras previamente deben estar filtradas y acidificadas, a un pH < 3 + 0.1.
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Figura 7. Determinacion de cromo total en medios de cultivo con equipo de absorcion

atobmica GBC, Avanta.

6.5.10. Determinacion de Cr3*

La concentracién de Cr3 en solucion se determinar por la diferencia entre la
concentracion total y la concentracion de Cré*(Di Natale, Erto, Lancia, & Musmarra,
2015).
A partir de la concentracion total de cromo y de Cré* se calcula la concentraciéon de
Cr3*,
Usando las ecuaciones (Onchoke & Sasu, 2016):

[Cr(total)] — [Cré*] = [Cr3*]

[Cr(total)] - [Cr6+]

x 100%
[Cr(total)]

6.6. Digestion de biomasa

Las muestras que contienen particulas o material organico generalmente requieren
pretratamiento antes del analisis espectroscopico. El analisis de “metales totales”
incluye todos los metales, inorganicos y organicos, tanto disueltos como particulados.
Para reducir la interferencia de materia organica y convertir metales asociados con
particulas a una forma del metal libre que puede determinarse mediante

espectrometria de absorcion atémica, se utiliza una de las técnicas de digestion.

Para determinar la concentracion de cromo total adsorbido en biomasa, los medios de
cultivo después de la cosecha se centrifugan a 10,000 rpm durante 10 min, el
sobrenadante se reserva para la determinacion de cromo total y Cré*, por otro lado, se
realiza dos lavados de las células con solucién salina fisiolégica y un tercer lavado con

agua desionizada.
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Figura 8. Lavado de células a) boton de las células b) adicion de solucion salina c)

resuspension de las células.

Las células se dejan secar durante 12 horas a 60 ° C en tubos a peso constante para
determinar el peso seco de las muestras. Se requiere una muestra representativa de
hasta 0.5 g que se suspende en 10 ml de HNOs concentrado, se agrega agua
desionizada hasta alcanzar un volumen de 50 ml, seguido de homogenizacion de la
solucién, se dejar reposar durante 15 min.

Las muestras se colocan en recipientes de teflon, los recipientes se sellan y se colocan

en el carrusel que se ensambla en la plataforma giratoria.

Figura 9. Digestién de muestras a) tubos de teflon b) carrusel con muestras
c) sistema de reaccion acelerado por microondas, modelo MARSXxpress.
Se programa el sistema de reaccion acelerado por microondas, modelo MARSXxpress

para calentar las muestras a 200 + 4 ° C en 10 minutos. Se enciende el sistema de
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microondas asegurandose de que la mesa giratoria esté girando y que el ventilador de
extraccion esté encendido. Al finalizar el programa de microondas, se deja que los
recipientes se enfrien durante al menos 5 minutos en la unidad antes de retirarlos.
Después de enfriar, se transfiere a frascos limpiadas con &cido. Si el peso neto de la
muestra mas el acido disminuyé en mas del 10%, la muestra se desecha. En dado
caso que la muestra digerida contenga patrticulas, se filtra, centrifuga o se deposita
durante la noche y se decanta, posteriormente a esto la muestra estd lista para la
determinacion de cromo total por espectroscopia de absorcién atomica.

6.7. Analisis estadistico

La correlacién entre las variables, concentracion de Cré* potencial de 6xido-reduccion,
pH y oxigeno disuelto, fue procesada mediante el paquete estadistico SAS Version
9.1. Los datos de crecimiento bacteriano fue reportado en log (UFC ml?t) y la
concentracion de Crb* fueron procesados en el programa mediante un analisis Probit
para determinar el ICso con un nivel de confianza del 95%. Todos los experimentos

fueron realizados por triplicado.
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7. Resultados

7.1. Caracterizacién de arcilla roja

7.1.1. Microscopia electrénica de barrido

La figura 10 se observa la micrografia de la arcilla roja por microscopia electronica de
barrido. La micrografia fue realizada con una amplificacion de 750X, la imagen a1 es

un magnificado de la imagen a, con una amplificacion de 1,500X.

Se realizé este andlisis solamente a las arcillas a las que se le aplico el tratamiento

térmico y antes de su empleo en la adsorciéon de iones de Crb*,

Mediante las micrografias es posible analizar la morfologia superficial del material
adsorbente. Al analizar las micrografias con el programa tpsDig para medir el tamafio
de las particulas, fue posible confirmar que el material esta formando por particulas de
tamafio micrométrico. Estas particulas a su vez estan se conglomeran en particulas

de mayor tamafio. El material tiene un rango de tamafio de particula de 5-70 um, lo

f‘s EY- T 3
- i g 4 ¢

Figura 10. Micrografia de la arcilla roja calcinada con una ampliacié

i

n de 750X antes
de emplearse para adsorcion de iones de Cré*.Imagen a1, es magnificado de imagen

a.

En la figura 11 se muestra el mapeo de la arcilla roja donde se observa la presencia
de Si, Al, Ca, Mg, Fe, K, Tiy Na.
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Figura 11. Mapeo de la arcilla roja calcinada.

El carbono presente en la muestra no se tomd en cuenta dado que se coloca como
recubrimiento de la muestra para realizar el analisis. La mayoria de las muestras de
materiales no conductores estan recubiertas con una fina capa de material conductor,
comunmente carbono, oro u otro metal o aleacion. El carbono es mas deseable para
el analisis elemental, mientras que los revestimientos metalicos son mas efectivos para

aplicaciones de imagenes electrénicas de alta resolucion.

Se recubre la muestra con una capa delgada entre 5-50 nm, no lo suficientemente

gruesa para enmascarar la morfologia de la superficie, pero lo suficiente para
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proporcionar un recubrimiento conductor para disipar los artefactos de carga, cualquier

acumulacion de calor resultante y minimizar el dafio del haz.

Debido a que cada elemento tiene una estructura atdmica Gnica que permite un
conjunto Unico de picos en su espectro de emision electromagnética, es posible

determinar la composicion elemental de una muestra irradiandola con rayos X.

En la figura 12 se muestra los resultados del andlisis elemental puntual de EDS, él cual
se realiz0 en diferentes puntos de la superficie con el fin de minimizar cualquier
anomalia posible que surja de la naturaleza heterogénea de la superficie analizada.
Los valores de EDS dados representan un promedio de cuarenta y tres puntos de

datos obtenidos de ubicaciones aleatorias en la superficie del mineral.

Los resultados del andlisis quimico elemental semicuantitativo producido por la técnica
EDS muestran que el contenido elemental promedio de la arcilla fue 56.4% O, 22.85%
Si, 8.04% Al, 6.4% Fe, 2.74% Ca, 0.97% Ti junto con cantidades menores de Mg, Na,
P, Cl, K,VyMn.

B Spectrum 1580

KEW

Figura 12. Espectro EDS para la arcilla roja que muestra picos de elementos.
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7.1.1. Difraccion de rayos X

En la figura 13 se muestra la difraccion de rayos X de la arcilla roja antes y después
del tratamiento térmico, posteriormente se realiz6 la identificacion de las fases
presentes en las arcillas rojas. Una fase cristalina siempre produce un patron de
difraccidn caracteristico, ya sea que se encuentre en estado puro o como constituyente
de una mezcla. Este hecho es la base para el uso de la difraccion como método de
andlisis quimico. El analisis cualitativo se realiza mediante la identificacion del patron
de las fases presentes en la muestra. Para la identificacion cualitativa se usa la Powder
Diffraction File (PDF), esta base de datos contiene informacién cristalografica y

bibliografica para las fases cristalinas de diversos materiales.

Se utilizé el programa PCPDFWIN para gestionar la base de datos Powder Diffraction
File (PDF). En la tabla 6 se resume los compuestos correspondientes a los picos de
mayor intensidad y el PDF que corresponde a la fase cristalina identificada, en
ANEXOS se encuentran la ficha completa de cada fase donde se encuentra los
diagramas de difraccion. La mayoria de estos compuestos se han determinado en
otros soportes como son la grava (Arguelles, 2016) y de manera aislada se ha
reportado su capacidad de adsorcion de metales, efectuados por diversos tipos de
interacciones. En algunos otros casos su especiacion debido a reacciones redox, que

favorecen el cambio en estado de oxidacion.

—— Tratamiento térmico
] — Sin tratamiento térmico

)
_‘«.‘L it [ W A !
Wawmew‘ %Mm%mwﬁhmwaijMMMWWMMWWMM

Intensidad
1

20 30 40 50 60 70 80
20

Figura 13. Difraccion de rayos X de la arcilla roja con y sin tratamiento térmico a 800
° C por 24 horas.
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Tabla 6. Compuestos correspondientes a los picos de mayor intensidad.

Arcilla sin tratamiento térmico

Arcilla con tratamiento térmico

Compuesto PDF Compuesto PDF

Fe203 (Hematita) PDF  00-024- Fe203 (Hematita) PDF 00-024-0072
0072

SiO2 (Oxido de PDF  00-029- SiO2(Oxido de silicio) PDF 00-029-0085

silicio) 0085

Al20s (Oxido de PDF 01-078- A0z (Oxido de PDF 01-078-5519

aluminio) 5519 aluminio)

TiO2 (Rutilo) PDF  01-072- TiO2 (Rutilo) PDF 01-072-7374
7374

Ca(COs3) (Calcita) PDF  00-083- Ca (Calcio) PDF 00-001-0737
1762

CaO2 (Peroxido de PDF  00-003- CaO:2 (Peroxido de PDF 00-003-0865

Calcio) 0865 Calcio)

En la figura 14 y 15 se realiz6 la identificacion de las fases cristalinas de la arcilla roja

antes y después del tratamiento térmico. Las fases son en su mayoria las mismas con

excepcion de la presencia de calcita (Ca(COs3)) antes del tratamiento térmico, posterior

a este, se encuentra calcio y perdxido de calcio. Probablemente en la calcinacion a

800 ° C el carbonato de calcio se calienta hasta que se descompone térmicamente

para formar 6xidos de calcio y didxido de carbono.
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Identificacion de las fases cristalinas en la arcilla antes del tratamiento
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Identificacion de las fases cristalinas en la arcilla después del tratamiento
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7.1.2. Analisis de B.E.T.

La figura 16 y 17 representan las isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno de
las arcillas rojas. Las isotermas de las dos muestras, es decir, la arcilla antes y después
del tratamiento térmico, correspondian al modelo de isoterma tipo IV de la clasificacion
IUPAC, que es tipico para materiales mesoporos, donde ocurre un mecanismo de
llenado en multicapas. Los bucles de histéresis de estas isotermas parecen ser de tipo
H3 (clasificacion IUPAC), que no presenta ninguna adsorcion limitante a alta presion

relativa, se observa con agregados de particulas similares a placas.

Las isotermas de fisisorcion de nitrégeno se analizaron mediante el método de Barrett-
Joyner-Halenda (BJH) para determinar el area especifica (B.E.T), volumen especifico
de poro (BJH), tamafio de poro promedio (BJH) y distribucion de tamafio de poro (BJH
y DFT). La presencia de diferentes distribuciones y diametros de tamafio de
mesoporos se verificaron mediante analisis BJH. En las figuras 18 y 19 se presenta la
distribucion de tamafio de poro de la arcilla antes y después de tratamiento térmico.

Los pardmetros estructurales de la estructura de poro, que incluyen &reas superficiales
especificas, volumen poroso y diametro medio de poro, se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7. Resultados de analisis de Brunauer, Emmett y Teller (B.E.T.): area superficial,

diametro promedio de poro y volumen de poro de la arcilla roja

Adsorbente Area Didmetro promedio de Volumen de poros
superficial poros de adsorcion (cmig?)
especifica (nm)

(m>g )
Arcilla roja sin  52.5748 4.26 -127 0.137370
tratamiento
térmico
Arcilla roja con 42.1389 4 -250.8 0.155089 -0.162165

tratamiento

térmico
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Figura 16. Cantidad adsorbida de N2 en cm?g ! (ordenada) en funcién de la presion

relativa (abscisa) de la arcilla sin calcinar.
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Figura 17. Cantidad adsorbida de N2 en cm? g ! (ordenada) en funcién de la presién

relativa (abscisa) de la arcilla calcinada.
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Figura 18. Distribucion de tamafio de poro en arcilla sin calcinar.
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Figura 19. Distribucion de tamafio de poro en arcilla calcinada.
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El tratamiento térmico que consistié en la calcinacion de la arcilla a una temperatura

de 800 ° C disminuy¢ el area de superficie BET especifica y aumento la variedad de

volumen de poros.
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7.1.3. Punto de Carga Cero
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Figura 20. Potencial zeta de la arcilla en funcion del pH.

El punto carga cero de las arcillas rojas resulté ser 1.14, es decir que a este pH la
carga neta del material es 0, por lo que si el material se coloca en una solucién acuosa
con un pH > 1.14 el material se cargara negativamente. Dado que el contaminante

objetivo son iones con carga negativa, habra repulsion por cargas.

Arguelles, 2016 realiz6 micrografias y difraccion de rayos X al soporte utilizado, para
comparar la arcilla roja del presente trabajo se complemento la caracterizacion de la

granzon con la determinacion del punto carga cero.
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pH

Figura 21. Potencial zeta del granzén en funcion del pH.

La determinacion del PCC del material no fue posible porque se obtuvieron valores
negativos de potencial zeta dentro del rango de pH en el que se realizaron las
mediciones (1 < pH < 10). Este tipo de comportamiento se ha reportado antes en otros
materiales (Kaya & Yukselen, 2005).

7.2. Estudio del efecto de: pH, masa de adsorbente, tiempo de agitaciéon y

concentracion inicial de los iones Cr®* en la adsorcién de las arcillas rojas

7.2.1. El efecto del pH en la adsorcidn

El pH de mayor adsorcién fue el 3.0 y todos los demas experimentos se realizaron a
este pH. A medida que el pH se incrementé de 3 a 7, el porcentaje de remocion
disminuye como se muestra en la grafica. A medida que aumenta el pH, la superficie
de la arcilla probablemente se carga negativamente, esto provoca una mayor repulsion
entre el Crb* y el material adsorbente. Por lo tanto, el porcentaje de remocién disminuye
con el aumento del pH. También se muestra graficamente el cambio en la capacidad

de absorcién del Cré* con pH.
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Figura 22. Efecto del pH en el porcentaje de remocion y en la capacidad de

adsorcion.

7.2.2. Efecto de la concentracion de la arcilla en la adsorcién

A medida que la dosificacién del adsorbente aumenta, el porcentaje de remocion
aumenta primero, alcanza el maximo. A medida que la dosificacién del adsorbente
aumenta la capacidad de absorcion de disminuye como se muestra en la figura. A una
concentracion de adsorbente mas baja, el numero de sitios activos es mayor. Con el
aumento de la dosificacion adsorbente, tiene lugar la agregacion de particulas, como

resultado el porcentaje de remocioén y la capacidad de absorcién de Cré* disminuyen.
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Figura 23. Efecto de la concentracion de las arcillas en el porcentaje de remocion y en

la capacidad de adsorcion.

7.2.3. Efecto del tiempo en la adsorcién

A medida que el tiempo de adsorcion cambia de 30 a 360 minutos, primero el
porcentaje de remocién aument6 al 24.8% a los 180 min, mantuvo un comportamiento
constante a partir de los 240 min. A medida que avanza el tiempo, la cobertura
superficial del adsorbente es alta y ademas no tiene lugar adsorcion. La figura 24

muestra el efecto del tiempo en la capacidad de adsorcion.
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Figura 24. Efecto del tiempo en el porcentaje de remocién y en la capacidad de

adsorcion.

7.2.4. Efecto de la concentracion inicial de Cr6*

En la figura se muestra los resultados experimentales variando la concentracion inicial
de Cr%* en el rango de 0.5 a 20 mg L™*. El pH, la dosificacién del adsorbente, el tiempo
y la temperatura se mantuvo constante. Se emple6 una dosis de adsorbente de 15 g
Lt durante 180 minapH 3.0a25°C.

Se observa que la concentracion inicial afecta tanto al porcentaje de remociéon como a
la capacidad de adsorcién del adsorbente. El primero disminuye con el aumento en la

concentracion inicial y el segundo aumenta.

Con respecto al porcentaje de remocion, el hecho de que la concentracion inicial de

Cré*y el porcentaje de remocidn sean inversamente proporcionales puede explicarse
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considerando que la cantidad de iones Cré* en la solucién es menor a concentraciones
bajas y los sitios activos disponibles en la superficie del adsorbente los remueven con

mayor eficacia.

A medida que aumenta la concentracion inicial de iones Cr®*, la disponibilidad de los
sitios activos se reduce y aun después de haber alcanzado el equilibrio quedan iones
en la disolucién. Con respecto al segundo, la masa de Cr®* adsorbido aumenta de la

misma manera que lo hace la concentracion inicial, mostrando una relacion directa.

Esto debido a que se emplea una masa de arcilla constante en todo el experimento,
llevando al material hasta la saturacién por lo que la capacidad de adsorcién aumenta.
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Figura 25. Efecto de la concentracién inicial en el porcentaje de remocion y en la

capacidad de adsorcion.
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7.2.5. Isoterma de adsorcidn

Con los datos obtenidos experimentalmente, se procede a realizar las isotermas de
adsorcion de Langmuir y de Freundlich para la arcilla roja Una vez ajustados los datos
experimentales obtenidos en equilibrio, a las isotermas de Langmuir y Freundlich, se
obtuvieron las constantes de adsorcion, en la tabla se aprecia las ecuaciones de las

isotermas para cada adsorbente en estudio.

7.2.5.1. Isoterma de Langmuir
70
60 y=39.236x +6.9504 . ®
50 rRz=097112 .
04 [ e
3 e
=3 e
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20 | LT
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[ J
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0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
1/Ce

Figura 26. Isoterma linealizada de Langmuir para Cr®* en arcilla roja, formato Excel.

Figura 27. Isoterma linealizada de Langmuir para Cré* en arcilla roja, ajuste con

Polymath.
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Tabla 8. Constantes de las isotermas de adsorcién de Langmuir

Parametro Valor
Qm 4.7087
Ki 0.0029

Tabla 9. Ecuacion obtenida para Langmuir

Ecuacion _0.0114C,
e =11 00029¢C,

Coeficiente de correlacion 0.9644

7.2.5.1. Isoterma de Freundlich
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Figura 28. Isoterma linealizada de Freundlich para Cré* en arcilla roja, formato Excel.
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Figura 29. Isoterma linealizada de Freundlich para Cr® en arcilla roja, formato

Polymath.

Tabla 10. Constantes de las isotermas de adsorcion de Freundlich.

Parametro Valor
Ks 0.0144
N 1.0340

Tabla 11. Ecuacion obtenida para Freundlich.

Ecuacioén G = 0.0149C /10340

e

Coeficiente de correlacion 0.9658

La adsorcion se ve favorecida al utilizar los pellets de arcilla, sin embargo, no se realizé
una caracterizacion de los mismos, que pudiera dilucidar la razén por lo cual existe
una mayor adsorcion. En teoria el quitosano se volatiliza en la calcinacion, pero podria

cambiar la porosidad del material.
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Figura 30. Efecto de la concentracién de Cré* en la adsorcién utilizando pellets de

arcilla roja.

7.3. Comparacién entre granzén y arcillaroja

En el grupo de trabajo anteriormente se trabajé con granzén para adsorcion de Cr®*, a

modo comparativo se resumen las caracteristicas del material.

Granzon Arcilla roja calcinada
(91 pm)
Composicion  FeO, Al20s, SiO2, Ca0, K20 y Fe203, SiO2, Al203, TiO2, Ca y
Na20 CaO2
Porosidad 5 mm (aproximada) 4 - 250.8 nm
PCC 1.14 >12

En la figura 31 se muestra el porcentaje de remocion y la capacidad de adsorcion de
los diferentes soportes probados, los cuales fueron la arcilla roja calcinada tamizada a

91 um, los pellets de la arcilla roja y el granzon.

Para estos experimentos se mezclé una solucién 10 mg Cré* Lta pH 3y se colocé en

agitaciéon a 120 rpm durante 3 h. Después de alcanzar el equilibrio las muestras se
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filtraron y se determind la concentracion total de Cr en solucibn mediante

espectrofotometria de absorcion atdmica.

0.20

- 0.15

% de Remocién de Cr
Capacidad de adsorcién (mg g™)

Arcilla roja tamizada "Pellet" de arcilla roja Granzon

Material

N % de Remocion [l Capacidad de adsorcion

Figura 31. Comparacion del porcentaje de remocion y la capacidad de adsorcién entre

la arcilla tamizada a 91 um, los “pellets” de arcilla roja y el granzén.

Arguelles, 2016 reportd porcentajes de hasta 90-100% de adsorcién de Cré* a un pH
7 utilizando granzén como soporte en un filtro percolador empleando una dosis de
adsorbente de 2,278 g L, pero al comparar la adsorcion en los diferentes soportes en
las condiciones anteriormente mencionadas, los “pellets” de arcilla roja son los que
alcanzan el mayor porcentaje de remocién y poseen la mayor capacidad de adsorcion.
Esto podria explicarse debido al punto carga cero del granzén, el material posee un
potencial zeta negativo a pH < 11, existe una repulsion por cargas con los iones del
Cré*, ademas que posee un volumen de poro tiene un tamafno “aparente” de 5 mm,

determinado por microscopia electronica de barrido, mientras que el volumen de poro
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de la arcilla esta en el orden de 4- 250 nm. La arcilla al poseer poros mas pequefos,

lo convierte en mejor adsorbente en comparacion con la granzon.
7.4. Ensayos bioldgicos

7.4.1. ICso

Las concentraciones de cromo que causan el 20, 50 y 80% de reduccion en la actividad
metabdlica (en comparacion al control biotico) se refieren al 1C20, 1Cso e [Cso,

respectivamente.

La actividad metabdlica que se tom6 como referencia para calcular la concentracién

de inhibicién media fue el log (UFC).

Se utilizé el programa SAS para calcular el 1C20, ICso € ICs0 en todos tiempos de
muestreo, estos valores cambiaron dependiendo el tiempo de exposicion, al aumentar
el tiempo de contacto la dosis necesaria para disminuir el 50% fue disminuyendo. En

la tabla 12 se resume los resultados.

Tabla 12.Concentracion de Cré* en mg L™ que causan el 20, 50 y 80% de reduccion

de la poblacion bacteriana en log(UFC).

Tiempo (h) I1C20 ICso ICso

3 12.93766 55.07184 234.42476

10.08282 56.90292 793.48159

9 4.91035 29.18928 173.51376
12 6.46539 18.17486 51.09135

7.4.2. Evaluacion de lareduccion de Cr8* en medios estériles.

En la figura 32 se presenta la concentracion de Cr* en medios de cultivo estériles, al
no existir crecimiento alguno, se descarta la posibilidad de la disminucion de la
concentracion de cromo total por adsorcion a biomasa y se tiene la hipotesis de que

algun componente del medio de cultivo o todos en conjunto son capaces de reducir
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Cré*a Cr3*, Se midi6 la concentracién de Cr®* cada 3 horas y al cabo de 12 horas en
los medios con una concentracién de 10 a 2.5 mg de Cr®* L1, se redujo solo el 0.125
al 0.20%.

1004 =

Concentracion de Cr®*
(mg LY
o .
o

0.0 T T T ~ T T * T ~ T "+ 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24

Tiempo
(h)

—=—25mgL'—e-5mgL'—4—10mgL"
Figura 32. Concentracién de Cr8* contra tiempo, en medios de cultivo estériles.

Como se menciona en materiales y métodos el medio de cultivo para A. tumefaciens
se compone por, manitol es la fuente de carbono para A. tumefaciens, en una
concentracion de 25 g L, extracto de levadura en una concentracion de 5 g Lty

peptona en una concentraciéon de 3 g L.

El manitol es el que se encuentra en mayor concentracion y se le podria atribuir en
parte a la reduccion de Crf*, Roldan en el 2000, reportd el posible mecanismo de
reduccion de Cré* por aldosas (glucitol y manitol). La reaccion requiere la presencia de

protones y, a baja acidez, la tasa redox es insignificante. El mismo mecanismo se
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encuentra para la oxidacion de los dos alditoles, y las constantes de velocidad son muy
similares, lo que significa que la configuracion en C(2) afecta solo ligeramente la

velocidad redox.

La reaccién implica una ruta de reducciéon Cré* ->Cr®*->Cr3, siendo la etapa Cré*
->Cr® la que determina la velocidad. Aunque la reduccién es posible, A pH> 1, las
reacciones redox intramoleculares son muy lentas y los complejos intermediarios (Cr°*)

permanecen en solucién durante varios dias 0 semanas.

La peptona posee grupos sulfuro capaces de reducir el cromo.
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Figura 33. pH contra tiempo, en medios de cultivo estériles.

El pH del medio de cultivo estéril tiende a disminuir, podria deber a la transferencia de
electrones, y si y solo si existe la reduccién de Cré* por el manitol esto se podria

explicar con el mecanismo propuesto por Roldan en el 2000, que propone que los

64



alditoles son oxidados selectivamente por Cré* en el grupo OH primario para producir

el acido aldénico como el Unico producto de oxidacion, lo que explica la acidificacion

del medio.
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Figura 34.0xigeno disuelto contra tiempo, en medios de cultivo estériles.

El oxigeno disuelto aumento, pero los cultivos se mantuvieron en agitacion a 120 rpm,

por lo tanto, el sistema recibié aireacibn mecanica.
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Figura 35. Potencial de 6xido-reduccion contra tiempo en medios de cultivo estériles.

Las especies de Cr®* son fuertes agentes oxidantes por lo tanto, la adicién de estos en
el cultivo bacteriano da como resultado un salto brusco en el potencial de 6xido-
reduccion (Chen, 1998).

7.4.3. Evaluacion de la reducciéon de Cr% en medios inoculados con A.

tumefaciens

En las figuras 36 y 37 respectivamente se presenta las curvas de crecimiento de A.
tumefaciens, de modo indirecto por la medicion de densidad Optica a 600 nm y de
modo directo por conteo de unidades formadoras de colonias, la absorbancia se midio
cada hora durante 12 horas. Se realizaron diluciones seriadas y siembra por el método
de la microgota de Miles y Misra para el conteo de las unidades formadoras de colonias
cada 3 horas durante 12 horas. En la figura 37, se grafica el logaritmo de las unidades
formadoras de colonias con respecto al tiempo para observar la viabilidad del

microorganismo.
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Los medios de cultivo fueron suplementados con 2.5, 5y 10 mg L* de Cr®*. No se
probaron concentraciones mas altas dado que se pretende que sea un sistema

secuencial de Crb*.
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Figura 36. Absorbancia (600 n.m.) contra el tiempo (h), los medios de cultivo se

suplementaron con diferentes concentraciones de Cré*,
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Figura 37. Crecimiento de A. tumefaciens en log(UFC) contra el tiempo.

En la figura 38 se presenta el pH del medio de cultivo inoculado con A. tumefaciens, el
cual fue medido cada 3 horas, en contraste con los medios estériles en el que pH
tiende a bajar como se aprecia en la figura 33, en los medios inoculados tiende a subir,
la posible explicacion seria que el microorganismo este liberando una sustancia en el
medio que aumente el pH de este, sin embargo, no se realizé ningun analisis para

medir que sustancias se encuentran en el medio.
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Figura 38. pH contra tiempo en el medio de cultivo con A. tumefaciens.

En la tabla 13 se enlista las velocidades de crecimiento especificas de A. tumefaciens
en los medios suplementados con la determinada concentracién de Cré*, ademas se
calculé el tiempo de duplicacion, en el caso de la concentracién de 10 mg L se
observa que los valores son negativos, es decir, que el microorganismo a partir de 10
mg L no aumenta en unidades formadoras de colonias conforme trascurre el tiempo,

pero no mueren inmediatamente, sino que disminuye su viabilidad.
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Tabla 13. Velocidad de crecimiento especifica y el tiempo de duplicacion para cada

concentracion de Cré+,

[Cr6*] K td
mg L? hrs
0 0.4343 1.60
2.5 0.4505 1.54
5 0.1549 4.47
10 -0.0595 -11.65

En la figura 39 se muestra la gréfica de la concentracién de Cr*en el medio de cultivo,

el cual fue determinado cada 3 horas durante 12 horas por el método de complejacion

con difenilcarbazida, cabe resaltar que sélo es la concentraciéon del Cré*y no cromo

total. Se realiz6 ademas un experimento a las 24 donde se determiné la concentracién

de cromo total, para discriminar si la disminucion de la concentracion de la especie

Cré* disminuyd, porque efectivamente se redujo a Cr¥* o debido a que el Cr®* fue

adsorbido en la biomasa, dado que en todos los casos la menor concentracion

correspondio también con el mayor numero de unidades formadoras de colonias en

los medios.
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Figura 39. Concentracion de Cr®* (mg L) en el medio de cultivo contra el tiempo.

En la figura 40 se muestra la comparacion de la concentracién de Cré* en los medios
de cultivo estériles que poseian la misma concentracion inicial que los medios de
cultivo que fueron inoculados con A. tumefaciens. En los medios inoculados a las 24
horas se alcanza una disminucién hasta el 98% de Cr®* en los medios suplementados
con una concentracion inicial de 5 mg Ly de un 68% en los medios suplementados
con 10 mg L en el mismo tiempo. En todos los casos hubo una mayor disminucién en
la concentracion de la especie Cré* en los medios que fueron inoculados, aun en la
concentracion de 10 mg L' en donde no hubo un aumento de las unidades
logaritmicas, dado que en los medios estériles se alcanz6 una reduccion del 22% y

16% para los medios de 5y 10 mg L™, respectivamente.

71



[Cr™] (mg L)
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Figura 40. Concentraciéon de Cré* en mg L™ contra el tiempo en el caldo de cultivo, con

y sin in6culo.

En la figura 41 se reporta las unidades formadoras de colonias contra el tiempo y en
el eje secundario la concentraciéon de Cré* (mg L) en el caldo de cultivo en medios
suplementados con 2.5 mg L de Cr®*. Se observa que a partir de las 6 horas empieza
el crecimiento exponencial, pero desde las 3 horas la concentracién de Cré* disminuye

hastaun 62%.
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Figura 41. Crecimiento microbiano en UFC ml -1 y concentracion de Cré* (mg L) con
respecto del tiempo en medios de cultivo inoculados con A. tumefaciens con una

concentracion inicial 2.5 mg L.

En la figura 42 se reporta las unidades formadoras de colonias contra el tiempo y la
concentracion de Cré* (mg L) en el caldo de cultivo en medios suplementados con 5
mg L?! de Cr%. Se observa que a partir de las 6 horas empieza el crecimiento
exponencial, y la concentracién de Cré* disminuye en un 58% y a las 9 horas alcanza
el 65%.
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Figura 42. Crecimiento microbiano en UFC ml -1 y concentracién de Cré* (mg L) con

respecto del tiempo en medios de cultivo inoculados con A. tumefaciens con una

concentracion inicial 5 mg L.

En la figura 43 se reporta las unidades formadoras de colonias contra el tiempo y la

concentracion de Cré* (mg L) en el caldo de cultivo en medios suplementados con 10

mg L de Crb* en el eje secundario. Se observa que a partir de las 3 horas disminuye

las unidades formadoras de colonias, sin embargo, la concentracién de Cré* disminuye

también en un 17% a las 6 horas y un 22% a las 9 horas.
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Figura 43. Crecimiento microbiano en UFC ml -1 y concentraciéon de Cré* (mg L) con
respecto del tiempo en medios de cultivo inoculados con A. tumefaciens con una

concentracion inicial 10 mg L.

En la figura 44 se reporta la medicion del potencial de 6xido-reduccion del medio de
cultivo, se puede observar que la tendencia es bajar el potencial a condiciones
reductoras, cabe mencionar que a medida que aumenta la concentracion inicial de Cré*
la reduccién del potencial de 6xido-reduccién disminuye, aunque alin a 10 mg L se

logro reducir el potencial con respecto a la condicion inicial.
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Figura 44. Potencial de 6xido-reduccion en mV contra tiempo en horas.

Se realiz6 el balance de cromo en los medios de cultivo, se determiné la concentracion
de cromo total por espectroscopia de absorcién atémica, la concentracion de Cré* se
determiné por complejacién con 1,5 difenilcarbazida, el Cr3* se calcul6 por la diferencia

del cromo total menos el cromo hexavalente.

Se prepararon medios de cultivo a 3 concentraciones diferentes de Cr®*, y se
inocularon con 1.5x10” UFC ml -1 y se incubaron a 28 °C durante 24 horas a 120 rpm.
A las 24 horas se realiz6 diluciones en placa, en todas las concentraciones se encontré
viabilidad con un promedio de 6x10'° UFC ml.
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Figura 45. Balance de cromo en los medios de cultivo de A. tumefaciens.

Se realiz6 la digestion de las células bacterianas para la determinacién de cromo total
por espectroscopia de absorcion atomica en la biomasa, pero en todas las
concentraciones probadas no se encontré presencia de cromo en las células, pero
dado que la concentracién de cromo total es muy similar al principio y al final se asume
que no hubo adsorcién en la biomasa o probablemente la concentracion esté por
debajo al limite de deteccién, dado que el equipo tiene una sensibilidad de 0.10 mg L*.

7.4.4. Anédlisis estadistico

Se realizaros correlaciones con el paquete estadistico SAS 9.1, para discriminar que

factores son realmente significativos para la reduccion del Cr6*,

En la concentracion mas baja de cromo probada (2.5 mg L), los pardmetros que
tuvieron un coeficiente de correlacién mas alto y mayor significancia fueron el tiempo
y el nimero de unidades formadoras de colonias, con un valor de R? de -0.7670 y -

0.816, respectivamente, con valores de alfa de 0.0036 y 0.0012, respectivamente.

A medida que el trascurre el tiempo, el microorganismo crece y la cantidad de Cré*

presente en el medio disminuye.

A una concentracion de 5 mg L, el tiempo, el oxigeno disuelto (O.D.) en mg Ly el

potencial de 6xido-reduccion (POR) tuvieron mas significancia en la correlacion con la
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disminucién de la concentracién de Cré* con un valor de R? de -0.90007, 0.88294 y
0.86473, respectivamente, y valores de alfa de <.0001, 0.0001 y de 0.0003
respectivamente. De esos factores el tiempo y el POR poseian una correlacién
significativa con el crecimiento A. tumefaciens, En el caso del tiempo estos son
directamente proporcionales con R? 0.96565 y un alfa de <.0001. Caso contrario con
él POR, el cual es inversamente proporcional al log (UFC) de la cepa, con un

coeficiente de correlacion de -0.91052 y un valor de alfa de <.0001.

El crecimiento de la cepa y la concentracion residual de cromo en el medio también se
correlacionan, y son inversamente proporcionales con un R? -0.79988 y un alfa de
0.0018.

Cuando se realizaron experimentos a una concentracion de 10 mg L2, la cual resulté
en la inhibicion del crecimiento del microorganismo, este factor no tuvo una correlacion
significativa con la disminucién de Cré* en el medio, solo el oxigeno disuelto (mg L) y
el pH, con valores de R? de 0.87812 y 0.74881 respectivamente, con un valor de alfa
0.0002 para el O.D. y 0.0051 y el pH.

De manera general el POR disminuyé con respecto del tiempo y las unidades
formadoras de colonias, menos en 10 ppm. Para las concentraciones de 0, 2.5y 5 mg
L1, el coeficiente de correlaciéon entre el tiempo y el POR son -0.869, -0.940, -0.972
con valores de alfa de 0.0002, <.0001 y <.0001.

Para las concentraciones de 0, 2.5y 5 mg L™, el coeficiente de correlacion entre el log
(UFC) y el POR son -0.938, -0.937, -0.910, todos con valores de alfa de <.0001.

78



8. Discusioén

En cuanto a la caracterizacion del material, existe una distribucidn muy amplia en
diametro de poro variando de 4 hasta 250.8 nm y en tamafio de particula aun cuando
la arcilla es tamizada a un diametro de particula especifico, como fue el caso en que
se tamiz6 a 91 ym pero cuando se realizo el analisis de distribucion de tamafio de
grano por analisis de imagen, se obtuvo tamafnos de particula desde 5 hasta 70 uym,
esta heterogeneidad repercute en la reproducibilidad de los resultados. Aunque una
posible solucion es elaborar pellets de la arcilla roja y obtener un tamafio de particula
estandarizado, tomando en cuanto que en cuanto menor sea el tamafio de particula
del material adsorbente mayor sera su area de superficial, esto a su vez reducen la

difusién interna y la limitacion de la transferencia de masa.

De acuerdo con las propiedades de la arcilla roja no es un material ideal para la
adsorcion de iones de Crb*. Dado que el punto carga cero del material al ser de 1.14
esté tendra la tendencia de atraer cationes, antes de adsorber aniones como los iones
de Cr. El pH al que se presenta la mayor adsorcién en el material es de 3, es
necesario el ajuste del pH previé al proceso de adsorcién, en un principio se planteaba
qgue el proceso de adsorcion y reduccion fuera secuencial pero dado que el efluente
de salida sera un pH acido y menor al 6ptimo de crecimiento para A. tumefaciens seria
necesario el ajuste del pH y la adicién de nutrientes, aunque existen cepas reportadas
capaces de reducir Cré* a bajos pH.

Aungue el pH 6ptimo de crecimiento de la cepa sea 7 no se probo el crecimiento de la
cepa a otros pH, habria que verificar la velocidad de crecimiento de la cepa a diferentes
pH, para determinar si fuera posible omitir el ajuste del pH posterior a la adsorcion.
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9. Conclusion

En la primera fase se evalud el proceso de adsorcion del cromo con la arcilla roja, en
el cual se redujo entre el 50% al 100% a bajas concentraciones de Cré* y con A.
tumefaciens disminuy6 la concentracién del metal hasta un 98% en 24 horas en los
medios de cultivo con 5 mg L, debido al efecto reductivo de la bacteria.

La arcilla roja, mostré ser un excelente adsorbente, por ser un material mesoporoso,
ademas de ser versétil para trabajar con diferentes tamafos de particula lo cual facilita
Su recuperacion y bajo costo siendo un modelo de adsorbente no convencional
adecuado para la remocién del Cré*,

Se estudié la reduccion a la especie Cr3* en el medio de cultivo con A. tumefaciens,
debido a que el Cr3* es menos téxico que el Cré* el cual presenta un alto potencial de
oxidacién y una mayor solubilidad en agua.

Se demostrd que si existe una reduccion de Cr8* en los medios de cultivo, puesto que
en las células digeridas no se encontrd presencia de cromo, por lo que se descarta la
posibilidad de adsorcion a la biomasa. La concentracion de cromo total al inicio y al
final varia por + 0.20 mg L™, esta diferencia podria deberse a pérdidas por filtracion y
dilucién de la muestra al ajustar el pH. Por lo tanto, la disminucién de Cré* en el medio
se considera que es debido a la reduccién, sin embargo, se desconoce aln si esta
reduccion se presenta via enzimatica favoreciendo las condiciones de oOxido-
reduccion. Por otro lado, la caida del potencial de 6xido-reduccion indica que en el
medio de cultivo se propicia condiciones reductoras que puedan favoreces la

conversion de Cré*a Cr3*,
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10. Recomendaciones

El proceso de adsorcion de metales puede mejorarse al modificar las caracteristicas
de la arcilla mediante un tratamiento acido o basico, usualmente no se utiliza la arcilla
natural para la adsorcion de contaminantes, sino que se realiza un tratamiento para
aumentar el tamafio de poro, o una funcionalizacidbn con nanoparticulas de algun tipo

para favorecer la adsorcion.

Se recomienda evaluar diferentes tamafos de pellets y emplear mas dosis de
adsorbente con la finalidad de mejorar la capacidad de adsorcién y obtener un mayor

porcentaje de remocion.

Debido a la carga negativa que posee la arcilla en solucion acuosa a pH > 1.14, éste
se podria utilizar para la adsorcion de otros metales como arsénico, cadmio u otro que

posea carga positiva en solucion a determinados pH.

En cuanto al proceso de reducciéon de Cr®*, no se tenia planteado que el medio de
cultivo tuviera alguna capacidad para reducir el Cré* a Cr3*, seria recomendable utilizar
un medio minimo de sales para poder apreciar la reduccion principalmente por el

sistema bioldgico.

En caso de que el proceso se escalara, es probable que los nutrientes se afiadan en
forma de sales, y el microorganismo no estaria en condiciones tan favorables, como
en los experimentos a nivel laboratorio realizados, por lo que es de esperar una

eficiencia de reduccion menor a esta escala.

Existen otros parametros que se podrian optimizar en la reduccion del metal como lo
es el tamafio del inéculo, la concentracion inicial del metal, el tiempo, el pH, la fuente

de carbono, etc.
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12. Anexos
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Figura 48. Curva de calibracién de absorbancia a 600 n.m. contra unidades

formadoras de colonias por mililitro.
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