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RESUMEN

Estudio de la respuesta de un consorcio microbiano en condiciones de
sulfato-reduccion a diferentes concentraciones de antimonito, Sb (lll), en

solucién acuosa.

El antimonio es un metaloide con propiedades similares a las del arsénico, el cual
se destaca por su alto grado de toxicidad en bajas concentraciones, y debido a
gue es un metaloide de importancia a nivel industrial, la actividad minera y el uso
de antimonio en industrias ha llamado la atencién sobre la contaminacién que
este elemento puede producir hacia el medio ambiente y a los seres vivos como

consecuencia de los residuos industriales y su propagacion.

Las bacterias sulfato-reductoras han sido utilizadas en procesos de
biorremediacion para producir sulfuros de metales y metaloides para removerlos
de la fase acuosa, sin embargo, dentro de la busqueda de estudios sobre
bacterias sulfato-reductoras como tratamiento biol6gico ante el antimonito, no se
encontraron investigaciones realizadas especificamente para el antimonio (l11), lo
cual limita la comparaciéon de resultados, pero, a su vez, promueve a su
investigacion. Lo que conlleva al objetivo general de este estudio, que implica
evaluar y comparar la actividad sulfato-reductora de un consorcio microbiano a
diferentes concentraciones de antimonito, para determinar si existen efectos de
inhibicion y cuantificar la remocion del metaloide. Y especificamente, evaluar en
microcosmos la actividad sulfato-reductora en condiciones controladas;
determinar el efecto del antimonio (lll) bajo concentraciones de 5, 10 y 100 ppm,
respectivamente respecto a un experimento control; y cuantificar la concentracion
de antimonio para determinar la remocion del medio acuoso segun la actividad

sulfato-reductora en las incubaciones microbianas.
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Para ello, se utilizaron métodos para determinar concentraciones de sulfato,
sulfuro, pH y antimonio removido, y se estudio la cinética y comportamiento de la
actividad de las bacterias sulfato-reductoras, asi como la formacion de sulfuros
de antimonio. De acuerdo con los resultados en las tres etapas se pudo
determinar que la mayor remocién de antimonio se dio en la ultima etapa a 100
ppm con mayor concentracion de sulfuro acumulado en el medio acuoso,
considerando el tiempo un factor importante para la formacion de sulfuros de

antimonio.



1. Introduccion y objetivos

El antimonio es un metaloide con propiedades similares a las del arsénico, el cual
se destaca por su alto grado de toxicidad en bajas concentraciones. Los estudios
realizados sobre los efectos del antimonio (Ill) sobre el medio ambiente y
organismos son limitados, entre los cuales se encuentra el estudio de la inhibicion
de microorganismos segun la especiacion del antimonio, como factor importante
en el grado de toxicidad, siendo el antimonio (Ill) o Sb (Ill) mayormente toxico
qgue el antimonio (V) o Sb (V) (Zhu, y otros, 2018). También se ha estudiado los
efectos genotdxicos del antimonio en microorganismos en ambientes aerobios y
anaerobios (Moreno y col., 2021), confirmando que la especie de Sb(lll) inhibe el
50% de los microorganismos con 0.03 mg/L a comparacion del Sb(V) que lo logré
a 50 mg/L.

La toxicidad del antimonio ha sido y sigue siendo un factor de estudio ya que
como es un metaloide de importancia a nivel industrial, categorizado como el
noveno metaloide mas explotado, siendo Meéxico el décimo productor de
antimonio (Moreno y col., 2021), la actividad minera y el uso de antimonio en
industrias ha llamado la atencién sobre la contaminacion que este elemento
puede producir hacia el medio ambiente y a los seres vivos como consecuencia

de los residuos industriales y su propagacion.

Corporaciones como la Unién Europea (EU) y la Agencia de Proteccion ambiental
de los Estados Unidos (US-EPA), han considerado al antimonio como un
contaminante prioritario, incluso mas que el arsénico, estableciendo un nivel
maximo en agua de 5 y 6 ug/L, respectivamente (EU, 1998) (US-EPA, 2009).
Pero en México aun no hay limite determinado. También, de acuerdo con los
niveles de exposicion laboral, la Administracion de Seguridad y Salud
Ocupacional (OSHA), el Instituto Nacional para Salud y Seguridad Ocupacional
(NIOSH) y la Conferencia Americana de Higienistas Industriales

Gubernamentales (ACGIH), coinciden en un valor de 0.5 mg/m? de exposicion
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laboral ante el antimonio como promedio durante un turno de 8 horas. (New

Jersey Departament of Health, 2012).

Por otro lado, las bacterias sulfato reductoras (BSR) se han implementado en
procesos de biorremediacion y biorrecuperacion de metales, destacandose por
existir en ambientes anoxicos y ricos en sulfato; y por realizar el proceso de oxido-
reduccion. El sulfuro producido por las BSR logra precipitar con algunos metales
como el Fe, Zn, Co y Cd, y metaloides como el As, haciendo posible la

recuperacion de estos mismos (Volke y col., 2005).

El antimonio en su estado de oxidacion +3, precipita mas rapido que el antimonio
+5, sin embargo, y por sus caracteristicas fisicoquimicas tiende a esparcirse con
mayor movilidad. Para contrarrestar el efecto negativo del antimonio se puede
implementar bacterias que realizan el proceso de sulfato-reduccién como
tratamiento biol6gico promoviendo la biomineralizacion del Sb(lll) al formarse
sulfuros de antimonio, retirdndolos de la fase acuosa e inmovilizandolo en fases
minerales. Para esto, existe una serie de factores que hacen esto posible, como
las condiciones de temperatura, pH, la demanda quimica de oxigeno (DQO), y
los niveles de concentracién de sulfuro, entre otros, en niveles 6ptimos para que

las BSR se desarrollen facilmente y realicen la actividad sulfato reductora.

1.1 Objetivo General

Estudiar la actividad sulfato-reductora de un consorcio microbiano a diferentes
concentraciones de Sb (Ill) para determinar si existen efectos de inhibicion y

cuantificar la remocién del metaloide.

11



1.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar en microcosmos la actividad sulfato-reductora de un consorcio
microbiano bajo condiciones adecuadas para establecer valores de referencia de

reduccion de sulfato y produccion de sulfuro.

2. Determinar el efecto de Sb (lll) sobre la actividad sulfato-reductora en
incubaciones en lote alimentado bajo tres diferentes concentraciones: 5ppm, 10
ppm y 100 ppm con base en la comparacion contra los valores de referencia del

experimento control.

3. Cuantificar la concentraciéon de Sb para determinar la remocion del medio
acuoso que pueda estar asociada a la actividad sulfato-reductora en las

incubaciones microbianas.

2. Antecedentes
2.1 Generalidades del antimonio
2.1.1 Historia

El antimonio fue descrito por primera vez por el alquimista aleman Basil Valentine
(1394-1450) en su tratado “Triumph Wagens des Antimonij” (El carro triunfal del
antimonio) donde describe propiedades del antimonio y por ello se le atribuye su

descubrimiento (Maratta Martinez, 2019).

Sin embargo, existen teorias que cuestionan la verdadera identidad del
descubridor, e incluso el antimonio es mencionado en el antiguo testamento,
ademas de ser evidenciado el uso del antimonio antes de ese afio como

ornamento para vasijas, maquillaje y algunas aplicaciones con fines medicinales.

Los egipcios utilizaban una pasta negra para maquillarse los ojos, conocida como
“kohl”, donde uno de los principales ingredientes era el sulfuro de antimonio y

galena (mineral de sulfuro de plomo, con pequefias cantidades de cadmio,
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antimonio, bismuto y cobre), implementado tradicionalmente desde la Edad de

Bronce (Gutiérrez Angulo, 2019).

En el siglo XVI, el antimonio se usaba en aleacién con plomo y estafio para los
sellos tipograficos tras la invencion de la imprenta para darle mas resistencia a

los caracteres tipograficos (Maratta Martinez, 2019).

En el siglo XVII, en la Antigua Roma, se utilizaban las copas antimoniales por su
efecto emético, donde el antimonio de las copas reaccionaba con el acido
tartarico del vino produciendo antimonio tartarizado, que al ingerirlo provocaba la
expulsion de los alimentos consumidos con el fin de purgarse y poder disfrutar
de la comida sin limites; asi como las pildoras de antimonio, utilizadas como

laxantes (Lopez Tricas, 2020).

En el siglo XIX, las aleaciones con zinc daban lugar a la produccion de
candelabros, cubiertos y palmatorias. Durante la Primer Guerra Mundial, se
empezd a dar mas enfoque en la produccidon de antimonio para realizar
aleaciones con otros metales, como el plomo y estafio, para el uso de
armamento, ya que aportaban mas fuerza mecanica y dureza (Maratta Martinez,
2019).

Al paso del tiempo, el desarrollo de la industria automovilistica propicié a seguir
mejorando las aleaciones con antimonio y encontrando nuevas aplicaciones
como en las baterias y los acumuladores eléctricos; también utilizado en
retardadores de llamas, recubrimiento de cables, materiales semiconductores,
tipos de imprenta, rodamientos, pinturas, esmaltes, vidrios y ceramicas, entre

otros productos industriales (Gutiérrez Angulo, 2019).

2.1.2 Quimica

El antimonio (Sb) es el elemento 51 de la tabla periddica, ubicado en el grupo 15
de elementos pnicégenos junto con el nitrogeno (N), el fésforo (P), el arsénico
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(As), el bismuto (Bi), y el elemento sintético moscovio (Mc). El antimonio
pertenece a los metaloides o semimetales, junto con el boro (B), silicio (Si),
germanio (Ge), arsénico (As), telurio (Te) y astato (At), y tiene caracteristicas muy

similares al arsénico (As).

El antimonio comprende los estados de oxidacion, 3-, 3+, 5+ y, su forma
elemental, O; cuenta con 31 is6topos de los cuales 2 son estables y se encuentran
en la naturaleza, 121Sb (57.36%) y 123Sb (42.62%). Su estado de oxidacion 3+ vy
5+, da lugar a dos tipos de especies, la trivalente como antimonito, Sb (lll) y la

pentavalente como antimonato, Sh (V).

Algunas de sus propiedades se muestran en la Tabla |, destaca que al pertenecer
al grupo de semimetales tiene caracteristicas intermedias entre los metales y los
no metales, como su baja conductividad eléctrica y capacidad calorifica. Se
parece a los metales en su aspecto y propiedades fisicas, pero se comporta
quimicamente como un no metal. También puede ser atacado por &cidos

oxidantes y haldgenos (Lenntech , 2023).
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Tabla I. Propiedades del antimonio

Elemento Antimonio
Numero atémico 51
Masa atémica (g/mol) 121.75
Estados de oxidacion -3, +3, 45
Electronegatividad 1.9
Radio covalente (A) 1.41
Radio ionico (A) Sb3=2.46
Sb*3=0.90
Sb* =0.62
Radio atémico (A) 1.59
Configuracion electrénica [Kr]4d105s25p3
Primer potencial de 8.68

ionizacion (eV)

Densidad (g/ml) 6.62
Punto de ebullicién (°C) 1587
Punto de fusion (°C) 630.5

2.1.3 Especies de antimonio

El antimonio se puede presentar en dos formas: en su forma estable que es un
metal de color blanco azulado o plateado, brillante, duro y quebradizo; y en su
forma no metalica, como inestable o metaestable, de color negro grisaceo
(Gutiérrez Angulo, 2019).

El antimonio (Ill) se presenta en la naturaleza como trioxido de antimonio (Sb203)
y se puede encontrar en algunos minerales como la estibina (Sb2Sz). Como en
muchos sulfuros, cuando el mineral se expone a la intemperie, se oscurece por
efecto de la oxidacion, pudiendo transformarse en distintos 6xidos de antimonio

como: valentinita, estibiconita o cervantita. A temperatura ambiente es sélido y
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de color blanco. No es inflamable ni combustible, pero a altas temperaturas

produce humo elevadamente toxico (Asturnatura, 2023).

Estibina Valentinita
Figura 1. Representacion de los minerales Estibina y Valentinita.

Para la obtencion del 6xido de antimonio (lll) se pueden emplear algunos
métodos como el enriquecimiento de la estibina o la oxidacién del antimonio
metélico (Buchi Gatica, 2020). Elevando la temperatura de la estibina en
presencia de oxigeno se obtiene un producto mas purificado del oxido de

antimonio, representado por la siguiente reaccién (Ec.1):

25b,Ss + 90, - 25b,05 + 650, (Ec.1)

El producto obtenido se puede someter a un proceso de sublimacién para fines

de purificacion.

Por otro lado, mediante la oxidacion o combustion del antimonio en su forma
metalica también se puede obtener el trioxido de antimonio, representado por la

siguiente reaccion (Ec.2):

4Sb + 30, - 25b,0; (Ec.2)

Para la obtencion del antimonio se puede emplear la reduccion del 6xido con

coque, como se muestra en la siguiente reaccion (Ec.3):

16



O, bien, mediante la reduccion del sulfuro con hierro (Ec.4):

Sb,05 + 3Fe — 2Sb + 3Fe (Ec.4)

El antimonio también se puede encontrar en forma del mineral estibarsenio
(AsSb), que es una combinacion entre el antimonio y el arsénico, y comunmente
es asociado al cuarzo. Es de color blanco estafio a gris y se encuentra
comunmente en minas provenientes de Canada, Europa, Francia y México.
Existen muchos otros tipos de minerales que contienen antimonio en su
composicién en su forma trivalente y pentavalente, disponibles en la naturaleza

y muy comunmente en la mineria.

2.1.4 Usosy aplicaciones

El antimonio tiene muchas aplicaciones en la industria y van en aumento en los
paises desarrollados. Por sus propiedades de semimetal, se aplica en forma
metalica y no metalica segun el interés; sin embargo, es utilizado mayormente en
mezcla o aleaciones con algun otro metal, como plomo y zinc, para darle mayor
fuerzay sea mejor aprovechado, ya que por si solo suele ser quebradizo. Algunas
de estas aleaciones se utilizan en baterias y acumuladores a base de plomo,

soldaduras, tuberias, laminas, rodamientos, moldes, municiones y peltres.

La resistencia del antimonio metalico a los acidos y las bases se aprovecha en el
montaje de las fabricas de productos quimicos. Algunos de los usos metélicos
son en las baterias convencionales, en soldaduras suaves, en municiones y
aleaciones para metal destinado a blancos, incrementando la resistencia y

dureza a esfuerzos mecanicos de la aleacion (Nordberg, 1998).

La bateria de plomo/acido es un ejemplo de bateria convencional donde se utiliza

una aleacion de plomo y antimonio para darle resistencia a la corrosion. El

17



antimonio fortalece el plomo blando, mejora la adhesion de la masa activa y
protege contra la corrosion. Las baterias convencionales incluyen las baterias de

acumuladores.

Para soldaduras suaves se utilizan proporciones de antimonio entre 0.5 y 3%
para consolidar la soldadura y suprimir la formacién de al6tropos de estafios a
bajas temperaturas para evitar la degradaciéon de las estructuras de los
empalmes soldados en el punto de la transicion de fase a 298 K (Maratta
Martinez, 2019).

En las municiones es utilizado el antimonio como endurecedor para el plomo, sin
embargo, el plomo ha sido reemplazado por el wolframio en la aleacién con el
antimonio para producir menor contaminacion ambiental. En la aleacion para la
fabricacion de metal destinado a blancos se suele usar una proporcién de 75
partes de plomo, 20 partes de antimonio y 5 partes de estafio (Maratta Martinez,
2019).

En la industria, las aleaciones con 4 a 15% de antimonio proporcionan proteccién
contra varios estados liquidos de productos quimicos, como el acido sulfarico y
del sulfato. Las aleaciones con 2 a 8% de antimonio son resistentes al uso
atmosférico y la corrosion por lo que también son utilizadas en la construcciéon de

canales y barreras de la humedad (Maratta Martinez, 2019).

Algunos de los usos no metdlicos del antimonio se detallan en los siguientes
parrafos e incluyen: a retardadores de llama (fésforos), fabricacion de plasticos,

medicina, entre otras (Chandra Dey, 2023).

La punta de los fosforos contiene trisulfuro de antimonio (Departamento de
calidad y seguridad de productos, 2014). La combustiéon del compuesto con
antimonio es una reaccion exotérmica que se mantiene por los radicales libres
generados y el calor radiante. En los retardadores de la llama con haldgenos,
reduce la cantidad necesaria de retardante de llama y, a su vez, reduciendo

costos del tratamiento total.
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En muchos plasticos, el antimonio ha sido utilizado como estabilizador de calor
para el PVC (Chandra Dey, 2023), especialmente en su forma rigida, ofreciendo
la proteccion ante la degradacion por el calor y la luz ultravioleta. Se emplea
también como catalizador en la polimerizacion del PET, en su forma de triéxido
de antimonio, y junto con el diéxido de germanio (GeO2) son los catalizadores
preferidos para PET. Este ultimo compuesto ofrece mejor transparencia que el
antimonio, pero es mas costoso para muchas aplicaciones PET (Nordberg,
1998).

El trioxido de antimonio fue utilizado como pigmento blanco en pinturas para
exteriores, ofreciendo resistencia al desgaste por la accion atmosférica, antes de
ser reemplazado por el dioxido de titanio (TiO2) por su gran nivel de toxicidad;
aun asi, se sigue implementando como estabilizador de color. Por ejemplo, se
utiliza en las pinturas amarillas para autobuses de escuelas (estadounidenses y
sudafricanas) y en las rayas amarillas de las carreteras donde es importante
mantener la intensidad del color y evitar cambios de tonalidad (Valencia Molina,
2019).

El trioxido de antimonio tiene ain mas aplicaciones como en la fabricacion de
materiales ignifugos para reducir el grado de inflamabilidad en combinacién con
sustancias halogenadas. También es utilizado para dar opacidad como en

plasticos, esmaltes y vidrios (Chandra Dey, 2023).

En su forma de antimonio pentavalente como sales antimoniales [Sb(OH)2Cl], es
aplicado en la medicina como tratamiento inicial contra la leishmaniasis (Lopez
Tricas, 2020).

Referente al sulfuro de antimonio, SbsS2, ha destacado en estudios en desarrollo
para su aplicacion en el area de energia, como en las celdas solares
nanocristalinas basadas en capas delgadas de sulfuro de antimonio y sulfuro de

indio por la Universidad Autonoma de Nuevo Leon (expediente:
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MX/a/2014/016128). Al igual que se ha estudiado el Sb3S2, como un nuevo

material con potencial para microbaterias de litio.

2.2 Sb (Ill): Implicaciones ambientales
2.2.1 Efectos ambientales

El antimonio tiene efectos ambientales importantes debido a su nivel de toxicidad,
la cual cambia de acuerdo con el tipo de especie, de modo que las
concentraciones disponibles en el medio ambiente afectan directamente los

recursos ambientales, como el suelo y el agua.

El antimonio en su estado mas puro no es soluble en agua, sin embargo, el
antimonio en sus dos estados de oxidacion: antimonato (Sb V) y antimonito (Sb
) si tienen grado de solubilidad por lo que estan presentes en aguas industriales
y en aguas contaminadas. Algunas de las fuentes mas comunes de
contaminacion en el agua por antimonio son los efluentes de refinerias de
petrdleo, retardadores de fuego, ceramicas, productos electrénicos y por
soldaduras (US-EPA, 2009).

El antimonito es considerado mucho mas téxico que el antimonato. (Zhu, y otros,
2018). Por ejemplo, en organismos acuéticos, segun estudios realizados la
concentracion letal media en pulgas de agua (Simocephalus mixtus) y embriones
de peces Medaka japonés (Ozyzias latipes), es de 4.9 y 261 mgiL,
respectivamente, después de 24 h de exposicion al antimonio (lll) (Nam y col.,
20009).

De acuerdo con la Unién Europea (EU) y la Agencia de Proteccién ambiental de
los Estados Unidos (US-EPA), se ha considerado al antimonio como un
contaminante prioritario, incluso mas que el arsénico, estableciendo un nivel
maximo en agua de 5y 6 pg/L (EU, 1998; US-EPA, 2009). Para el arsénico, el
nivel establecido en estos paises es de 10 pg/L. Los valores tan bajos indican los

efectos genotoxicos, ya que el arsénico y el antimonio comparten propiedades
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guimicas, entre ellas la toxicidad. En México, el antimonio en el agua potable ain

no esta regulado.

En la mineria, a nivel mundial, el antimonio es el noveno metaloide mas
explotado, siendo México el décimo productor de antimonio en el mundo. Algunos
de los yacimientos de antimonio en el pais se encuentran en San Luis Potosi,
Zacatecas, Guanajuato, Sonora, Durango y Querétaro, donde al afio se exportan
entre 600 y 800 toneladas, principalmente a China y Estados Unidos. Debido a
este tipo de actividad, se ha encontrado que el antimonio en forma de mineral,
como la estibina que es mas quebradiza, suele esparcirse en forma de polvo por
el aire y viajar grandes distancias con las aguas subterraneas y superficiales,
sedimentando y adhiriéndose a las particulas del suelo (Moreno y col., 2021).

Un ejemplo de la distribucion del antimonio como contaminante es el estudio
realizado en la Sierra Gorda de Querétaro, aproximadamente a 2 kilbmetros de
distancia de una mina activa y en sus alrededores, en donde se realizaron
muestreos del suelo y en cuerpos de agua de una comunidad cercana. Este
estudio indicé que la concentracion de antimonio decrecia conforme se alejaba
de la ubicacion de la mina, de valores de 230.6 mg/kg a 0.25 + 12.02 mg/kg a 1
Km de ésta, mientras que en los cuerpos de agua no se detectdé antimonio
(Moreno y col., 2021). Casiot y col. (2007), determinaron la movilidad del
antimonio y arsénico en un arroyo que drena una mina abandonada, la
concentracion maxima en suelo fue de 500 mg/kg (Cassiot y col., 2007). El
estudio realizado en la mina de Querétaro confirm6 que efectivamente las
cantidades de antimonio se presentan en mayor concentracion en el suelo lo cual
puede provocar problemas ambientales y de salud al estar expuestos al
metaloide en tiempos prolongados, de modo que las particulas se siguen

esparciendo a pesar de la distancia de la zona de la mina.
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2.2.2 Efectos en microorganismos

La toxicidad del antimonio depende de la especiacion, como se mencion6
anteriormente, siendo el antimonito mucho mas toéxico que el antimonato, por su
estado de oxidacion, asi como las formas organicas son menos toxicas que el
antimonio (V). El antimonio (lIl) guarda relacion con los grupos tiol del glutation y
de las proteinas, debiendo una parte de su toxicidad a la inactivacion de estos
compuestos. El antimonito precipita con mayor facilidad a menor concentracion
gue el antimonio (V) y forma nuevos compuestos; puede introducirse a las células
y tener efectos nocivos. El principal efecto toxico del antimonio se relaciona con

su capacidad de generar estrés oxidante (Li, y otros, 2016).

Se han realizado estudios del efecto del antimonio (lll) y antimonio (V), a
diferentes concentraciones, a cultivos microbianos en ambientes aerobios (en la
cepa pura Allivibrio fisheri, ensayo estandarizado Microtox y en cultivos mixtos de
una planta de tratamiento de aguas residuales municipales) y anaerobios (sobre
microorganismos productores de hidrégeno y metano), confirmando que el
antimonio (I1l) es mucho mas toxico que el antimonio (V) independientemente del
ambiente y del microorganismo expuesto. En el caso de los ensayos Microtox, se
encontrd la inhibicion del 50% de los microorganismos con 50 mg/L de antimonio
(V), mientras que con el antimonio (Il) se lograba con 0.03 mg/L (Moreno y col.,
2021).

Sin embargo, los microorganismos han desarrollado sistemas de resistencia a
sustancias toxicas como el antimonio u otro tipo de metales y metaloides, como
el arsénico, con el cual comparte estos tipos de sistemas por su similitud quimica.
El mecanismo bacteriano de resistencia al antimonio mas estudiado se basa en
proteinas de la membrana que expulsan a los iones de antimonio (lIl) [y arsénico

(111)] del citoplasma celular (Cervantes, 2019).
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2.2.3 Efectos en la salud

Al ser un elemento altamente toxico a organismos vivos, se han regularizado
estandares de exposicion al antimonio, principalmente en ambientes de trabajo.
El antimonio puede ser ingerido, inhalado y absorbido por la piel, lo cual a
pequefias concentraciones puede causar dafios nocivos hacia la salud y, en

mayores concentraciones, puede actuar como veneno.

Algunos de los efectos dafinos del antimonio a la salud son la irritacién de piel y
ojos al contacto directo, causando enrojecimiento y erupciones con picazén en la
piel (dermatitis); irritacion en nariz, garganta y pulmones al ser inhalado,
provocando tos y dificultad para respirar; a mayor concentracion puede causar
lesion y perforacion en el septo o tabique nasal. La exposicion al antimonio puede
causar dolores de cabeza, mareo, nauseas, vomitos, dolor abdominal y falta de
suefio. También se han determinado dafios al higado, al rifion y afectar al

corazoén, sin embargo, no se ha determinado como causante de cancer.

Los limites de exposicion laboral, segun la Administracién de Seguridad y Salud
Ocupacional (OSHA), establece el Limite de Exposicién Permisible (PEL) de 0.5
mg/m?3 como promedio durante un turno laboral de 8 horas. Por parte del Instituto
Nacional para Salud y Seguridad Ocupacional (NIOSH), el Limite de Exposicién
Recomendada (REL) es de 0.5 mg/m3 como promedio durante un turno laboral
de 10 horas. El Valor de Limites Minimos de Concentracion o Threshold Limit
Value (TLV) dictado por la Conferencia Americana de Higienistas Industriales
Gubernamentales (ACGIH), igualmente coincide en el valor de 0.5 mg/m3 como
promedio durante un turno laboral de 8 horas. (New Jersey Departament of
Health, 2012).

Debido a lo anterior, la proteccion personal en el area de trabajo es sumamente
importante, ya que el uso incorrecto de estos puede maximizar la exposicion y

causar efectos inmediatos y/o prolongados. Segun la norma de la OSHA de
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proteccion respiratoria (29 CFR, seccién 1910, norma 134) solo deben utilizarse

equipos de respiracion aprobados por la NIOSH.

Por ejemplo, la exposicién a 9 mg/m3 de antimonio durante un tiempo prolongado
puede causar los efectos de irritacion en ojos, piel y pulmones. Inhalar 2 mg/m3
durante tiempo prolongado puede casar problemas pulmonares,
(neumoconiosis), cardiacos (electrocardiogramas irregulares), dolor estomacal,
diarrea, vomito y Ulceras estomacales. Ingerir mas de 19 ppm de antimonio de
una sola vez puede causar directamente el vémito, pero se desconoce algun

efecto a largo plazo.

Por otro lado, el antimonio puede tener efectos beneficiosos al ser utilizado por
razones medicas, como el antimoniato de meglumina (Agencia espafiola de
medicamentos y productos sanitarios, cima, 2022) utilizado como tratamiento
antiparasitario. Sin embargo, tomarlo en dosis mayores o en personas sensibles
a la misma, ha ocasionado efectos como diarrea, dolor muscular y articular,

anemia y problemas cardiacos (electrocardiogramas irregulares).

2.3 Tratamientos para la eliminacién de Sb (lll)

2.3.1 Fisicoquimicos

Los tratamientos fisicoquimicos son empleados para resolver problemas
particulares con base en las propiedades fisicoquimicas del contaminante y del

medio en el que se encuentre para transformar, inmovilizar y separar.

Algunas de las técnicas fisicoquimicas convencionales para la remocion de
metales pesados y metaloides son procesos humedos como: lixiviacion,
purificacion y/o concentracion y flotacion/precipitacion (Volke y col., 2005);
también algunos de los procesos de tratamiento para la recuperacion del
antimonio incluyen principalmente la precipitacion, la adsorcion, el intercambio
iénico, la filtracién por membrana y la deposicion electroguimica (Zhang, y otros,

2021). Algunas factores a considerar para elegir entre las tecnologias de
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remocién son la producciéon de lodos y su disposicion, los reactivos necesarios,
eficiencia en la remocion y costos. Una de las técnicas mas utilizadas en la
industria es la precipitacion, utilizando principalmente carbonatos o hidroxidos por
su simplicidad y facil control; aunque presenta desventajas en términos de
aplicacion y efectividad, puesto que los hidroxidos o carbonatos de metales que
se producen son inestables, dificultando la recuperacion de metales pesados o
metaloides, y para ello se implementan métodos de recuperacion para la
disposicion, elevando los costos del proceso (Campos Quevedo, 2015); (Kolmert
y Johnson, 2001).

2.3.2 Bioldgicos

Los procesos biolégicos conocidos como procesos de biorrecuperacion o
biorremediacién que ayudan a disminuir la toxicidad de los metal(oid)es en agua
y suelos mediante la accion de organismos macroscopicos como plantas o
nematodos, y/o microorganismos como bacterias y hongos, en ambientes
aerobios y anaerobios, aprovechando su actividad biologica. Algunas de las
técnicas biologicas incluyen la oxidacion-reduccion, absorcion (biosorcién),
metilacion, di metilacion, acumulacion intracelular y formacién de complejos que

es la base de las técnicas de biotransformacién de metales (Ortiz y col., 2007).

La implementacién de métodos biolégicos presenta algunas ventajas como la
aplicacion in situ (-en el lugar-) y, por tanto, resulta mas sostenible, barato y
respetuoso con el medio ambiente ya que no altera la estructura del suelo. Es
importante considerar que los microorganismos no tienen la capacidad de
destruir o degradar los metales, pero si de controlar la especiacién y su

transformacién a formas menos toxicas.

Los métodos bioldgicos estan basados en la actividad de ciertos grupos de
microorganismos que generan alcalinidad (Sousa y col., 2015). Algunas

tecnologias in situ (utilizadas debido a su durabilidad, limpieza y costo) son los
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humedales anaerobios y barreras reactivas permeables, mientras que los
biorreactores con actividad sulfurogénica y biorreactores de composta son
ejemplos de tecnologias ex situ (-fuera del lugar-, traslado del suelo/sedimento

donde se vaya a realizar la recuperacion).

En los tratamientos in situ, se consideran como factores la eleccion del
compuesto organico segun su disponibilidad y efectividad para la degradacién de
sustratos, tales que pueden ser mezclas o individuales como composta de
hongos, estiércol, turba, paja, aserrin, entre otros (Kolmert y Johnson, 2001);
(Sanchez-Andreay col., 2014).

Para aplicaciones ex situ se utilizan biorreactores en donde los parametros
puedan ser controlados y se pueda obtener un mejor rendimiento; ademas tienen
como ventaja que pueden ser configurados en diferentes escalas, ya sea
aplicado a nivel laboratorio o piloto. Los biorreactores se basan en la actividad de
bacterias sulfato reductoras que, por su metabolismo, tienen la capacidad de
obtener sulfuros metalicos estables y recuperar asi la calidad del agua; ademas
de costos bajos (Kolmert y Johnson, 2001); (Sanchez-Andrea y col., 2014);
(Papirio y col., 2013).

Se han encontrado bastantes estudios de autores que han implementado las
bacterias sulfato-reductoras como tratamiento de remediacion de suelos y aguas
residuales con altas concentraciones de sulfato y algunos metales como Cu, Zn,
Mn, entre otros; y metaloides como el arsénico y antimonio (V), con la finalidad
de la remocion de estos contaminantes y/o recuperacion de suelo y medio
acuoso. Sin embargo, no se han encontrado estudios especificos para la
remocion directa del antimonio (lll) utilizando bacterias sulfato-reductoras como
tratamiento de remocion, pero si se han implementado otros métodos como

tratamiento basados en materiales de adsorcion.

Entre estos estudios podemos encontrar a autores como Li y otros., (2022), que

investigaron la capacidad de remocién de antimonio (ll) y antimonio (V) en aguas
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residuales aplicando nanoparticulas de hierro fitosintetizadas por los
mecanismos de adsorcion y oxidacion, con eficiencia de remocion del 93.5% y
97.5%, del antimonio (lll) y antimonio (V) respectivamente. También, autores
como Zeng y otros., ( 2020), estudiaron la remocion del antimonio (I11) y arsénico
(1IN utilizando Nanolaminas de hierro funcionalizadas con quitosano como
método de adsorcién en solucion acuosa, especificamente el antimonio en
concentraciones de 2 a 100 ppm, encontrando remocién de antimonio de hasta
el 100%, y como promedio de 4 pruebas se determiné una remocion de antimonio
del 85.6%.

Podemos encontrar a otros autores que han implementado el método de
adsorcién y oxidacién para la remocién de antimonio (lll) de medios acuosos y
suelos contaminados, que han investigado la capacidad de distintos materiales

adsorbentes y oxidantes ante este metaloide altamente téxico.

2.4 Sulfato-Reduccidén

2.4.1 Definicion y mecanismos

El azufre (S), es un elemento que se encuentra disponible en los ecosistemas
gue conforman la biosfera del planeta, siendo los volcanes, algunas rocas,
reservorios marinos, sedimentos oceanicos y el agua de mar las fuentes

principales del elemento.

El ciclo biogeoquimico del azufre consiste en procesos que permite que circule
de diferentes formas, entre el suelo, el agua y el aire; comprende cuatro fases
gue son: la mineralizacion, la inmovilizacién, la oxidacién y la reduccién, lo que

permite la biodisponibilidad del elemento (Fernandez Aldariz, 2021).

La mineralizacion es el proceso de conversion del azufre proveniente de la
materia organica residual de los cultivos y de la crianza de ganado a sulfato

disponible para las plantas por accion de la microbiota del suelo, asi como a
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sulfuro de hidrégeno, azufre elemental y minerales a base de sulfuro para la

disposicion de las plantas y otros organismos Vvivos.

La inmovilizacion es el proceso contrario a la mineralizacion, donde la microbiota
transforma el azufre disponible en azufre organico no disponible. El proceso de
inmovilizacién también puede darse cuando el suelo es acido, el cual promueve
que el sulfato sea inmovilizado por 6xidos de hierro y aluminio, asi como también
puede unirse a sitios cargados positivamente como las arcillas (Schoenau y
Malhi, 2008).

La oxidacion tanto del sulfuro de hidrégeno, elemental, como de otros minerales,
forma el dioxido de azufre (SO2) y trioxido de azufre (SO3z) en el ambiente por la
accion de diferentes microorganismos presentes en el suelo, lo cual da paso a
sales de azufre (sulfatos) para combinar con diferentes sustancias quimicas que
regresan a la litosfera. Por otra parte, al reaccionar con el agua se produce acido
sulfarico (H2S0a4).

La sulfato-reduccion (SR) es un proceso redox que se presenta biolégicamente
al reducir sulfato por la aceptacién final de electrones provenientes de la
degradacion de materia organica o del hidrogeno (Hz), obteniendo sulfuro de
hidrégeno o acido sulfhidrico (H2S), el cual se caracteriza como un gas incoloro

inflamable y olor a huevo podrido.

Las bacterias sulfato reductoras (BSR) son microorganismos capaces de realizar
el proceso de SR en su metabolismo. Ademas de contribuir en el ciclo del azufre

(antes de la vida en la Tierra), también participan en parte en el ciclo del carbono.

Estos microorganismos son considerados anaerobios por utilizar sulfato en vez
de oxigeno para producir sulfuro de hidrégeno, y se pueden dividir en tres grupos
celulares basicos: Eubacterias Gram negativas, Eubacterias Gram positivas y
Arqueobacterias. Estas bacterias llevan a cabo el proceso de reduccion
desasimilatoria de sulfato, es decir, cuando el sulfuro producido en la reduccion

del sulfato no es incorporado a la biomasa (Corrales-Maldonado y col., 2013);
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este ion es utilizado como un oxidante para la degradacion de la fuente organica
de carbono (Postgate, 1984).

Dentro de estos grupos celulares, se han descrito distintos tipos, entre los que se
encuentran: bacilos, vibrios, cocos, espirilos, etc. (Widdel y Bak, 1992). Las
capacidades oxidativas y metabdlicas de las BSR varian de acuerdo con el

género.

En las Delta-proteobacterias, que son Gram negativas, se han clasificado
diferentes géneros entre los que destacan Desulfobulbus, Desulfobacter,

Desulfomicrobium, Desulfosarcina, Desulfovibrio y Desulfobacterium, entre otros.

Estudios realizados por Madigan, Hansen y otros autores, determinaron que los
géneros Desulfovibrio, Desulfomonas, Desulfotomaculum, Desulfobulbus y
Thermodesulfobacterium, son BSR que realizan reacciones incompletas, es decir
gue como producto final de la oxidacion del sustrato generan acetato. Mientras
gue los géneros Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina, Desulfonema y
Desulfobacterium, son BSR que realizan reacciones completas de SR, es decir
gue oxidan el sustrato hasta CO2 (Madigan y col., 1997); (Hansen, 1994).

La sulfato-reduccion se lleva a cabo en presencia del sulfato, en donde ocurren
reacciones de oxidacion de acidos grasos volatiles con mas de dos atomos de
carbono, asi como la oxidacion de acetato por las bacterias sulfato reductoras
acetotréficas y de hidrogeno por las bacterias sulfato-reductoras

hidrogenotroficas.

Autores como Natarajan y Padukone (2013) realizaron el estudio sobre el
desecho de una industria de licor con altas concentraciones de sulfato que fue
sometido al tratamiento biolégico utilizando bacterias sulfato-reductoras, en
donde las concentraciones de sulfato ascienden a mas del 70% y metales
presentes, como cobalto y niquel, a 95%, los cuales podrian precipitar como

sulfuros, usando la cepa pre adaptada de D. desulfuricans por el método de
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precipitacion bioldgica de sulfuro y la adsorcion de metales en precipitados y

células bacterianas.

Los autores Liu y otros, (2023) realizaron el estudio implementando bacterias
sulfato-reductoras como tratamiento en aguas residuales con arseniato y sulfato
para investigar el rendimiento de la eliminacioén del As en diferentes proporciones

molares de AsO43 a S04

2.4.2 Reacciones

En el proceso redox, las BSR necesitan un sustrato que funciona como el
donador de electrones, y el sulfato como aceptor final de electrones. El donador
de electrones puede provenir del hidrégeno o de materia organica. La reaccion
para el caso donde el hidrégeno es el donador de electrones esta dada por la

siguiente ecuacion (Ec.5):
4H, + SO0?~ + 2H" - H,S + 4H,0 (Ec.5)

De acuerdo con la Ec.1, existen consideraciones en su reaccion. En la reaccion
de transferencia de energia no hay carbono, pues los compuestos utilizados de
acetato y CO:2 por las BSR hidrogenotréficas son compuestos muy pequefios;
este acetato y CO2 son incorporados al metabolismo celular por la via del Acetil-

CoA para producir piruvato con la siguiente ruta (Ec.6):
CH3C00~ — CoA+ CO, + Hy, » CH;COCO0~ + CoA + H,0 (Ec.6)

Posteriormente, el piruvato es empleado para la formacion de nuevas

biomoléculas.

Empero, existe una competencia entre las BSR y los microorganismos
metanogénicos hidrogenotréficas y acetotréficas por los compuestos organicos e
hidrogeno para producir energia, y lo Gnico que permite a las BSR competir es la

presencia de sulfato.
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Las bacterias metanogénicas hidrogenotréficas producen gas metano (CHa), y
las acetogénicas producen acetato (CH3COO’), y las reacciones

correspondientes son las siguientes (Ec. 7 y Ec. 8):
4H, + HCO; + H* - CH, + 3H,0 (Ec.7)
4H, + 2HCO3 + H* —» CH;C00~ + 4H,0 (Ec.8)

Para el caso en donde el donador de electrones sea materia 0 compuestos
organicos, se debe considerar que la bacterias pueden tener una reaccion
completa o incompleta. La reaccion completa considera que el sustrato o fuente
de carbono (compuestos organicos) se oxida por completo para realizar la SR,
obteniendo como producto final CO2. Por otro lado, en la reaccién incompleta, la
fuente de carbono no es oxidado por completo produciendo acetato y CO2 como

resultado.

En la siguiente reaccion (Ec. 9) el sustrato utilizado es lactato, y como
consideraciones se tiene que es una reaccion incompleta, teniendo acetato y CO2
en el producto final, los electrones son transportados por enzimas
transportadoras de electrones en la membrana celular y después hacia enzimas
reductoras en el citoplasma. El lactato es usado como fuente de electrones y

energia, y como fuente de carbono para la reproduccion celular.
2C3Hg05 + S0~ 4+ 2H* - 2C,H30, + 2C0, + HS™ + H, + H,0  (Ec.9)

La ruta de transporte de electrones y conservacion de energia de las BSR es un
proceso realizado dentro y fuera de la membrana celular, en donde ocurre una
serie de reacciones para convertir el sulfato a sulfito y el sulfito a sulfuro (Odom
y Singleton Jr, 1993).

Fuera de la membrana celular ocurre la oxidacién del Hz por la via enzimética,
realizado por las hidrogenasas (Hz-asas); los electrones son transportados por
enzimas en la membrana celular y después son liberados en el citoplasma (Cyt

c3). El transporte de electrones esta acoplado con el gradiente de protones que
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conducen a la produccion de ATP (ATPasas) y ADP, liberando energia para ser

tomada por el APS (Adenilil sulfato).

Dentro de la membrana celular, el lactato pasa a piruvato y, después, a Hz y
acetato mas CO2 y enzima ATP. El ATP se genera por una via llamada ATP-
sulfurilasa, y la energia tomada por el APS funciona como intermediario para
reducir sulfato (SO4%) a sulfito (SOs?), por la via de APS-reductasa. Por Ultimo,
las enzimas sulfito-reductasas intervienen para catalizar la reduccién del sulfito a
sulfuro de hidrégeno(H2S) y agua, (Odom vy Singleton Jr, 1993). Proceso

representado en la Figura 2.

Periplasma  Membrana  Citoplasma

Lactato
Q Piruvato - Acetato

C

n | + CO2
e (3H)
cyt'C3 + ATP

5042' -> 5032'

ADP
>

ATP

1

H—»>

1

5032' -> st
+ H,0

Oxidacion de H» Reduccién de sulfato

Figura 2. Representacion general del proceso de sulfato-reduccion en la célula
de las BSR.

En general, en el metabolismo de las BSR, las proteinas involucradas en el
periplasma, membrana y citoplasma son las hidrogenasas como (Fe)H:asa,
(NiFe)Hzasa y (NiFeSe)Hzasa; Citocromos tipo-c como Monoheme cyto Csss,

Tethareme cyto c3 y Hexadecaheme cyto cs; deshidrogenasas como Formiato
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deshidrogenasa (FDH) y Lactato deshidrogenasa (LDH); las ATPasas y ATP-
sulfurilasa, y APS-reductasa, bisulfito-reductasa y tiosulfato-reductasa que

funcionan como aceptores finales de electrones.

Ademas del lactato también existen muchos otros compuestos que se pueden
utilizar como fuente de carbono y energia, por ejemplo, los hidrocarburos, acidos
mono- Yy di-carboxilicos, alcoholes, aminoacidos, azucares, componentes
aromaticos, entre otros. La eficacia de este proceso parece estar relacionada con
la energia libre de Gibbs utilizando el par redox del H2 mas que las vias

implicadas en la reduccion de protones (Cord-Ruwisch y col., 1988).

Lo que diferencia el uso de un sustrato a otro, es la energia que proporcionan
para realizar la reaccion de SR. En la Tabla Il se muestran los valores de energia
libre de Gibbs determinada segun el tipo de sustrato utilizado en la sulfato
reduccion, asi como las reacciones metanogénicas, considerando que se han
mencionado anteriormente como competentes con las BSR, sobre todo en el uso

de H2 como donador de electrones.

Tabla Il. Energia libre de Gibbs en reacciones de sulfato-reduccion y

metanogénicas segun el tipo de sustrato (Muyzer y Stams, 2008).

Ecuacion AG®
(kJ/
reaccion)
Reacciones Sulfato-Reduccion
4H2 + SO4% + H* — HS™ + 4H20 -151.9
Acetato” + SO4> — 2 HCO®* + HS- -47.6
Propionato” + 0.75 SO4%> — Acetato” + HCO®* + 0.75 HS + 0.25 H* -37.7
Butirato + 0.5 SO4> — Acetato + HCO®* + 0.5 HS" -27.8
Lactato” + 0.5 SO4>— Acetato” + HCO®* + 0.5 HS" -80.2
Reacciones Metanogénicas
4H2 + HCO3 + H* — CHa4 + 3H20 -135.6
Acetato + H2O — CH4 + HCOg3 -31.0
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El sulfuro producido, al estar en contacto con metales pesados, puede reaccionar
y formar sulfuros metalicos insolubles por medio de la precipitacién, en la cual se
establece un equilibrio de disolucion-precipitacién entre el sélido precipitado y
sus iones en disolucién. La ecuacion que representa esta reaccion es la siguiente
(Ec.10):

H,S + M?* > MS(s) + 2H* (Ec.10)
Donde M?* representa a metales, tales como Fe*?, Zn?*, Cu?*, Cd?*.

En el caso del antimonio, Sb3*, la reaccion con el sulfuro disuelto(HS") se puede

representar por la Ec.11 “9;

2.4.3 Microorganismos

Las BSR al ser anaerobias, estan presentes en ambientes con condiciones
anoxicas y ambientes ricos en sulfato; ademas tienen una gran capacidad de
adaptacién a numerosos ambientes terrestres y acuaticos, por ejemplo: en el
océano, sedimentos marinos y lacustres, en las aguas profundas, aguas
subterraneas, sistemas de fontaneria, descalcificadores, respiraderos
hidrotermales, depdsitos de sulfuros, pozos petroleros, intestino humano y de

animales e insectos (Postgate, 1984).

Estos microorganismos pueden crecer de manera heterotréfica usando
moléculas organicas de bajo peso molecular y de manera autotrofica usando
hidrogeno y didxido de carbono (Nagpal y col., 2000).

Existe una serie de factores para determinar las condiciones Optimas del
desarrollo y la actividad SR de las BSR, como el pH, la temperatura, la relacion
de demanda quimica de oxigeno (DQO) y sulfato (SO4?%), la concentracién de
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sulfuro disponible, el tiempo de retencion hidraulica (TRH) y el potencial redox
(ORP).

El pH 6ptimo para mayor velocidad de crecimiento y méxima reduccién es entre
7 y 7.5, pero pueden existir en condiciones de pH de 6 a 9, fuera del rango
presentan inhibicion; aunque se ha detectado un grupo de BSR categorizadas
como Eosinofilicas que realizan la actividad a pH de 2 a 4. El pH es un factor
importante para la produccion de gases y acidos grasos volétiles. El aumento de
pH promueve mayor acumulacion de HCOs, lo cual origina competencia entre
bacterias sulfato-reductoras y metanogénicas, también favorece la precipitacion
de sulfuros metalicos y la aparicion de especies de sulfuro: HS"y S%. Un pH bajo
tiende a la generacion de H2S y acetato, favoreciendo a las bacterias
metanogénicas, el incremento en la toxicidad del H2S y acidos organicos (forma

no-disociada), dafio celular y acidificacion del citoplasma e inhibicion celular.

En la Figura 1 se muestra la variacion en la especiacion de acuerdo con la
concentracion de sulfuro en funcion del pH. El H2S es la especie mas toxica de
sulfuro, puede inhibir la actividad microbiana. Salvo que existen especies con
mayor tolerancia al H2S, como las BSR que utilizan Hz como donador de
electrones, que son mas tolerantes que las BSR acetoclasticas.
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Figura 3. Especiacion segun la concentracion de sulfuro y pH (Lewis, 2010).

La temperatura Optima para las BSR es entre 28 y 32°C, que corresponde a
condiciones mesofilicas (23-35°C); sin embargo, se ha determinado actividad de
SR en ambientes de temperaturas extremas, como en condiciones psicrofilas (7-
18°C) y termofilicas (65-70°C). Latemperatura también se relaciona con cambios

en la actividad enzimatica, regulacion de genes y generacién de proteinas.

Otro de los factores importantes es la relacion de DQO/S04% que determina la
eficiencia en el proceso de la SR. Para la reduccion del sulfato son necesarios 8
electrones (e-) mismos que provienen de la materia organica o donador de
electrones. En condiciones éptimas, el valor de DQO/S04? es de 0.67, lo que
significa que 1 g de SO4% requiere 0.67 g de DQO, permitiendo que todos los
electrones fluyan hacia el sulfato (Dar y col., 2008). A relaciones mayores, da
lugar a mayor produccion de biomasa, mayor acumulacion de acetato y al
aumento de tolerancia al H2S de bacterias metanogénicas acetoclasticas para

competir por el sulfato presente y por los compuestos organicos presentes. Esta
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relacion ha sido estudiada por otros autores como Dar (2008), que en una
relacion mayor a 0.67 existe competencia de las BSR y otros microorganismos
por los donadores de electrones (Dar y col., 2008). A valores menores de 1.7, las
BSR superan en competencia a los metandgenos, ya que mas electrones son
usados por la SR; a valores entre 1.7 y 2.7 existe una competencia activa entre

los metanogenos y las BSR (Mulopo y Schaefer, 2013).

La concentracion de sulfuro es un factor importante tanto para la reduccién de
sulfato como para la precipitacion de metales, ya que el sulfuro tiene una fuerte
habilidad reductora debido a su estado de valencia (2-) y existe una relacion de
M/S? que es el indice de medir la habilidad de las BSR para remover metales en
agua residual. A valores menores a 1, M/S? <1, beneficia la reduccién de sulfato
y sulfuro. y mejora la precipitacion de metales, sin embargo, puede provocar un
ambiente toxico para los microorganismos, disminuyendo la tasa de crecimiento.
Por otro lado, valores mayores a 1, M/S? >1, disminuye la reduccién de sulfato,
e incrementa la toxicidad por metales residuales, lo cual impide el crecimiento de

las bacterias.

El tiempo de retencién hidraulica (TRH) es un pardmetro relacionado con la
actividad microbiana y el desempefio de las reacciones quimicas, y depende del
proceso y sistema en el que se desempefie la SR, por ejemplo, el tipo de reactor
utilizado y el tipo de efluente. EI TRH 6ptimo varia segun la configuracién del
sistema y el pH del proceso, se ha reportado THR= 6 h en condiciones neutras;
mientras que, a condiciones acidas, THR= 20 h (Aoyagi y col, 2017). El THR
afecta directamente en la dindmica de la comunidad microbiana, un THR corto
implica deficiencia en la reproduccion celular y actividad microbiana, por el lavado
de la biomasa del sistema; ademas, limita la oxidacion de sustratos y genera
acumulacion de acetato (reaccion incompleta). Un THR largo, aumenta la

competencia entre BSR y metandgenos ya que aumenta la produccion de Ho.

El potencial redox (ORP) se emplea para reflejar las “macro” propiedades redox

de las todas las sustancias en una solucion acuosa. ORP < -100 mV favorece
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condiciones reductoras para mantener la actividad de las BSR; ORP > -100 mV
favorece condiciones oxidantes y puede inhibir la actividad BSR. La SR se
encuentra en un rango de ORP de -150 a -200 mV a pH 7 (Atlas y Bartha, 1993);
(Lynch y Poole, 1979).

2.4.4 Aplicaciones

Dentro de los procesos convencionales para la precipitacion de metal(oid)es se
encuentras los que emplean hidréxidos y sulfuros. De modo que el proceso de
sulfato-reduccion se puede aplicar para la recuperacion de metal(oid)es
implementando biorreactores sulfurogénicos para la precipitaciéon de metal(oid)es
con el sulfuro producido. Si bien, los metal(oid)es pueden fungir en pequefias
cantidades como nutrientes y oligoelementos por plantas y animales, para que
los organismos completen su ciclo vital, en mayores concentraciones pueden
superar cierto umbral y volverse toxicos, como el Cu, Cr, Se, Zn, Ni, Hg, As y Sb,

entre otros.

La reaccion del sulfuro con los metales pesados produce precipitacion de sulfuros
metalicos insolubles, los cuales se pueden recuperar y reutilizar en procesos
industriales. De este modo, con ayuda de las BSR se pueden depurar aguas
acidas que contengan altas concentraciones de metales pesados y sulfatos.

Algunos autores han realizado estudios en la aplicacion de consorcios
microbianos sulfato reductores, con la finalidad de reducir Cré* a Cr3* en
sedimentos marinos (Cheung y Gu, 2003), y la aplicacién en sedimentos de un
campo petrolero en Louisiana, USA, con el fin de investigar la corrosion de
tuberias (AlAbbas y col., 2013).

Ademas, las BSR también se han utlizado en diferentes procesos
biotecnolégicos como la remediacion de suelos y efluentes, en sistemas
robustos. Estos procesos han presentado alta eficiencia en la degradacion de

compuestos complejos, permitiendo llegar hasta su mineralizacion; también ha
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permitido superar limitantes metabdlicas como es la alta concentracion de sulfuro

0 bien la acumulacién de acetato (Campos Quevedo, 2015).

A pesar de que las BSR se desarrollan mejor en medios de pH entre 6 a 8,
algunas BSR han sido aisladas de ambientes extremos como sitios contaminados
con petréleo, minas abandonadas, etc. (Sanchez-Andrea y col., 2015), y a pH
bajos (3.08-4.02) se ha logrado describir actividad de SR por una poblacion mixta
compuesta por varios grupos de BSR acetogénicas y una cepa de Acidocella
(Kimura y col., 2006).

3. Metodologia experimental
3.1 Fuente del in6culo (BSR)

El indculo utilizado en los experimentos se obtuvo de un reactor anaerobio de
una planta cervecera de Cd. Obregdén, Sonora. El contenido de sdlidos
suspendidos volatiles (SSV) fue de 48.41 g/L.

Para estudiar el comportamiento de las BSR, se crearon las condiciones
anaerobias necesarias que permitan la sulfato reduccion en experimentos en lote
con diferentes concentraciones de antimonio (Ill) y un experimento control que
difiere del resto por no contener antimonio. El experimento control permite tener
una referencia del comportamiento de los microorganismos sin ser afectados por
antimonio y asi realizar la comparacién con los que si estaran expuestos al

antimonio (I11).

3.2 Experimentos en lote con y sin Sb (ll1)
3.2.1 Medio utilizado

El medio de sulfato reduccion utilizado fue el Medio Postgate B modificado (MPB)
(Tabla IIl) formulado por Juan Postgate (Postgate, 1984) que consiste en un

medio anaerdbico, que cuenta con lactato como fuente de carbono.
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Tabla Ill. Medio Postgate B modificado

Reactivo g/L
Na2S04 1
MgSOas-7H20 2

K2HPO4 0.5
NHa4Cl 1

CaClz -6H20 0.1
Extracto de 1

levadura

Las sales incluidas en el MPB como Na2SO4 y MgSO47H20 que aportan una
concentracion de 1500 mg/L de sulfato. La relacidon de lactato y sulfato
(DQO/S04%) fue de 0.67. La cantidad de lactato se agreg6é a partir de una

solucién de lactato de sodio para obtener una concentracion de 10 mM.

3.2.2 Preparacion

Antes de montar el experimento, el in6culo se mantuvo en condiciones
anaerobias, con medio Postgate B modificado y lactato en un bidon de plastico,
con la finalidad de mantenerlos activos y descartar algun tipo de inhibicion al

iniciar el experimento.

Los experimentos se realizaron por triplicado considerando un tratamiento control
y otro tratamiento con adicion de antimonio (IIl); para un total de 6 botellas
experimentales con capacidad total de 120 mL. En cada experimento se
agregaron 2g de SSV/L, 10 mM de lactato y el volumen de trabajo se llevé a 100
mL con MPB. En los experimentos que asi lo requerian, se agreg6 antimonio (l11)

a partir de una solucién stock considerando 3 etapas, iniciando con una
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concentracion de 5 ppm de antimonio (l11), seguido por 10 ppm y, por ultimo, 100

ppm.

Para garantizar las condiciones anaerobias, se burbujeé el liquido contenido en
cada botella con una mezcla CO2/N2 por 2:30 minutos y, posteriormente se
cerraron con tapones de goma de butilo, sellados con tapones de aluminio y se

realiz6 una purga por 1 minuto del espacio de cabeza de cada botella.

Para el cambio de etapa se considerd la disminucién de sulfato respecto el
tiempo, se establecié un 80% de consumo de sulfato para volver a inyectar en
cada botella una concentracion total de 1500 mg/L (15.62 mM) de sulfato, 10 mM
lactato y la concentracion de antimonio correspondiente a cada etapa. Para cada
toma de muestra se considero la cinética de la actividad de las BSR, tomando el
tiempo cero y en tiempos especificos de cada botella experimental para

determinar pH, sulfato, sulfuro y antimonio.

Al final de las etapas, se realizd un experimento abiotico por triplicado en un
volumen de 10 mL, y se utilizé el sulfuro acumulado al final de las tres etapas y
se le agreg6 100 ppm de antimonio (l1I). Se incub6 a una temperatura de 30°C y
se tomd muestra de sulfuro y antimonio (lll) al paso de 29 dias para determinar

la remocion de antimonio y sulfuro utilizado.

3.3 Técnicas analiticas

3.3.1 Determinacion de SO4%

La prueba de sulfato (SO4?%) se realiz6 por el método Glicerol (ASSAL, 2008), el
cual consta de una solucién acondicionadora llamada buffer y cloruro de bario
(BaCly).

La solucién de buffer (Tabla 1V) funciona como solvente acondicionador que

permite la reaccion con el cloruro de bario agregado para formar un precipitado
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blanco de sulfato de bario (BaSOa4) con valores de turbidez estables para medirlos

en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 420 nm.

Tabla IV. Preparacion de la solucién de buffer

Reactivo mL
Agua destilada 30
HCI 3
Alcohol
isopropilico 10
(C3HsO)
NacCl 7.5 g*
Glicerol (C3HsO3) 5
Volumen total 49

Se utilizo el espectrofotometro HACH modelo DR3900 y se realizo la lectura por

medio de celdas de plastico de 1 cm a 420 nm.

Para la curva de calibracion se utilizé una solucién stock preparado con sulfato
de sodio anhidrido (Na2S0Qa4), a diferentes concentraciones de sulfato en agua
destilada, y a partir de la lectura en el espectrofotometro a 420 nm se obtuvo la

ecuacion (Ec.12):
y = 239.16 x + 3.046 (Ec.12)
R? =0.9877

Para cada prueba experimental a 20 mL de muestra se afiade 1 mL de buffer y
0.117 g de cloruro de bario (BaClz) e inmediatamente se agita durante 1 minuto

y se deja en reposo por 5 minutos para leer en el espectrofotometro a 420 nm.

Se realiz6 el mismo procedimiento con 20 mL de agua destilada (sin sulfato)

como blanco para calibrar el espectrofotometro a O.
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El valor de absorbancia medido se introduce en la ecuacion 12 (Ec.12) y el
resultado se multiplica por el factor de dilucibn empleado, que es igual a la

concentracion final de la muestra.

3.3.2 Determinacion de S#

La prueba de sulfuro (S%) se realizé por el método de Cord-Ruwisch (1985). Los
reactivos y sustancias necesarios son sulfato de cobre pentahidratado (CuSOu-
5H20), é&cido clorhidrico concentrado (HCI), sulfuro de sodio nonahidratado
(NazS-9H20) y agua destilada reducida. Para la técnica se necesita una solucion
stock de sulfato de cobre 0.5 M, una solucion stock de acido clorhidrico 5 M, una

solucion estandar de sulfuro de sodio 100 Mm y un reactivo de trabajo.

El reactivo de trabajo (CuSOa4 + HCI) se preparo agregando 1 mL de la solucion
stock de CuSO4 mas 1 mL de solucion stock de HCI por cada 100 mL de agua
desionizada. Las concentraciones finales en el reactivo de trabajo fueron de 5
mM de CuSOsy 50 mM de HCI.

El reactivo de trabajo se prepard al momento de su uso, calculando la cantidad

de reactivo necesario para evitar desperdicios.

Para la curva de calibracion se utilizé la solucién estandar de sulfuro de sodio a
100 mM y el agua destilada reducida, realizando soluciones a diferentes

concentraciones de sulfuro obteniendo la ecuacion (Ec.13):
y = 18.502 x + 0.3836 (Ec.13)
R? = 0.9894

Se utilizé el espectrofotometro HACH modelo DR3900 y se realizo la lectura por
medio de celdas de plastico de 1 cm a 480 nm en tubos HACH con 4 mL de

reactivo de trabajo sellados con Parafilm, adicionando 0.1 mL de muestra. Las
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lecturas se hicieron por triplicado para leerlo inmediatamente en el

espectrofotometro a 480 nm, previamente calibrado a 0 con el blanco.

De cada triplicado se obtiene un promedio del valor de absorbancia obtenido y
se calcula con la ecuacion 13 (Ec.13) obteniendo la concentracion de sulfuro

presente.

3.3.3 Determinacién de Sb (lll)

La prueba de antimonio se realizd por la técnica de espectrometria de emision
atomica con plasma de microondas (MP-AES) (2020). Se utilizé acido nitrico
(HNO3s) para acidificar las muestras y el material de referencia de Antimonio
certificado trazable a SRM de NIST Sb203 en HCI 7% de la marca Supelco para

la curva de calibracion y tartrato de antimonio y potasio (CsH4K2012Sh2 - 3H20).

El equipo utilizado fue el modelo 4210 MP-AES marca Agilent a una longitud de
onda de 206.833 nm.

Para la curva de calibracién se ajusto el flujo principal de nitrégeno a 2 L/min, el
flujo de carbdén a 1.5 L/min y el flujo de nebulizacion a 0.75 L/min; el limite de
deteccién fue de 0.20 mg/L para un intervalo de concentracion de 0.25 a 50 mg/L

con el material de referencia a 206.833 nm.

Para procesar la muestra se hizo una dilucion de 1 mL de muestra y 9 mL de
acido nitrico al 2% en tubos de centrifuga conicos de polipropileno de 15 mL, para
un volumen total de 10 mL. Cada muestra de realizé por triplicado y se obtuvo un

valor promedio en mg/L (ppm).
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3.3.4 pH

Para la determinacién de pH se utilizé el potenciémetro modelo HI2211 de la
marca HANNA. Se emplearon soluciones de calibracion de pH estandar de 4 y
de 7.

Para esta prueba fue necesario calibrar el equipo, siguiendo las indicaciones del

manual de calibracion.

Para medir pH se necesitaba al menos 2 mL de solucion de cada botella, los
cuales se filtraban por una membrana de 0.45 um para proceder a medir el pH a
la temperatura mas cercana de su incubacion, que corresponde a 30°C. Cada
botella de control y antimonio (IIl) tenia su triplicado, por lo que al final se estimé

el promedio.

Entre cada lectura fue necesario enjuagar el electrodo con suficiente agua

destilada para eliminar excesos y contaminacién de una muestra a otra.

4. Resultados y discusion
4.1 Respuesta de la actividad SR al [Sb (lIl)].

La respuesta en el pH al inicio y fin de cada etapa a diferentes concentraciones
de antimonio (Il1): 5 ppm, 10 ppm y 100 ppm, respectivamente se muestra en la
Tabla V'y Figura 4.

Tabla V. Valores de pH al inicio y fin de cada etapa.

Etapa pH control pH Sb (111)
Inicial Final Inicial Final
1 6.6 7.24 6.6 7.45
2 7.42 7.63 7.6 7.48
3 7.52 7.69 7.54 7.59
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Puede observarse que al inicio del experimento (Etapa 1), a una baja
concentracion de antimonio, el medio presentaba un pH ligeramente por debajo
de la neutralidad, regulandose al finalizar la etapa. Al inicio y final de la Etapa 2,
gue corresponde a 10 ppm de antimonio (Ill), se mantuvieron las condiciones de
pH, incluso en concentraciones mayores como en la Etapa 3 a 100 ppm. Los
valores de pH indican que las cantidades de antimonio (IIl) utilizadas
practicamente no afectaron la actividad de SR de acuerdo con el lote de control

gue muestra valores similares al lote de antimonio (llI).

8
7.8
7.6

7.4
7.2
T
o ® pH control
6.8
6.6 H pH Sb I
6.4
6.2
6

8 13 15 17 20 20 23 24 27 29 44 48 50 55 59 63

~

Tiempo (dias)

Figura 4. Comportamiento del pH respecto al tiempo durante los experimentos.

El tiempo de duracién de cada etapa dependié completamente de la actividad de
SR (Figura 4). De acuerdo con los datos, la etapa 1 presentd valores constantes
entre el dia 13 y 20, sugiriendo que la actividad de SR dej6 de realizar la sulfato-
reduccion tanto para el Control como el antimonio (I11).

En la etapa 2 se alcanzé una remocién del sulfato del 88% en el control, y 71%
en el experimento con antimonio (lll) promoviendo el cambio de etapa después
de 9 dias.
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En la etapa 3, el control logro la remocion de sulfato esperada al paso de 11 dias,

mientras que el experimento con antimonio (Ill) necesitd 19 dias para lograr la

misma disminucion de sulfato de 83% y 84%, respectivamente.

Los datos de la Tabla VI y Tabla VII corresponden a los niveles iniciales y finales

de sulfato en mg/L y la remocion final obtenida, para los experimento control y

aquellos adicionados con antimonio (lIl), respectivamente.

Tabla VI. Valores de concentracion de sulfato y sulfuro y porcentaje de

remocion de sulfato para el experimento control.

1 20 15.62 5.67
2 9 17.49 3.71
3 11 14.54 1.59

64 0.68 6.24
88 2.81 5.01
83 2ol 4

@ Tasa de remocién maxima de sulfato, correspondiente a las primeras tres

mediciones de cada etapa.

Tabla VII. Valores de concentracion de sulfato y sulfuro y porcentaje de

remocion de sulfato para el experimento con Sb (lll).

1 20 15.62 5.76
2 9 15.66 4.58
3 19 17.59 4.52
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84 1.74 4.26



@ Tasa de remocion maxima de sulfato, correspondiente a las primeras tres

mediciones de cada etapa.

Realizando la comparacion del sulfato removido y el sulfuro producido entre el
control y el tratamiento con antimonio (IIl) por etapa, se observa que el antimonio
(111) no representd alguna inhibicidn biologica para la actividad de las BSR. En los
resultados representados graficamente (Figura 5 y Figura 6), se observa el
incremento del sulfuro y la disminucion del sulfato respecto al tiempo, lo que

representa la cinética de la sulfato-reduccion para el tratamiento control y Sb (lIl).

A su vez, la tasa de remocidbn maxima se presentd en las primeras tres
mediciones de cada etapa tanto para el experimento control y el de Sb(lll). Sin
embargo, la tasa de remocion fue mayor para los experimentos control que para
los de antimonio (lll), alcanzando el valor de 2.81 mM/d (270.08 mg/L-d) en la
etapa 2, contra 1.99 mM/d (190.76 mg/L-d) en el experimento con antimonio (llI),
en los primeros 4 dias. En la etapa 3 se observo el mismo comportamiento en el
experimento control correspondiente a los primeros 4 dias, alcanzando una tasa
de remocion de 2.31 mM/d (221.97 mg/L-d), a comparacion del experimento con
antimonio (Ill) que alcanz6 1.74 mM/d (167.21 mg/L-d) de remocién maxima en

una semana.
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Figura 5. Sulfato-Sulfuro respecto al tiempo para el experimento control.

20.0 30.0
ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3
18.0 5 ppm 10 ppm 100 ppm
25.
16.0 >0
14.0
— 200 __
= 120 =
E E
o 10.0 150 o
- —_
L 2
=S 80 £
(%] (%]
10.0
6.0
4.0
5.0
2.0
0.0 0.0

0O 8 13 15 17 20 20 23 24 27 29//a4 48 51 55 59 63

Tiempo (dias)

—@—SULFATO (mM)  —@—SULFURO (mM)
Figura 6. Sulfato-Sulfuro respecto al tiempo para el experimento con Sh (I11).
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En cada etapa se estudidé la actividad de sulfato-reduccion con lactato como
fuente de carbono, con una concentraciéon de 10 mM, tomando en cuenta la

reaccion siguiente, Ec. 14, (Xu y Chen, 2020):
2CH;CHOHCOO™ + S0~ - HS™ + 2CH;C00~ + 2HCO3; + H* (Ec.14)

En esta reaccion, en condiciones anaerobias o anodxicas, la reduccion de lactato
produce acetato siempre y cuando no sea una reaccion completa. La presencia
de acetato es un indicador que la sulfato-reduccién fue incompleta.

Se hizo un andlisis de las muestras al final de cada etapa para determinar cuanto
lactato se produjo y si la reaccién fue completa o incompleta, mediante una
cromatografia liquida (HPLC). Los resultados obtenidos son los siguientes (Tabla
VII:

Tabla VIIl. Comparacion de lactato consumido y acetato producido

tedrico y experimental.

sb(ny
1 946.32 819.4 537.05 754.3
2 1064.28 891.3 584.17 377.2
3 1255.59 864.7 566.74 90
Control
3 1243.63 825.3 540.91 36.1

@ El acetato tedrico final fue calculado con la ecuacion 10, con el valor

del lactato consumido final.

El lactato agregado en cada etapa fue de 10 mM, o bien, 900.8 mg/L y los
resultados obtenidos indican que la reaccion fue incompleta, produciendo ac.
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acético. En la etapa 1, el lactato consumido fue de 819.4 mg/L y se determinaron
en la muestra final del experimento, 754.3 mg/L de ac. acético, 40% por encima
al valor teorico, es decir, hubo una reaccion sulfato-reduccion incompleta.
Algunas especies de Desulfobacter, que utilizan acetato pueden crecer
relativamente rapido (tiempo de generacion de 20 h o menos) y tener alto
rendimiento celular, sin embargo, la mayoria de las BSR que oxidan
completamente los sustratos crecen mas lento, frecuentemente sus tiempos de
generacion son de mas de 20 h (Widdel, 1988).

En la etapa 2, se obtuvo un valor de ac. acético de 377.2 mg/L sugiriendo que
coexistieron especies de BSR capaces de utilizar el ac. acético como fuente de
carbono, ya que no se presenta acumulacién y esta 35% por debajo del valor

tedrico.

El acetato es un sustrato organico que puede ser utilizado como donador de
electrones y fuente de carbono para la SR, también en diferentes condiciones
por otro tipo de bacterias, como las metanogénicas. En este caso, que se estudia
la SR por BSR, la produccién de acetato durante la reduccién biologica de sulfato
es en realidad un gran inconveniente porque algunas BSR no pueden oxidar
completamente el acetato incluso con niveles excesivos de sulfato (Lens y col.,
2002). En consecuencia, el acetato que queda en el efluente contribuye en gran
medida a la DQO residual (Widdel, 1988); (Omily col., 1996); (Lensy col., 1998).
En este experimento no se determiné valores de DQO.

En la etapa 3, los valores de sulfato y lactato consumidos fueron similares a las
etapas anteriores, sin embargo, el ac. acético medido fue 84% menos que el
valor teorico, lo que indica que con el paso del tiempo hubo consumo de acetato
como fuente de carbono, mismo efecto que en la etapa 2. En la Figura 6, en la
etapa 3, se observa la actividad sulfato reductora con el paso de los dias,
denotando que pudo coexistir el uso de dos sustratos (lactato y acetato), para
seguir realizando la sulfato-reduccion por las BSR, posiblemente por la

existencia de diferentes tipos de especies. Por ejemplo, las especies del género
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Desulfotomaculum suelen consumir acetato, pero Desulfovibrio no lo utiliza. Este
altimo género solo degrada el lactato a acetato y se le conoce comunmente como
una BSR incompleta (Widdel, 1988).

En el caso del experimento Control, el analisis se realiz6 al final del experimento,
y se observa que el resultado de acetato medido fue de apenas el 7% en
promedio de acuerdo con el valor tedrico calculado. Este resultado se puede
deber a que los controles no sufrieron ningan tipo de inhibicién por el antimonio
(111), lo cual permitioé que las condiciones sulfato-reductoras fueran mejores para
la actividad de las BSR, propiciando la actividad de BSR completas que utilizaron

acetato como sustrato en el transcurso del experimento.

En comparacién del estudio realizado sobre la sulfato-reduccion con BSR como
tratamiento de remocion del arseniato (Liu y col., 2023), (siendo el arsénico un
metaloide con similitud al antimonio) se encontrd una eficiencia de remocion de
sulfato del 97.5% sin presencia de arsénico con una concentracion inicial de
2000 mg/L de sulfato, utilizando 3000 mg/L de lactato como fuente de carbono,
sin acumulacioén de sulfuro. En el tratamiento con arsénico (139 ppm de AsO4%),

se logré una eficiencia del 58.9% de remocién de sulfato.

En este estudio, la remocién de sulfato tuvo una eficiencia de hasta el 88% y
84% de remocion en los experimentos control y con antimonio (I11) (a 100 ppm),
respectivamente, utilizando 1500 mg/L de sulfato y 900.8 mg/L (10mM) de
lactato. Consumiendo hasta un 99% de lactato, e incluso hasta un 84% del
acetato producido en el tratamiento con antimonio (Ill) en la etapa 3, y un 93%
en el experimento control. La eficiencia de remocion de sulfato que se logré en
este estudio es mayor al 80% tanto en presencia y ausencia de antimonio. Y el
sulfuro acumulado permite la reaccion con el antimonio (lll) en altas

concentraciones para formar sulfuros de antimonio (I11).

La falta de estudios sobre la remocion de antimonio (lll) con bacterias sulfato-

reductoras no permite realizar una comparacion directa con los resultados
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obtenidos en esta investigacion, sin embargo, se logré la remocién de sulfato en

presencia de antimonio con eficiencias relativamente altas.

4.2 Remocion de Sb en experimento en lote

En la Tabla IX, se muestran los datos medidos de antimonio al inicio y final de
cada etapa para determinar el porcentaje de remocién de antimonio en cada

etapa, asi como el valor tedrico segun su reaccion con el sulfuro disponible.

En la etapa 1 se alcanz6 una remocion del 50% de antimonio (1), a diferencia de
la etapa 2 en la que no presentd cambid alguno en la concentracion antimonio
medida. Un factor importante en la reaccion pudo ser el tiempo de duracion de
cada etapa, ya que la etapa 2 dur6 la mitad de los dias (9 dias) que la etapa 1
(20 dias). También, la concentracion de antimonio y sulfuro pudo influir en la
formacion del sulfuro de antimonio, ya que la solubilidad de la estibina aumenta

en concentraciones mayores de sulfuro (Olsen y col., 2017).

Por el contrario, en la etapa 3 se logré la mayor remocion de antimonio,
alcanzando el 98.21%. La cantidad de sulfuro acumulada pudo haber promovido

la reaccion para formar estibina (Sb2Ss).
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Tabla IX. Remocion del Sb (IIl) por etapa y reaccion con el sulfuro.

1 5 2.48 2.52 50.4 0.0616 0.0310 3.88
2 12.48 12.58 0 0 0.1537 0 6.08
3 132.25 2.37 129.88 98.21 1.6292 1.6000 7.22

@ Concentracion de antimonio con el que inici6 la etapa. ® Concentracion de
antimonio medido al final de cada etapa. © Cantidad de Sulfuro en [mM] necesario
para remover el [Sb inicial]. @ Cantidad de Sulfuro en [mM] que se utilizé en la
reaccion para remover antimonio. ® El valor del sulfuro sin utilizar es la diferencia
entre el valor tedrico que se debid producir estequiométricamente con el valor

medido final por etapa (Tabla VII).

La cantidad de sulfuro producido en cada etapa excede el valor teérico minimo
necesario para remover las concentraciones de antimonio presentes en cada
etapa. De acuerdo con los calculos realizados, la cantidad de sulfuro necesario

para la remocién del antimonio fue menos de 1.63 mM.

De acuerdo con la reaccion de antimonio y sulfuro para formar sulfuro de
antimonio (Sh2Ss) (Ec. 11), tomando 10 mM como referencia, 10 mM de sulfuro
podria reaccionar con aproximadamente 800 mM (o ppm) de antimonio, o bien,
1 mM de sulfuro podria reaccionar con 80 mM (o ppm) de antimonio,
aproximadamente, para formar 3.28 x 10 mM de estibina.

2Sb(OH)3 + 3HS™ — —> Sb,S5 + H,0 (Ec.11)

Teniendo estos célculos como referencia, podemos realizar la comparacion con

los resultados obtenidos en cada etapa de acuerdo con el sulfuro presente.
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El valor del sulfuro sin utilizar en la Tabla IX, es la diferencia entre el valor tedrico
que se debio producir estequiométricamente con el valor medido final por etapa
(Tabla VII). Esta diferencia corresponde a la concentraciéon de sulfuro que
reacciono por etapa, por lo cual es el valor tomado como base para realizar los

calculos de la reaccion de la Ec. 11.

El valor teérico de produccién de sulfuro se calculé en base a la Ec. 14, utilizando

la concentracion inicial de sulfato de cada etapa.
2CH;CHOHCOO™ + SO~ -» HS™ + 2CH;C00~ + 2HCO3 + H* (Ec.14)

Una vez mencionado esto, en la Etapa 1 se cuantificaron 3.91 mM de sulfuro y
de acuerdo con los célculos tedricos, esta concentracion es suficiente para que
reaccione con las 5 mM o ppm de antimonio agregadas. Sin embargo,
experimentalmente solo el 50% de antimonio fue removido de la fase acuosa, lo
cual se puede deber a diversos factores como el tiempo y la capacidad de
adaptacién de los microorganismos, el pH del medio y la solubilidad de la

formacioén de sulfuros de antimonio.

Por otro lado, en la Etapa 2 no hubo dato experimental que nos indicara que hubo
reaccion de antimonio con el sulfuro, a pesar de que la actividad de SR siguio en
curso hasta el dia final de esta etapa. En este caso, se puede considerar el tiempo
como un factor importante para que ocurra la reaccion. Tanto en la etapa 1y 3
(20 y 19 dias, respectivamente) se cuantific6 una disminucion en el sulfuro,
sugiriendo la reaccién con el antimonio presente. En cambio, en la etapa 2, la
duracion fue de 9 dias (menos de la mitad del tiempo que las etapas 1y 3), que,
asi como en la sulfato-reduccién, pudo ser un factor que interfiri6 para que

ocurriera dicha reaccion.

En la Etapa 3 hubo una remocién del 98% de antimonio, durante esta etapa

estaban disponibles 8.82 mM de sulfuro , lo cual supera el valor teorico de sulfuro
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necesario para remover el antimonio por completo, que corresponde a 1.6292

mM de sulfuro.

De acuerdo con la Tabla X, se hace una comparacion con estudios sobre la
eficiencia de remocion de antimonio (lll) y este estudio, los cuales difieren en el
meétodo utilizado, ya que no se pudo encontrar estudios sobre el uso de BSR para

la remocion de antimonio (l1l) y comparar directamente los resultados.

Tabla X. Comparacién de estudios para la remocion de Sb (111).

Maxima
Método Material Concentraciéon  Eficiencia de Referencia
utilizado de Sb(lll) remocion de
Sb %
Nan0|émina8 100% (méximo)
. funcionalizadas 0 (Zengy col.,
. y 85.6%
ae=iely de hierro con 2@ ALY (promedio de 4 2020)
guitosano pruebas)
Nanoparticulas .
., ) (Liy col.,
Adsorcion de hierro 1,15y 2 ppm 93%
o 2022)
fitosintetizadas
Sulfato- 0 Estudio
Reduccion ESR LD Flaim AR presente

4.3 Remocion de Sb en experimento abiodtico

Adicional al experimento en lote con Sb(lll), se realizé un experimento abiotico
por triplicado en un volumen de 10 mL, en donde se utilizé el sulfuro acumulado
del experimento control, correspondiente a 28.42 mM, y se le agreg6 100 ppm de
Sb(lll) para analizar la remocion de antimonio al paso de 30 dias. Los datos

experimentales se muestran en la Tabla XI.
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Tabla XI. Remocion de Sb (lIl) a 100 ppm con sulfuro acumulado del

experimento control.

Remocion Sulfuro inicial Sulfuro final  Diferencia de
de Sb (%) (mM) (mM) sulfuro (mM)

41.7 28.42 15.28 13.14
Los valores de la tabla corresponden al promedio del triplicado, tanto para el

antimonio como el sulfuro medido.

La remocion del antimonio obtenida en el experimento biolégico (98.21%) fue
mejor que en el experimento abidtico anaerobio (41.7%), a pesar del tiempo
transcurrido, por lo cual podemos considerar la importancia de las condiciones
para la precipitacion de los sulfuros de antimonio, los cuales al paso de 24 horas

ya se podian visualizar.

También se pudo determinar que en el experimento abiotico tener sulfuro en
exceso no es determinante para que ocurra una reacciéon con el antimonio

presente.

En el estudio de Liu y otros (2023), determinaron el mismo comportamiento en
su experimento sin microorganismos, lo que indicé que la formacion de
precipitados de sulfuro de arsénico dependia en gran medida del proceso
microbiano (Liu y col., 2023). En comparacion con este estudio, la diferencia de
la remocién del antimonio entre el experimento biolégico y abiético anaerobio, fue
del 56%, indicando la importancia de la existencia de los microorganismos para

la precipitacion de sulfuros de antimonio.

En la Figura 7 se puede ver que visualmente no hubo diferencia en la coloracion

del experimento de antimonio (I1l) respecto del control al final de la etapa 1.
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CONTROL

Figura 7. Final de etapa 1, control y Sb (lIl), respectivamente.

En la etapa 2, se observé una ligera coloracion en los experimentos de antimonio

(111, pero al final el liquido clarific, como se observa en la Figura 8.

L

CONTROL SXD)

Figura 8. Inicio y final de etapa 2.

En la Figura 9, se visualiza el experimento control y Sb (IIl) correspondiente a la
etapa 3, en el cual se observa claramente la diferencia en el color de los
experimentos. En el experimento con Sb(lll), el color naranja representa la

reaccion del antimonio con el sulfuro y la formacion de sulfuros de antimonio.
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Figura 9. Etapa 3 correspondiente a los experimentos (A) control, sin antimonio
y (B) 100 ppm de Sb (ll1).

En la figura 10, se muestra el experimento abidtico al paso de 30 dias. El volumen
de 10 mL nos permitié visualizar con mayor claridad los precipitados de sulfuro

de antimonio formados.

Figura 10. Reaccion de antimonio con sulfuro en experimento abidtico.

5. Conclusiones y recomendaciones

Las BSR lograron realizar la sulfato-reduccion practicamente sin afectaciones o

alteraciones en el pH. Los resultados demuestran la actividad de las BSR, aun a
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altas concentraciones de antimonio (Ill), incluso ayudando a estabilizar el pH del

medio alrededor de 7.5.

Se determind que la reaccion de antimonio (II) con sulfuro es mas favorable para
altas concentraciones de sulfuro y antimonio, debido a que el sulfuro en mayor
concentracion favorece la formacion de precipitados de sulfuro de antimonio. Se
pudo visualizar y verificar este producto por la aparicion de precipitados de un

color naranja.

La actividad de las BSR no se afecté a concentraciones menores de 10 ppm de
antimonio. A altas concentraciones de antimonio (lll) y de sulfuro acumulado se
observo una reaccion (precipitados) y una ligera inhibicion en la actividad sulfato-

reductora, la cual fue mas lenta en comparacion con las etapas 1y 2.

El tiempo de adaptacion fue un factor importante en la actividad de las BSR para
poder reducir el sulfato presente a sulfuro y, a su vez, permitir que el sulfuro

biogénico reaccione con el antimonio.

Las condiciones para el desarrollo y crecimiento de las BSR son sumamente
importantes para el proceso de sulfato-reduccion y la precipitacion. La ausencia

de microorganismos redujo 56% la eficiencia de remocion de antimonio a 100

ppm.

De acuerdo con el estudio realizado aplicar la sulfato-reduccién por las BSR como
un tratamiento para remover antimonio ofrece buenos resultados de hasta el 98%

de remocion de antimonio (ll1).

5.1 Recomendaciones

El estudio realizado en este trabajo sobre la evaluacion del consorcio microbiano
con bacterias sulfato-reductoras expuesto al antimonio (lll) en un medio acuoso
permite seguir explorando la respuesta de estas bacterias ante mayores

concentraciones de antimonio (lll) para su remocion, considerando que no
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existen estudios especificos utilizando bacterias sulfato-reductoras ante
antimonio (lll); incluso demostrar si estas baterias contindan realizando un
comportamiento similar en un medio acuoso que provenga de un drenaje de

minas o drenaje acido de minas, asi como también de residuos industriales.

También se puede seguir explorando el estudio para determinar qué tipo de
especies predominan en su desarrollo y crecimiento en estas condiciones, asi

como mayor eficiencia en la actividad de sulfato-reduccion.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el proceso podria implementarse para
obtener otro tipo de precipitados y, con la ayuda de procesos fisicos, recuperar
el metal(oide) de interés. Asi como también promueve la investigacion en la
aplicacion de BSR para la formacion de precipitados de sulfuro de antimonio y
determinar qué tipo de especies se forman, para la recuperacion de este

metaloide y remediacion de medios acuosos.
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ANEXOS

ANEXO A. Diagramas de especies de sulfuro de antimonio en un rango de
pHde 1lal2.

[SB(OH) 3l or = 41.00 uM

1.0 Sba2S3(s)

Fraction

Concentracion de antimonio (lll) de 5 ppm (41.0 yuM) y concentracion de sulfuro
(HS") de 5.0 mM.

[SB(OH),] 82.00 uM [F1S] = 10.00 mM

TOT
Sb-S3(s) Sb,S 2

TOT

Fraction

Concentracion de antimonio (llIl) de 10 ppm (82.0 yM) y concentracion de
sulfuro (HS") de 10.0 mM.
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[SPOH) 1 op = 0.82 mM [HS liopr = 2500 mM
1.0 SboS3(s) Sb,sS_ =

Fraction

Concentracion de antimonio (lll) de 100 ppm (0.82 mM) y concentracion de
sulfuro (HS") de 25.0 mM.

Realizados con el software Hydra Medusa.
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