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RESUMEN

Este trabajo compard la remocion de dos concentraciones de arsénico
utilizando adsorbentes organicos a base de hierro, un consorcio microbiano, un
precipitado biogénico y una estructura metal orgénica en solucion acuosa. Los
resultados indicaron que, el consorcio microbiano estaba dominado por el género
Acidithiobacillus, con un 99,46 %; el precipitado biogénico fue similar al mineral
Schwertmannita y la estructura metal orgénica se acercé al nanomaterial MIL-
100(Fe). En la remocién de arsenito (As (111)), se comprobd que el consorcid
microbiano no removid el agente tdxico, mientras que, el precipitado biogénico
tuvo los mayores porcentajes de remocion de 24,41 y 20,66 % frente a la estructura
metal orgénica con 0,70 y 6,22 %. En contraste, en la remocién de arseniato (As
(V)), no hubo diferencias significativas entre los adsorbentes, con un 71,76 y 64,27
% por el precipitado biogénico; 78,95y 51,90 % para la estructura metal organica
a partir de 1 y 5 mg/L de arsénico inicial. En la cinética de remocién de arsenico,
los valores fueron mayores a los resultados iniciales debido al mayor contacto con
el adsorbente. Concluyendo que, tanto el precipitado biogénico como la estructura
metal organica pueden remover el As (V), mientras que, el As (Ill) puede ser
removido por el precipitado biogénico en medio sin agitacion continua.
Palabras clave: remocion; consorcio microbiano; precipitado biogénico; estructura

metal organica.
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ABSTRACT

This work compared the removal of two arsenic concentrations using iron-
based organic adsorbents, a microbial consortium, a biogenic precipitate, and a
metal-organic framework in aqueous solution. The results indicated that the
microbial consortium was dominated by the genus Acidithiobacillus, with 99,46%;
the biogenic precipitate was similar to the mineral Schwertmannite, and the metal-
organic framework was close to the nanomaterial MIL-100 (Fe). In the removal of
arsenite (As (I11)), it was found that the microbial consortium did not remove the
toxic agent, while the biogenic precipitate had the highest removal percentages of
24,41 and 20,66% compared to the metal-organic framework with 0,70 and 6,22%.
In contrast, there were no significant differences between the adsorbents for
arsenate (As(V)) removal, with 71,76% and 64,27% for the biogenic precipitate;
78,95% and 51,90% for the metal-organic framework starting from 1 and 5 mg/L
of initial arsenic. Regarding arsenic removal kinetics, the values were higher than
the initial results due to greater contact with the adsorbent. It was concluded that
both the biogenic precipitate and the metal-organic framework can remove As (V),
while As (I11) can be removed by the biogenic precipitate in a medium without
continuous agitation.
Keywords: removal; microbial consortium; biogenic precipitate; metal-organic

framework.
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I. INTRODUCCION

El arsénico es un metaloide tdxico para las plantas (Meharg & Hartley-
Whitaker, 2002), animales (Santra et al., 2000) y humanos (Chowdhury et al.,
2017). Este metaloide esta presente en el ambiente naturalmente, pero también es
producido por las actividades humanas (Ferguson & Gavis, 1972). La exposicion
ocurre principalmente a través de la ingestion de agua contaminada con arsénico
(Custodio et al., 2020). En las zonas afectadas tienen diferentes niveles de
exposicion, pero estas superan los 10 pg/L establecidos por la Organizacion
Mundial de Salud (Patel et al., 2005). Por otro lado, también se han reportado
pescados (Alamdar et al., 2017) y aves de corral contaminados con arsénico (Hu et
al., 2017).

El arsénico se presenta en su forma inorganica como arsenito (As®) y
arseniato (As°*) en las aguas subterraneas y superficiales (Baig et al., 2010); y en
su forma organica como é&cido monometilarsénico (Maeda et al., 1987),
dimetilarsinico y compuestos trimetilados de arsénico (Kaise et al., 1998).

Por ello, la comunidad cientifica ha investigado los diversos métodos para
la remocion de arsénico del agua, como la oxidacién, coagulacién-floculacion,
tecnologia de membranas y adsorcién. EI método de la adsorcion ha sido uno de los
mas estudiados debido a que los materiales usados como adsorbentes eran

eficientes, de facil manejo y econdmicos (Nicomel et al., 2015) frente a los otros


https://nph.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Meharg/Andrew+A.
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Hartley%E2%80%90Whitaker/Jeanette
https://nph.onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Hartley%E2%80%90Whitaker/Jeanette
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métodos, debido al uso de insumos (ALSamman et al., 2023) y equipamientos
costosos (Waypa et al., 1997).

En el estudio de las estructuras metal organicas, se han tomado diversas
estrategias como la adicion de nanoparticulas metalicas (Yang & Yin, 2017) y la
modulacion &cida que mostraron buenos resultados para la remocion de agentes
como el arsénico (Chia et al., 2023).

Los precipitados férricos biogénicos han tomado importancia por la
capacidad de remover arsénico en ambientes &cidos y soluciones acuosas (Song et

al., 2018).

1.1.  Planteamiento del problema

La contaminacion por arsénico es un problema global debido a que es un
metaloide carcinogénico y produce toxicidad aguda en los humanos, ademas de
causar hiperqueratosis y lesiones cutaneas, etc. El arsénico se presenta de diversas
formas en el ambiente, en el agua su movilidad se ve favorecida en las corrientes
de agua lo que produce su acumulacién en la cadena alimentaria y en el cuerpo
humano. En los dltimos afios la eliminacion de arsenico ha sido un tema muy
importante en la remediacion del agua (Wang et al., 2019).
En la region Tacna los resultados del monitoreo de la calidad del agua de las
Cuencas Caplina, Uchusuma y Maure reportaron la presencia de metales como
aluminio, manganeso, plomo, hierro, boro y arsénico que excedieron los estandares

de calidad ambiental. En el caso de la Cuenca Caplina, los resultados del monitoreo
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para la Categoria 1, respecto al uso Poblacional y Recreacional, Subcategoria A2,
demostraron que excedieron los limites de los estdndares de calidad ambiental en
los parametros quimicos como sulfatos 679,27 mg/L, aluminio 28,12 mg/L, hierro
16,37 mg/L, manganeso 1,03 mg/L y arsénico 0,09 mg/L (Autoridad Nacional del
Agua [ANA ], 2022), esto se deberia a la geologia regional y fuentes termales que
influyen en la calidad del agua, también se ha reportado la presencia de 0,48 mg/L
de arsénico en el rio Locumba (Machaca, et al., 2022) y 601,60 pg de arsénico por
gramo de creatinina en muestras de orina (Ale et al., 2017) que sobrepasan los

limites permisibles de los estandares de calidad ambiental.

En las épocas de lluvia la concentracion de los elementos disminuye y en épocas
secas aumenta la concentracion de estos elementos. Lo que indica que la
concentracion de los elementos depende de la precipitacion en la zona, cuando las
lluvias estan presentes, la concentracion de arsénico, hierro, aluminio y boro

disminuye y viceversa (Tacora-Villegas, 2016).

Por ello se plantea la pregunta ¢Qué adsorbente organico a base de hierro
utilizando un consorcio microbiano, un precipitado biogénico y una estructura metal

organica es el mejor en la remocion de arsénico de una solucion acuosa?
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1.2.  Hipotesis
El adsorbente orgdnico a base de hierro, consorcio microbiano, es
significativamente el mejor en la remocién de arsénico de una solucion acuosa

comparado al precipitado biogénico y a la estructura metal organica.

1.3.  Justificacion

La remocidn de arsénico es el proceso en el que se elimina a este usando
diferentes métodos como la oxidacion (Wu et al.,2020), filtracion por membrana,
precipitacion y adsorcion (Duarte et al., 2009). La remocion de arsénico es
necesaria porque es un problema por su alta concentracién que afecta a varias
regiones del mundo, en Chile 860,00 pg/L (Ferreccio et al., 2013), en Colombia
51,90 pg/L (Alonso et al., 2020), en Estados unidos 87,90 mg/L (Sorg et al., 2014),
en India 139,00 pg/L (Khan et al., 2023), en Per( 21,10 pg/L (Custodio et al., 2020).
La principal causa de contaminacion es la fuente geoldgica natural, como el lecho
rocoso (Giri et al., 2023), sedimentos (Deng et al., 2011), depdsitos minerales
(Scheiber et al., 2016) y aguas geotermales (Romero et al., 2003). EI consumo de
agua potable con niveles superiores al estandar permitido de arsénico conduce a una
variedad de enfermedades como dermatosis (Mandal & Biswas, 2004), cancer de
rifdn (Ferreccio et al., 2013), de pulmon (Issanov et al., 2024), de vesicula biliar
(Kumar et al., 2023), de la piel y queratosis (Alam et al., 2023).

Dentro de los diversos métodos para la remocion de arsénico del agua, como

la oxidacion, coagulacion-floculacion, filtracion por membranas, uno de los mas
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estudiados es la adsorcion usando estructuras metal organicas (Ploychompoo et al.,
2020) y precipitados férricos biogénicos con la ayuda de bacterias como
Acidithiobacillus ferrooxidans (Zhou et al., 2021) con resultados favorables.

Sin embargo, cada material usado como adsorbente tiene caracteristicas
diferentes en cada entorno, por ello, es necesario la investigacion ya que se ven
afectados por el tiempo de contacto (Kamde et al., 2018), concentracion del
adsorbente (Ahoranta et al., 2016), agitacion del medio y pH del medio (Song et al.,
2018).

Por ello, persiste la necesidad de desarrollar nuevas alternativas econémicas
y faciles de implementar, debido a que algunos métodos actuales no son accesibles
debido al costo o por el impacto del uso de reactivos que dafian el medio ambiente.

Este estudio proporciona una comparacion de la remocion de arsénico

usando tres adsorbentes para elegir el mejor y aplicarlo en futuras investigaciones.

1.4.  Objetivos

1.4.1. Objetivo general

e Comparar adsorbentes organicos a base de hierro utilizando un
consorcio microbiano oxidante, un precipitado biogénico y una
estructura metal organica para la remocion de arsénico en solucion

acuosa
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1.4.2. Objetivos especificos

Caracterizar el consorcio microbiano

Sintetizar el precipitado biogénico y la estructura metal organica.

Evaluar la capacidad de remocion del consorcio microbiano, precipitado

biogénico y la estructura metal organica a diferentes concentraciones de

arsénico.

Evaluar la cinética de remocion de arsénico del mejor tratamiento

obtenido.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. Contaminacion del agua por arsénico

La contaminacién por arsénico es un problema global debido a que es
carcinogénico y produce toxicidad aguda en los humanos, ademas de causar
hiperqueratosis, enfermedades respiratorias, etc. En el ambiente, la movilidad del
arsénico se ve favorecida en las corrientes de agua lo que produce su acumulacion
en la cadena alimentaria y en el cuerpo humano (Rao et al., 2017).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1993) citada por Frisbie &
Mitchell (2022) establecié como limite méximo permisible en el agua potable la
concentracion de arsénico (As) de 10 npg/L. Se considera al arsénico un
contaminante de méxima prioridad por su toxicidad y por ser cancerigeno. Los
estudios de muchas regiones del mundo verificaron la exposicion al arsénico debido
al consumo de agua y alimentos contaminados. Asia mostrd el mayor porcentaje de
sitios contaminados, seguido de América del Norte, Europa, Africa, América del
Sur y Oceania. De acuerdo a la literatura la contaminacion se atribuye
principalmente a las actividades antropogénicas y fuentes naturales, afectando a las
aguas subterraneas y las aguas superficiales (Khosravi et al., 2022).

El arsénico se encuentra naturalmente en el medio ambiente, pueden resultar
de procesos naturales, fuentes humanas historicas y actividades humanas actuales
(Paul et al., 2023). En el agua, los estados trivalente (111) y pentavalente (V) de

arsenico son los de mayor interés ambiental debido a la interacciéon con los seres
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humanos (Hughes et at., 2011). Ademas, los compuestos organicos, el acido
dimetilarsinico (DMA), metilarsonato monosddico y disodico usados como
pesticidas llegan a ser formas inorgéanicas arsénico (111) y arsénico (V) debido a las
reacciones bidticas y abioticas, y ser fuentes de contaminacion de las aguas

superficiales y subterraneas (Bednar et al., 2002).

2.2. Consorcio microbiano

Un consorcio microbiano es un grupo de dos 0 mas poblaciones microbianas
de diferentes especies que actlan conjuntamente dentro de una comunidad
microbiana. Un ejemplo de un consorcio microbiano es el de dos bacterias
oxidantes de hierro donde el crecimiento celular incrementa cuando Leptospirillum
ferriphilum crece sobre Ferroplasma acidiphilum y disminuye cuando F.
acidiphilum crece sobre L. ferriphilum. Sin embargo, F. acidiphilum estaria
utilizando los exopolisacaridos producidos por L. ferriphilum y las células lisadas
de este como fuente de carbono organico, demostrando tener una interaccion
sinérgica (Merino et al., 2016). Estas bacterias fueron aisladas en ambientes &cidos
como el drenaje acido de minas, donde la comunidad microbiana de un consorcio
puede estar constituido por Acidithiobacillus, Gallionella y Leptospirillum spp.
(Xiang et al., 2010). La composicion de la comunidad depende de factores
ambientales tales como el pH y la disponibilidad de nutrientes como Ahoranta et al.
(2016) reporta una comunidad microbiana conformada por Acidithiobacillus

ferrooxidans, A. ferrivorans, Leptospirillum ferriphilum y L. ferrooxidans
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empleadas en la oxidacion de hierro y arsénico para ser removidos mediante
coprecipitacion.

Aunque hay muchos estudios de los cultivos autotréficos como
Acidithiobacillus y Leptospirillum  también se ha estudiado cultivos
heterétrofos  de Alicyclobacillus tolerans y Acidiphilium cryptum aplicados en la
oxidacidn, coprecipitacion de hierro y arsénico (Demir et al., 2021).

Ademas, se han reportado comunidades microbianas en una biopelicula que
tienen capacidad de oxidar As (I1) a As (V), los géneros representativos fueron
Phenylobacterium, Hirschia, Woodsholea, Bradyrhizobium, Rhodobacter,
Roseomonas, Limnobacter, Leptothrix, Noviherbaspirillum, Hydrogenophaga,
Variovorax, Azoarcus, Acidovorax, Pseudoxanthomonas, Nitrosomonas Yy

Nitrospira (Crognale et al., 2019).

2.2.1. Oxidacion de hierro

El hierro es uno de los elementos de mayor abundancia en la corteza
continental (Wedepohl, 1995) y es fundamental para los seres vivos (Andrews et
al., 2003). Las bacterias que realizan la oxidacion del hierro se pueden subdividir
en cuatro grupos principales: oxidadores de hierro aerébicos y acidofilos (Valdés et
al., 2008); oxidadores de hierro aerdébicos y neutréfilos (De Vet et al., 2011);
oxidadores de hierro anaerdbicos y neutrofilos dependientes de nitrato (Jamieson et
al., 2018); oxidadores de hierro fotosintéticos anaerébicos (Hegler et al., 2008). Los

estudios de estas bacterias en la descontaminacion de arsénico se enfocaron en los


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alicyclobacillus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/acidiphilium
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acidofilos, Duquesne et al. (2003) estudié a A. ferrooxidans en condiciones de

laboratorio, donde el arseniato fue coprecipitado con hierro férrico.

2.3.  Precipitado biogénico

Los precipitados biogénicos son minerales de hierro como jarosita y
schwertmannita, principales minerales secundarios de hierro (I11) que se forman
naturalmente en ambientes &cidos, ricos en hierro y sulfatos, como el drenaje acido
de minas y los suelos costeros con sulfato &cido (Vithana et al., 2015).

La jarosita es un hidroxisulfato de hierro, su férmula general es (Na, K, NHa,
H30) Fes3(S0a4)2(OH)s. Se caracteriza por ser de color naranja oscuro. Este puede
obtenerse por sintesis bioldgica a partir hierro ferroso y pH 3 (Daoud & Karamanev,
2006) y sintesis quimica (Bigham et al., 2010).

La schwertmannita es un oxihidroxisulfato, mineral de color marrén
amarillento, componente principal de la mayoria de los precipitados formados a
partir de aguas de mina con pH de 2,5 a 4,5. Su formula general es
Fe16016(0OH)y(S04)..nH20. Bajo el microscopio electronico, la schwertmannita
tiene una morfologia fibrosa y una superficie especifica en el rango de 100 a 200
m?/g por lo que es poco cristalina (Bigham et al., 1994).

Los precipitados férricos de origen bioldgico han sido usados en la remocion
de diferentes concentraciones (10, 20, 50 y 100 mg/L) de arsénico (I11) (Ahoranta
et al., 2016) asi como la schwertmannita que, se ha usado en remocion del arsénico

del drenaje acido de minas (Carlson et al., 2002) y de soluciones acuosas; y su
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origen puede ser quimico o bioldgico (Song et al., 2018), donde la eficiencia de
remocion depende del pH, tiempo de contacto y carga superficial (Burton et al.,

2009).

2.4.  Estructura metal organica

Las estructuras metal organicas (Metal Organic Framework, MOFs), son
materiales porosos constituidos por ligantes organicos (moléculas orgénicas
adecuadas para unirse a los &tomos metalicos) y nodos metalicos (iones o cimulos)
estudiados desde hace tres decadas. Su estudio implica diversas aplicaciones como
en almacenamiento y separacion de gases, conductores, sensores quimicos,
catalisis, administracion de farmacos, creacion de nuevos materiales, sintesis de
compuestos adsorbentes, recuperacion de iones en el tratamiento de aguas
residuales y obtencion de agua a partir del aire (Villegas-Fernandez et al., 2021).

Se han reportado aproximadamente 80 000 estructuras metal organicas, esta
cantidad es debido a la alta flexibilidad estructural y geometria que poseen estas
estructuras que han sido reportadas por la Universidad de Oslo (UiO), Universidad
de Ciencia y Tecnologia de Hong Kong (HKUST), Material del Instituto de
Lavoisier (MIL) y Estructuras de Imidazolato Zeolitico (ZIF) (Khan et al., 2021).

Hay diferentes estructuras metal organicas aplicadas en diferentes areas,
éstas destacan debido a la estabilidad quimica (Chavez et al., 2021), estabilidad
térmica (Horcajada et al., 2007) y estructura de poro adaptable (Wang et al., 2017),

que los hacen atractivos en el area de la remediacion ambiental. De acuerdo a los
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estudios de la sintesis de Materiales del Instituto de Lavoisier, éstos han sido
sintetizados por diversos métodos como la sintesis hidrotermal (Seo et al., 2012;
Han et al., 2017), asistida con microondas (Le et al., 2020), sintesis por reflujo
(Tella et al., 2021), método electroquimico (Lestari et al., 2016) y sintesis
ultrasonica (Le et al., 2022).

Los investigadores han reportado varias estructuras metal organicas
aplicadas en la adsorcion de arsénico, uno de estos, de la familia de los Materiales
del Instituto de Lavoisier (MILs).

De la gran variedad de MILs, en la literatura los MIL-100, MIL-101, MIL-
68, y MIL-53 destacan por sus propiedades y aplicaciones especificas para la
remediacion ambiental (Khan et al., 2021). EI Material del Instituto de Lavoisier de
hierro (MIL-100(Fe)), es una estructura de carboxilato de hierro en forma de polvo
con un area de superficie Langmuir de 2800 m?/g y una estabilidad térmica de 270°
C (Horcajada et al., 2007). Este material poroso usado en la adsorcién de arsénico
proporciona cavidades de tamario apropiado para el ingreso de arseniato, y sitios de
Fe (I11) para capturar el arseniato en una solucion acuosa (Cai et al., 2016). Se
forma una estructura Fe-O-As en la superficie del adsorbente a través de la
sustitucion de hidroxilo con la especie de arsénico inorganico desprotonado (Yang
& Yin, 2017). La captacion de arsénico se debe a su estado redox de hierro y su

estabilidad en el agua, MIL-100(Fe) con grupos de 6xido de hierro es superior como
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adsorbente de arsenico del agua frente al grafito/6xido de grafito o sus analogos de

carbon activado (Georgiou et al., 2018).

2.5.  Adsorcion

La adsorcion consiste en la adherencia a la superficie de un solido
(adsorbente) de una molécula o i6n (adsorbato) desde un estado gaseoso o liquido.
Hay dos tipos de adsorcion, adsorcién fisica, cuando el adsorbato se adhiere a la
superficie por las fuerzas fisicas y adsorcion quimica, cuando el adsorbato se une

quimicamente a la superficie del adsorbente (Artioli, 2008).

2.6.  Secuenciamiento

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) es una de las moléculas fundamentales
de los seres vivos (Minchin & Lodge, 2019) y fue descubierta en 1953 por Watson
y Crick. El estudio del orden de la secuencia de ADN se ha realizado mediante
diversas tecnologias. Las tecnologias de la primera generacion son representadas
por los métodos de Maxam-Gilbert y Sanger. En el primero, las bases nitrogenadas
del ADN eran marcadas con P*?(forma radiactiva del fosforo) en el extremo y la
degradacion de estas con agentes quimicos para luego determinar la secuencia
mediante electroforesis (Maxam & Gilbert, 1977). El segundo método se basa en el
uso de la ADN polimerasa, la adicion de diferentes nucledsidos trifosfato
limitantes y el fraccionamiento de los productos que son leidos en electroforesis

(Sanger & Coulson, 1975). Las tecnologias de la segunda generacion son
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representadas por la tecnologia Illumina, que consiste en detectar bases individuales
usando colorantes reversibles a medida que se incorporan a las cadenas de ADN, es
ampliamente usada en el mundo (lllumina, 2024); la tecnologia lon Torrent basada
en chips semiconductores permite la secuenciacibn masiva en paralelo
(ThermoFisher Scientific, 2024). Las tecnologias de la tercera generacion como
PacBio y Oxford Nanopore Technologies (ONT) producen lecturas largas a
diferencia de las lecturas cortas de las anteriores tecnologias. Pacific Bioscience
(PacBio) ofrece lecturas largas de alta fidelidad que brindan una precision del 99,9
% (PacBio, 2024). ONT surgié hace méas de 30 afios con los primeros reportes de
Deamer & Akeson (2000) donde demostraron que las moléculas de ADN y ARN
se podian detectar cuando pasaban a través de un nanoporo aplicando un campo
eléctrico, este descubrimiento dio inicio a la deteccion rapida y directa de moléculas
de &cidos nucleicos (Kasianowicz et al., 1996).

2.6.1. Secuenciador MinlON

El MinlON es el secuenciador mas pequefio de 90 g. En su nucleo hay una
celda de flujo que contiene desde 48 a mas de 2000 nanoporos (Jain et al., 2016)
incrustados en una membrana electrorresistente, cada nanoporo esta dispuesto en
un canal y un chip sensor, que mide la corriente eléctrica. Cuando una molécula
pasa a través del nanoporo, la corriente se interrumpe para producir una sefial Unica,
esta se decodifica utilizando algoritmos de llamadas de base para determinar la

secuencia del acido nucleico (Oxford Nanopore Technologies, 2024).
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2.6.2. Codificacion de barras

La codificacion de barras es usada para la identificacion de bacterias a nivel
de género. Para ello se necesita ADN de buena calidad, preparacion de bibliotecas
donde se unen los cddigos de barras al ADN genémico mediante amplificacion,
seguido de la unién de adaptadores a los extremos del ADN, secuenciacion
utilizando el software MinKNOW, llamadas de bases y analisis en el software

EPI2ME (Oxford Nanopore Technologies, 2019) o Guppy (Yeo et al., 2024).
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I1I. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

3.1.1. Material biologico
Para la ejecucion de la presente tesis, se utilizo un cultivo microbiano M1-
18 oxidante de hierro parte de los cultivos del Laboratorio de Investigacion en

Biotecnologia Microbiana.



3.1.2. Reactivos

Nitrato de hierro
nonahidratado
(Fe(NOz3).9H:0)

Sulfato ferroso heptahidratado

(FeS04.7H20)

Sulfato de amonio
((NH4)2S04)

Sulfato de magnesio

heptahidratado
(MgS04.7H,0)

Fosfato dipotésico (KoHPOs)
Hidrdxido de sodio (NaOH) 5
M

Acido sulfurico (H2504) 5 M
Fluoruro de sodio (NaF)
Clorhidrato de hidroxilamina
(NH20H.HCI)

Acetato de sodio trihidratado

(CH3COONa.3H20)
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Acido  acético  glacial
(CH; COOH)

Carbonato de calcio (CaCOs )
Acido trimesico (HsBTC)
Meta-arsenito  de  sodio
(NaAsOy)

Arseniato de sodio dibasico
heptahidratado
(NazHAs04.7H0)

1-10 Fenantrolina

Etanol 96 °

Agua desionizada

Agua destilada

Citrato de sodio 10 mM
Buffer TAE 10X

Agarosa

Cebador o Primer 27 F y 1492
R

Kit de codigos de barras 16S

1-24 (SQK-165024)
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Agua libre de nucleasas e Tinte de gel de ADN SYBR
Perlas SparQ PureMag Beads Safe

Kit Qubit™ ds DNA HS e Aceite de inmersion

Etanol absoluto

Marcador de peso de ADN
Tinte de carga de ADN
3.1.3. Equipos
Centrifuga
Microcentrifuga

Estufa

Balanza analitica
Potenciémetro

Agitador orbital

Agitador magnético
Microscopio Optico
Difractometro Panalytical
Aeris Research
Microscopio electronico de

barrido

3.1.4. Material de vidrio y otros

Vaso de precipitado de 50,

Espectrometro de infrarrojo
por Transformada de Fourier
Espectrofotémetro Epochm
Transiluminador-
Fotodocumentador

Fuente de alimentacion para
electroforesis

Fluorémetro Qubit

Vortex

Equipo de electroforesis
Termociclador

Secuenciador MinlON MK1B

100, 250 mL



Fiola aforada de 25, 50 y 100
mL

Tubos de vidrio de 110 y 160
cm de largo

Probeta de 100 y 1000 mL
Matraces Kitasato de 250,
500, 1000 y 2000 mL
Matraz Erlenmeyer de 250
mL

Embudo de filtracion
Algodon

Ron de quemar

Papel aluminio

Papel Kraft

Mortero de ceramica

Tijera

Gradillas para tubos de
microcentrifuga.

Placa Take 3 (para el
espectrofotometro)

Rack magnético
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Micropipeta y tips de 1000
uL, 200 uL, 20 uL, 10uL y 3
uL

Filtro de membrana de 0,22
pm

Vaso de teflon 50 mL
Reactor hidrotermal de 50 mL
Celda de flujo Flongle R9.4.1
y adaptador

Tubos de microcentrifuga de
1,5y2mL

Tubos Qubit™

Tubos PCR de 0,2 mL
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3.2.  Disefio de la investigacion

Cuasi experimental
3.3. Métodos

3.3.1. Caracterizacion del consorcio microbiano

e Cultivo del indculo del consorcio microbiano

El cultivo denominado consorcio microbiano M1-18 fue cultivado en medio
9K modificado, el medio contenia (NH4).SOs4 0,5 g/L, K:HPO4 0,5 g/L y
MgSQO4.7H20 0,5 g/L disueltos en agua destilada a pH 2 y esterilizados a 121° C
por 15 minutos, la solucién de FeSO4.7H20 44,78 g/L se esteriliz6 en un filtro de
membrana de 0,22 pum (Wang et al., 2020). El cultivo fue detenido en la fase de
crecimiento exponencial y filtrado para ser centrifugado a 12 000 rpm durante 15
min a 4°C con agua pH 2 para obtener células lavadas (Zhou et al., 2021). Luego
se realizé una tincion Gram, para ver su morfologia en un microscopio 6ptico con
aumento total de 1000x se uso aceite de inmersion.

e Cultivo del consorcio microbiano en medio con arsenito

Las células obtenidas del anterior procedimiento fueron inoculadas en
medio 9K modificado, el medio contenia (NH4)2SO4 0,5 g/L, KoHPO4 0,5 g/L y
MgSQO4.7H20 0,5 g/L disueltos en agua destilada a pH 2 y esterilizados a 121° C
por 15 minutos, la solucion de FeSO4.7H20 19,91 g/L se esterilizé en un filtro de
membrana de 0,22 um (Wang et al., 2020). Cada medio contenia 8,75x108 Cel/mL

y As (lI1) de 1 y 5 mg/L. El cultivo fue detenido cuando el hierro se oxidd
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completamente. La concentracion de hierro se midio por el método de la
fenantrolina (Bravo, 2016) y se registrdé cada 24 horas junto a la concentracion
celular. Se realizd el mismo procedimiento para el grupo control negativo, en el que
no tuvo indculo del consorcio microbiano. Al final de la oxidacion de hierro por el
consorcio microbiano, el medio fue filtrado, centrifugado a 12 000 rpm durante 15
min a 4°C con agua pH 2 para obtener células lavadas (Zhou et al., 2021).

e Extraccion de ADN

El pellet de células lavadas o centrifugadas fue usado para extraccion de
ADN de acuerdo al kit Soil DNA isolation Plus Kit (Norgen, Cat N°. 64000) donde
se obtuvo 100 pl de ADN eluido. La calidad de ADN genomico fue verificada en
1,5% de gel de agarosa a 90 V por 45 minutos. También se realiz6 la observacion
de calidad en la proporcion 260/280 en un espectrofotometro Microplaca Epoch2
(Bioteck Instruments, USA) (Castillo et al., 2022).

e Reaccion en cadena de la Polimerasa

El gen 16S rRNA se amplificd utilizando los cebadores 27F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y 1492R (5'-
CGGTTACCTTGTTACGACTT-3") con la mezcla maestra (2 pl de cebadores, 3
puL de ADN, 7,5 pul de agua 'y 12,5 pl de GoTag® Colorless Master Mix 2X por 25
uL de volumen de reaccion). La amplificacion por PCR consistio en 2 mina 95 °C,

seguido de 30 ciclos de 30 sa 95 °C, 30sa55°Cy 100sa 72 °C, finalizando con
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5 mina 72 °C y enfriamiento a 4 °C. La calidad de los amplicones se verifico por
electroforesis (Castillo et al., 2022).
e Identificacion taxonémica del consorcio microbiano mediante
secuenciacion MinlON
El ADN genomico se amplificé utilizando el kit de codificacion de barras
16S SQK-16S024 (Oxford Nanopore Technologies), la mezcla de reaccion tuvo 25
pL de LongAmp® Taq DNA Polymerase, 10 pL de barcodes 16S, 10 pL de ADN
y 5 uL de Agua Libre de Nucleasas en un microtubo de centrifuga de 1,5 mL.
Luego, se realizé un ensayo de PCR, 2 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos de 30 s a
95°C,30sa55°Cy2mina72 °C, finalizando con 5 min a 72 °C y enfriamiento
a4 °C. Los productos PCR fueron observados en un gel de agarosa al 1,5 % (p/v).
Los amplicones se purificaron utilizando perlas SparQ PureMag Beads
(Quantabio), se cuantificaron utilizando el kit Qubit™ ds DNA HS (Invitrogen™),
antes de la secuenciacién en celdas de flujo de quimica R9.4.1 (FLO-FLGO001)
(Oxford Nanopore Technologies), siguiendo el protocolo del fabricante. La
secuenciacion fue realizada con el software MinKNOW vy la llamada de bases se
realizd utilizando Guppy v6.5.7. Los archivos Fast5 aprobados se utilizaron

posteriormente (Yeo et al., 2024).



33

e Procesamiento y asignacion taxonomica

Los archivos aprobados se subieron a la plataforma Galaxy Australia de
acceso abierto (De Coster et al.,, 2018). Luego se asignaron las etiquetas
taxondmicas usando Kraken2 (Galaxy Version 2.1.3+galaxyl) (Wood & Salzberg,
2014) usando la base de datos de referencia SILVA version 2022-02-02T162959Z

(Yeoetal., 2024).

3.3.2. Sintesis del precipitado biogénico y la estructura metal organica

e Sintesis del precipitado biogénico

El cultivo denominado consorcio microbiano M1-18 se reactivo en medio
9K modificado que contenia (NH4)2SO4 3,5 g/L, KCI 0,119 g/L, KoHPO4 0,058g/L,
Ca(NOs)2 0,0168 g/L y MgS04.7H20 0,583 g/ disueltos en agua destilada a pH 2 y
fueron esterilizados a 121° C por 15 minutos, la solucién de FeSO4.7H20 44,48 g/L
se esteriliz6 en un filtro de membrana de 0,22 um (Song et al., 2018).EI cultivo fue
incubado a 28° C y 180 rpm y detenido en la fase de crecimiento exponencial,
filtrado en papel filtro y centrifugado a 12 000 rpm durante 15 min a 4°C tres veces
con agua pH 2. Luego las células fueron resuspendidas en agua pH 2 (Zhou et al.,
2021) para la extraccion de ADN e identificacion taxonémica.

Las células en reposo se inocularon en 250 mL de caldo 9K modificado a
pH 3,30 usando NaOH 5M. Se incub6 a 28° C y 180 rpm hasta completar la
oxidacion. La concentracién de hierro fue medida cada 24 horas junto a la biomasa

microbiana. El pH de mantuvo a 3,30 cada 3 horas durante el dia hasta completar
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la oxidacion de hierro, luego la solucion fue filtrada, lavada dos veces con agua pH
2,5y secada en una estufa a 50 °C durante 48 horas. El precipitado se trituré en un
mortero para su posterior caracterizacion (Zhou et al., 2021)

e Sintesis de la estructura metal organica

Para la sintesis de una estructura metal organica se mezcl6 10,1 g de nitrato
de hierro nonahidratado (Fe(NO3)39H20) y 3,5 g de &cido trimesico (Hs3BTC) en un
mortero de porcelana por 30 minutos, y se mezclé en 25 ml de agua a temperatura
ambiente en un agitador magnético por 1 hora, luego se introdujo en un vaso de
teflon para ser calentado en una estufa a 150°C por 12 horas. Después de obtener el
producto se remoj6 por 3 horas en agua desionizada a 70°C y luego 3 horas en
etanol a 65°C. EIl producto obtenido se sec6 a 90°C toda la noche y se conservo en
un envase cerrado (Ploychompoo et al., 2020).

e Caracterizacion fisica y quimica del precipitado biogénico y la

estructura metal organica

La caracterizacion del precipitado biogénico y la estructura metal organica
se realizo en un difractdmetro de rayos X PANalitycal modelo AERIS Research
(Malvern Panalytical Ltd.a., Almedo, Paises Bajos) del laboratorio de
Nanotecnologia de la Escuela de Ingenieria Mecanica de la Facultad de Ingenieria
utilizando radiacion CuK  filtrada con Ni (1,5406 A) operada a 30 kV y 15 mA.
Los patrones de difraccion se registraron de 5° a 80° con pasos de 0,022° y 20 s por

paso.
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Los grupos funcionales presentes en la superficie del PB y MOF se
identificaron utilizando un espectrofotometro infrarrojo por transformada de
Fourier (FTIR, Bruker Invenio R/Platium ATR) del Centro de Energias Renovables
de la Escuela de Fisica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann.

La morfologia de la muestra se observd mediante un microscopio
electrénico de barrido por emision de campo (FE-SEM) modelo Quattro S (Thermo
Scientific Co., Eindhoven, Paises Bajos), operado a 30 kV y alto vacio.

El area superficial y tamafio de poro del precipitado biogénico fue medido
por el método Brunauer-Emmett-Teller (BET) y Barrett-Joyner-Halenda (BJH) por

la empresa Sistema de Servicios y andlisis quimicos S.A.C.

3.3.3. Evaluacién de la capacidad de remocion del consorcio microbiano,
precipitado biogénico y la estructura metal organica a diferentes
concentraciones de arsénico

Se us6 dos tipos de arsénico, el meta-arsenito de sodio (NaAsO2) como

fuente de As (Ill) y el arseniato de sodio dibasico heptahidratado
(Na2HAsO4.7H20) como fuente de As (V) de 1y 5 mg/L en soluciones de 250 mL.

Para el primero, As (Ill), se pusieron en contacto con el consorcio

microbiano, precipitado biogénico y la estructura metal organica.

Para el segundo, As(V), se pusieron solo con el precipitado biogénico y la

estructura metal organica.
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e Porcentaje y cantidad de arsénico removido

El consorcio microbiano estuvo en medio de cultivo 9K modificado de
acuerdo al punto 3.3.1. con arsénico durante 96 horas. Cada 24 horas se midi6 la
concentracion celular y la concentracion de hierro fue medida de acuerdo a Bravo
(2016) usando el método de la fenantrolina. Luego se tomaron las muestras y se
filtraron en un filtro de membrana de 0,22 um (Kamde et al., 2018).

Se us6 0,25 g/L de precipitado biogénico (Song et al., 2018) en solucion de
arsénico usando agua destilada, se realizé una mezcla inicial, se midio el pH y se
dejo en reposo durante 90 minutos, luego se tomaron las muestras agitando el medio
y filtrando en papel filtro.

Se us6 0,5 g/L de la estructura metal organica (Yang & Yin, 2017) en
solucion de arsénico usando agua destilada, se realizd una mezcla inicial, se midio6
el pH y se dejé en reposo durante 90 minutos, luego se tomaron las muestras
agitando el medio y filtrando en papel filtro.

Todas las muestras filtradas se conservaron con acido nitrico y se enviaron

a un laboratorio especializado para determinar la concentracion de arsénico final.

Para calcular el porcentaje de remocion y la cantidad de arsénico
adsorbido por unidad de peso de adsorbente, se utilizé la siguiente ecuacion 1

(Yaman et al., 2023):
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. C, —C¢)*100
Ecuacion 1 R% = %
o

Donde, Co y Ct son la concentracion inicial y la concentracion final del
arsénico (adsorbato) (mg/L).
3.3.4. Evaluacién de la cinética de remocion de arsénico del mejor
tratamiento obtenido
Se realizé la evaluacién de la remocion de arsénico en el tiempo usando As
(1) y As (V) de 1 y 5 mg/L en el precipitado biogénico. Luego se hall6 el porcentaje
de remocion (Ecuacion 1) y la cantidad de adsorcion en el tiempo (qt) (Ecuacion 2) (Cao et

al., 2021).

- Co —Ce)*V
Ecuacion 2 qt = (o GV
M
Después del proceso de remocion, gt es la cantidad de arsénico adsorbido en

el tiempo, M es la masa del adsorbente (g) y V es el volumen de la solucion (L).

3.3.5. Analisis estadistico

e Capacidad de remocidon del consorcio microbiano, precipitado
biogénico y la estructura metal organica a diferentes
concentraciones de arsénico

Se verifico la normalidad de los datos con la prueba de Shapiro — Wilks, la

prueba de Levene para analizar la igualdad de varianzas (Homocedasticidad). Estas
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pruebas sirvieron para cumplir los supuestos requeridos para realizar el ANOVA.

Para los datos que no tenian distribucion normal se realiz6 la prueba de Kruskal-
Wallis.

e Cinética de remocion de arsénico del mejor tratamiento obtenido

Se us6 el precipitado biogénico para evaluar la remocion de arsénico (As

(1) y As (V)) de 1 y 5 mg/L en el tiempo. El experimento se realizé con tres

repeticiones y luego se determiné las medias de cada grupo.
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IV. RESULTADOS

4.1. Caracterizacién del consorcio microbiano

Las células del cultivo del consorcio microbiano fueron observadas
mediante la tincion Gram.
Figura 1

Tincion Gram del consorcio microbiano para evaluar la remocion de arsénico

10 ym

frm—

En la Figura 1 se observa la morfologia de las células del consorcio
microbiano M1-18 con el objetivo de 100 x, usado como indculo en el tratamiento

con arsenico. Las células fueron Gram negativas y tenian forma bacilar.
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Figura 2

Tincion Gram del consorcio microbiano para la sintesis del precipitado biogénico

10 pym

En la Figura 2 se observa la morfologia de las células del consorcio
microbiano M1-18 con el objetivo de 100 x usado como indculo del precipitado
biogénico. Las células fueron Gram negativas y tenian forma bacilar.

4.1.1. Identificacion taxondémica del consorcio microbiano

La identificacion taxonomica se realizO mediante la secuenciacion del
ARNr 16S con codificacién de barras (barcoding), para identificar los géneros
bacterianos presentes en el cultivo, utilizando un MinlON de Oxford Nanopore

Technologies.
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Las muestras caracterizadas fueron del ICM (in6culo del consorcio

microbiano) e ICP (in6culo del precipitado biogénico, debido a que cada muestra

estuvo cultivada para diferentes fines.

Figura 3

Abundancia relativa del consorcio microbiano
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- Diaphorobacter
- Hydrogenophaga
- Leptospirillum
[ MND1

- Otros

- uncultured

Nota. ICM (inéculo del consorcio microbiano) e ICP (indculo del

precipitado biogénico).

En la Figura 3 se observa los géneros mas predominantes, se detectaron 44

taxones bacterianos a nivel de género para el consorcio M1-18, de los cuales el

género Acidithiobacillus fue el predominante. A nivel de filo estuvieron dominadas

por Proteobacteria (99,92 %y 100 % para ICM y ICP, respectivamente), incluyendo
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Nitrospirota y Firmicutes en menores porcentajes. A nivel de género los cultivos
fueron dominados por Acidithiobacillus (99,46 % y 99,52 % para ICM y ICP
respectivamente), y otros géneros menos abundantes como Comamonas con un
0,08 y 0,09 %, Curvibacter con un 0,08 y 0,06 %, Hydrogenophaga con un 0,07 y

0,07 % en ICM vy ICP respectivamente; y Leptospirillum con un 0,07 % en ICM.

4.2.  Sintesis del precipitado biogénico y la estructura metal organica

El precipitado biogénico se sintetiz6 usando el consorcio microbiano en
medio 9K modificado de acuerdo a la metodologia descrita, durante la sintesis se
midio la oxidacion de hierro y la concentracion celular (ver Anexo F). Se obtuvo
12 g de precipitado biogénico a partir de 750 mL de medio de cultivo de 120 h.
Figura 4

Precipitado biogénico sintetizado

Nota. PB (precipitado biogénico después de ser molido y secado).
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En la figura 4, se observa el precipitado biogénico (PB) de color rojizo
0Sscuro.

La estructura metal orgédnica se obtuvo usando nitrato de hierro
nonahidratado y &cido trimesico de acuerdo a la metodologia. Se obtuvo 9 g a partir
de 50 mL de solucidn inicial y en un tiempo de 12 h.

Figura 5

Estructura metal organica sintetizada

Nota. MOF (estructura metal organica después de ser molida y secada).
En la figura 5, se observa la estructura metal organica (MOF) de coloracion
rojiza clara.

Ambos materiales se usaron para la caracterizacion posterior.
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Los materiales sintetizados se caracterizaron mediante analisis XRD, FTIR

y SEM. Adicionalmente se realiz6 para el precipitado biogeénico el Analisis

superficial BET.

Figura 6

Difraccion de rayos X (XRD) del precipitado biogénico
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Nota. Patrén de XRD del precipitado biogénico sintetizado por el consorcio
microbiano.

En la figura 6, se muestra el patron de difraccion de rayos X del precipitado
biogénico donde se observé un patron amorfo, las posiciones de los picos con mayor

intensidad fueron 18,22, 26,33, 35,24, 39,41, 55,28, 61,30 y 63,52°.
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Figura7

Difraccion de rayos X (XRD) de la estructura metal organica
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Nota. Patron de XRD de la estructura metal orgéanica sintetizada por
reaccion hidrotermal.

En la figura 7, se muestra el patrén de difraccion de rayos X de la estructura
metal organica donde se observo una parte cristalina debido a la presencia de picos,
las posiciones de los picos del material fueron 6,20, 9,11, 10,20, 10,94, 11,72,

13,63, 17,89, 20,07, 24,11 y 33,00°.
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Figura 8

Espectro FTIR del precipitado biogénico
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La Figura 8 muestra las bandas de vibraciones del precipitado biogénico en

los nimeros de ondas de 3303, 1632, 1074, 978, 796, 683 y 604 cm ™.



Figura 9

Espectro FTIR de la estructura metal organica
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En la figura 9, se observa las bandas de vibraciones en los nimeros de ondas

de 3082,1624, 1446, 1377, 758, 710, 623 cm™ ™.
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Figura 10

Microscopia electronica de barrido del precipitado biogénico

D mag 0O HV det
.3mm 60000x 30.00kV ETD

En la Figura 10 se observa las particulas del precipitado biogénico, se
encuentran aglomeradas, tienen forma irregular, superficie mixta entre lisa y

rugosa.
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Figura 11

Microscopia electronica de la estructura metal orgénica

WD mag 0O HV det
93mm 56086x 30.00kV | ETD

En la figura 11 se observa las particulas de la estructura metal organica, se
encuentran aglomeradas, tienen forma irregular y superficie lisa.
Tabla 1l
Composicién de las muestras por espectroscopia de rayos X por dispersion de

energia (EDX)

Elemento Precipitado biogénico MOF
Peso % Peso %
C 10,68 28,45
O 43,26 49,2
S 4,13 -
Fe 41,94 22,35
Total 100 100

Nota. MOF (estructura metal organica).
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En la tabla 1, se presentan los contenidos quimicos elementales de las
muestras, ambos tuvieron mayor representacion en % Peso de hierro (Fe) y oxigeno
(O).

Tabla 2

Analisis superficial del precipitado biogénico

Parametro Unidad Resultado
Superficie especifica BET  m?/g 138,17

Diadmetro medio de poro

de desorcion (BJH) Hm 0,70

Nota. Brunauer-Emmett-Teller (BET) y BJH (Barrett-Joyner-Halenda).
En la Tabla 2, se presenta el resultado del anélisis BET y BJH realizado para

el precipitado biogénico.

4.3. Evaluacion de la capacidad de remocion del consorcio microbiano,
precipitado biogénico y la estructura metal organica a diferentes
concentraciones de arsénico
Se us6 el consorcio microbiano, precipitado biogénico y la estructura metal

organica en soluciones con 1 y 5 mg/L de concentracion inicial de As (I11).

Para el grupo del consorcio microbiano se evaluo la oxidacion de hierro y
la concentracion celular durante el proceso (ver Anexo H), también se utiliz6 un
control negativo, sin embargo, los resultados de remocion eran iguales al consorcio

microbiano, por ello, no se mostrd en este resultado.
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Figura 12

Oxidacién de Fe (1) en cultivo con As (111)

—— | mg/L As(ll)
—+— 5 mg/L As(IIl)

[\
1

Concentracion de Fe’+(g/L)

0 T T T
0 24 48 72 926

Tiempo (h)

En la figura 12 se muestra la oxidacién de iones ferrosos en el medio con
As (111) de 1 y 5 mg/L a pH 2, realizados por el consorcio microbiano, los iones

ferrosos se agotaron a las 72 horas en ambos medios.
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Figura 13

Crecimiento celular en cultivo con As (111)
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En la figura 13 se muestra el crecimiento celular del consorcio microbiano
en el medio con As (l11) de 1 y 5 mg/L, el cultivo con 5 mg/L tuvo la concentracion
celular (1,0e+08 Cel/mL) maés alta a las 48 horas, el medio con 1 mg/L también
tuvo la mayor concentracion celular (9,9e+07 Cel/mL) a las 48 horas.
Posteriormente se identifico los géneros bacterianos del consorcio mediante el uso
de codigo de barras.

Las muestras fueron a AS1 (medio con As (1) de 1 mg/L) y AS5 (medio

con As (I11) de 5 mg/L) (Figura 14).
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Figura 14

Abundancia relativa del consorcio microbiano con As (111)
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Nota. AS1y AS5 (cultivo en presencia de 1 y 5 mg/L de As (111)).

En la Figura 14 se observa los géneros mas predominantes, se detectaron 44
taxones bacterianos a nivel de género para el consorcio M1-18, de los cuales el
género Acidithiobacillus fue el dominante. A nivel de filo estuvieron dominadas
por Proteobacteria (99,77 % y 99,63 % para AS1 y AS5, respectivamente),
incluyendo Nitrospirota y Firmicutes en menores porcentajes. A nivel de género
todos los cultivos fueron dominados por Acidithiobacillus (99,36 % y 54,78 % para

AS1 y AS5, respectivamente), y otros géneros como Ferrovum, 32,44%,
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Gallionella, 8,88 % y Sulfuriferula, 1 %, Rhodoferax, 0,13 %, y Thiomonas, 0,12
% en AS5, Comamonas, 0,07 y 0,12 %, Leptospirillum 0,22 y 0,33 % en AS1 y
AS5 respectivamente.

Figura 15

Porcentaje de remocién de arsénico de los diferentes adsorbentes
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Nota. CM (Consorcio microbiano), MOF (estructura metal organica) y PB
(precipitado biogénico).

En la Figura 15, se observa el porcentaje de remocion de As (111) usando el
consorcio microbiano, precipitado biogénico y la estructura metal organica. EL pH
del medio de cultivo del consorcio microbiano fue 2, el pH después del contacto
con la estructura metal organica fue de 3,8 y 3,77 y el precipitado biogenico fue de

4,41y 4,10 en las soluciones de 1 y 5 mg/L de As (l11).
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Debido a que el grupo del Consorcio microbiano no removié el As (I11)

(Figura 15), no presento variabilidad, por ello solo se incluyd en el ANOVA del

precipitado biogénico y la estructura metal organica.

Tabla 3

ANOVA de dos factores (Adsorbentes y Concentracion inicial de arsénico)

Fuente Gradosde Sumade Cuadrados Valor Valor
Libertad cuadrados medios F p
Adsorbente
1 1091,2 1091,2 31,31 0,000
Concentracion
inicial de As (I11) 1 2,4 2,4 0,08 0,788
Interaccion
1 64,4 64,4 2,01 0,186
Error
8 2473 30,9
Totales 11 1405,3

Nota. Andlisis de varianza de dos factores

Enla Tabla 3, el valor de F y el valor p < 0,001 del ANOVA de dos factores

indicaron que existe diferencia significativa entre los adsorbentes. En el caso de

Concentracion inicial de As (I11) no tuvo efecto significativo en la remocién, y en

la Interaccion de ambos factores no tuvo un efecto significativo en la remocion.

Posteriormente se realizd la prueba HSD de Tukey para determinar si existe

diferencias significativas entre los adsorbentes usados en la remocion de arsénico.
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Tabla 4

Porcentaje de remocién de As (I11)

Concentracion inicial Remocion de arsénico

Adsorbente
de As 111 (mg/L) (%)
PB 1 24,41 + (7,27)a
PB 5 20,66 + (8,35)ab
MOF 5 6,22 + (0,53)bc
MOF 1 0,70 + (0,79)c

Nota. Precipitado biogénico (PB) y estructura metal organica (MOF), las

letras “a, b y ¢” indican si hay diferencia significativa.

La tabla 4 muestra que el mayor porcentaje de remocion de As (I11) fue
realizado por el precipitado biogénico expuesto a 1 mg/L de As (lIl) con un
porcentaje de remocion de 24,41 %, seguido de precipitado biogénico expuesto a 5
mg/L, removié el 20,66 %, seguido de MOF expuesto a 5 mg/L con un porcentaje
de remocién de 6,22 % y por ultimo MOF expuesto a 1 mg/L, removi6 el 0,70 %.
Las medias etiquetadas con la misma letra indican que no son significativamente
diferentes, mientras que las medias que presentan letras distintas fueron

significativamente diferentes.
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Figura 16
Porcentaje de remocién de arsénico del precipitado biogénico y la estructura

metal organica
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Nota. PB (Precipitado biogénico), MOF (estructura metal organica). Las letras
encima de cada barra indican los grupos de significacion.

La Figura 16 muestra que segun la prueba HSD de Tukey (valor de p <
0,01), PB-5 y MOF-1 fueron significativamente diferentes, al igual que PB-1 y
MOF-1. Mientras que, PB expuesto a 1 y 5 mg/L no mostro diferencias
significativas; se obtuvieron resultados similares en las comparaciones entre PB-5

y MOF-5, asi como entre MOF-5 y MOF-1.

Para el grupo del As (V) se agrupd el precipitado biogenico y la estructura

metal orgdnica como Adsorbentes, se expuso en soluciones de 1 y 5 mg/L de
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concentracion inicial y se evalud el porcentaje de remocion. Los datos no mostraron
una distribucién normal, se opt6 por utilizar la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis para comparar las medianas de la variable de respuesta Remocion entre los
factores Adsorbente, Concentracion inicial de As (V) y la interaccion.

Tabla 5

Porcentaje de remocion de As (V)

Concentracion inicial de. Remocion de arsénico

Adsorbente
AsV (mg/L) (%)
PB 1 71,76 £(24,29)
PB 5 64,27+(3,92)
MOF 5 51,90+(2,08)
MOF 1 78,95+(5,53)

Nota. Precipitado biogénico (PB) y estructura metal organica (MOF)
Tabla 6

Pruebas de Kruskal Wallis de las medianas de la variable remocién entre los

factores
Chi-cuadrado de
Factor Kruskal-Wallis G.L. Valor p
Adsorbente 0,23 1 0,631
Concentracidn inicial de
As (V) 3,69 1 0,055
Interaccién 7,62 3 0,055

Nota. G.L (grados de libertad). El valor de p es mayor a 0,05.
La tabla indica que para el factor Adsorbente con un valor p de 0,631, no

hay un efecto significativo en la remocion de As (V). En el caso de la Concentracion
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inicial de As (V), con un valor de p de 0,055 aungue se acerca al umbral no hay un
efecto significativo en la remocién de As (V) al igual que en la interaccion de ambos
factores.

Figura 17

Promedio de remocion de As (V)
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Nota. Remocion de a As (V) usando adsorbentes MOF (0,5¢/L) y PB (0,25
g/L), el pH después del contacto de la solucion con la estructura metal organica fue
3,89y 3,80 y el precipitado biogénico fue 4,43 y 4,15 en las soluciones de 1y 5

mg/L de As (V).
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En la figura 17 se muestra el promedio del porcentaje de remocion de As
(V) de 1 y 5 mg/L de concentracion inicial. El mayor porcentaje de remocién de 1
mg/L fue realizado por la estructura metal organica con un porcentaje de remocion
de 78,95 %, seguido de precipitado biogénico con un porcentaje de remocién de
71,76 %. En la solucion de 5 mg/L el mayor porcentaje de remocién fue del
precipitado biogénico, con un 64,27 % y por ultimo la estructura metal organica

con un porcentaje de remocion de 51,90 %.

4.4, Evaluacion de la cinética de remocion de arsénico del mejor
tratamiento obtenido
Se evaluo el porcentaje de remocion de arsénico a los 5, 15, 30, 45, 60 y 90
minutos usando el precipitado biogénico en solucién de As (I11) y As (V) de 1y 5
mg/L. Durante el experimento, solo se agit6 el medio al inicio y al momento de
tomar las muestras, con el fin de mantener la concentracién inicial del precipitado

biogénico.



Figura 18

Remocidn de arsenico en diferentes tiempos
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En la figura 18 se muestra la remocion de arsénico en diferentes tiempos,

para el caso de As (1) de concentracion inicial de 1 y 5 mg/L, se removié el 30,47

y 42,92 % a los 90 minutos, probablemente necesita mayor tiempo para alcanzar el

equilibrio. En el caso de As (V) de 5 mg/L inicial, se removio el 78,94 % a los 90

minutos, muestra ligera tendencia al equilibrio, y por ultimo para el caso del As (V)

de 1 mg/L inicial, con un porcentaje de remocion de 99,72 %, muestra que llegé a

la concentracion de equilibrio a los 15 minutos.
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Figura 19

Cantidad de arsénico adsorbido por el precipitado biogénico
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Nota. Cinética de adsorcion de As (111) y As (V) en el precipitado biogénico.
En la figura 19, se describe la cinética de adsorcion de As (l11) y As (V)
mediante la cantidad de adsorcidn (qt) en el precipitado biogénico. La cantidad de
As (I11) adsorbido fue de 1,70 mg/g y 8,00 mg/g de 1 y 5 mg/L de concentracion
inicial. En contraste, la cantidad del As (V) adsorbido fue de 4,30 mg/g y 18,21

mg/g de 1 y 5 mg/L de concentracion inicial.
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V. DISCUSION

En la caracterizacion del consorcio microbiano, el uso del codigo de barras
(Yeoetal., 2024) y la secuenciacion de longitudes largas de ADN permitio describir
hasta el nivel de género (Jain et al., 2016). El consorcio microbiano fue dominado
por Acidithiobacillus con méas del 99,50 % en ICM (inéculo del consorcio
microbiano), demostrando su capacidad de crecer en ambientes acidos (Kamde et
al., 2018).

El patrén de difraccion de rayos X del precipitado biogénico tuvo una
estructura cristalina débil, las posiciones de los picos con mayor intensidad fueron
18,22, 26,33, 35,24, 39,41, 55,28, 61,30 y 63,52° similares a los patrones de
schwertmannita en Song et al. (2018) y Zhou et al. (2021). La presencia del pico
21,00° fue similar al de la goethita, por lo que, parte del precipitado pudo
transformarse en goethita, aunque el material dominante fue la schwertmannita ya
que predomina a pH entre 2,50 a 4,00 (Burgos et al., 2012). En el caso de la
estructura metal organica, tuvo una parte cristalina, las posiciones de los picos del
material fueron 6,20, 9,11, 10,20, 10,94, 11,72, 13,63, 17,89, 20,07, 24,11 y 33,00°,
similares al patron de difraccion de MIL100(Fe) (Le et al., 2022; Yang & Yin,
2017).

Los espectros FTIR del precipitado biogéenico mostré una amplia banda de
estiramiento de OH en la banda 3303 cm™, la banda a 1632 cm™ podria asignarse

a la deformacion por flexion de OH-H (Qian et al., 2024). La vibracion a 1074 cm ™



64

se podria asignar a la molécula de sulfato v3(SOs%*), a 604 cm™2, la vibracion
v4(S04%) corresponderia a la molécula de SO4 en la estructura tanel de la
schwetmannita; y a 978 cm™2, v1(S04%), la vibracion de estiramiento de la molécula
de SO; (Bigham et al., 1994). La vibracion a 683 cm™ podria asignarse al
estiramiento de Fe-O (Zhao et al., 2021). La banda a 796 cm™ podria atribuirse a
la vibracion de flexion de Fe—O-H, caracteristico de a-FeOOH (Krehula & Music,
2006). Mientras que el espectro de la estructura metal organica, revela vibracién de
estiramiento a 3234 cm ™! debido al grupo de estiramiento O—H de la humedad del
ambiente. La banda de vibracion en el nimero de onda de 1624 cm™ podria
asignarse al estiramiento asimétrico de los grupos carboxilato (Ploychompoo et al.,
2020). Los picos caracteristicos en 1446 y 1377 cm™* se asignaron a las vibraciones
simétricas y asimétricas del grupo COO— (Le et al., 2022). El enlace C—H del anillo
de benceno se muestra en las bandas de vibracion 758 y 710 cm™ (Lestari et al.,
2021). Ademas, la banda a 623 cm™ se podria atribuir a las vibraciones de
estiramiento de Fe—O (Leclerc et al., 2011). Los otros picos de interferencia con
menos absorcién de radiacion se atribuyen a la pequefia cantidad de &cido trimesico
residual que quedo en el material (Maiti et al., 2015).

En la caracterizacion por SEM, el precipitado biogénico presentd forma
rugosa e irregular, similar al trabajo de Nizam et al. (2018). El ratio molar de Fe/S
de andlisis elemental fue de 5,83, dentro del rango 4,7 a 8,3 para el mineral

Schwertmannita de acuerdo a Bigham et al. (1994). También tuvo un area
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superficial de 138,17 m?/g mayor a 90,67 m?/g de Zhou et al. (2021) debido a la
elevacion del pH durante la sintesis del precipitado biogénico. En contraste la
estructura metal orgénica presentd particulas aglomeradas con forma irregular y
superficie lisa similar al trabajo de Ploychompoo et al. (2020).

En la remocidon de As (111), el consorcio microbiano no presenté remocion,
pero fue capaz de crecer en el medio como se reporto6 en el estudio de Kamde et al.
(2018). En el medio con 1 mg/L de As (l11), Acidithiobacillus domin6 con un 99,36
%, mientras que, en el medio con 5 mg/L de As (I11), se redujo a casi la mitad con
un 54,78 %, esto sugiere que la presencia del agente toxico puede modificar la
composicion bacteriana (Diaz et al., 2023), también estuvieron presentes los
géneros Gallionella, con un 8,88 % y Leptospirillum con un 0,33 % que pueden
oxidar el hierro en medio acido (Fabisch et al., 2013; Khachatryan et al., 2021) y
otros géneros con porcentajes de abundancia menores.

Hubo diferencias significativas en el porcentaje de remocion sin el uso de
agitacion constante de 1 mg/L inicial de As (I11) para el precipitado biogénico con
un 24,41 % y la estructura metal organica con un 0,70 %, estos resultados fueron
menores a estudios donde usan agitacion mecénica (Song et al., 2018). A una
concentracion inicial de 5 mg/L de As (111) no hubo diferencias significativas entre
ambos adsorbentes, el precipitado removio el 20,66 %, la estructura metal organica
removio el 6,22%, lo que difiere con el trabajo de Yang & Yin (2017). En la

remocion de As (V), no hubo diferencias significativas entre los adsorbente, a 1
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mg/L inicial de As (V), la estructura metal organica removio el 78,95% pero a 5
mg/L de As (V), el precipitado biogénico removio el 64, 27%, los resultados fueron
cercanos a los estudios que usan la agitacion (Song et al., 2014; Poychompoo et al.,
2020).

La schwertmannita tiene carga positiva a pH < 7,2 debido al punto de carga
cero (Jonsson et al.,2005; Khamphila et al., 2017) por ello, el As (I11) puedo haberse
incorporado en la estructura del material mediante reacciones de intercambio con
el SO+~ (Burton et al., 2009), asi como el As (V) presente en forma de H2AsO4
pudo haber intercambiado la adsorcion (Cao et al., 2021). Lee et al. (2023) sefiala
que también puede ocurrir una complejacion superficial de la esfera interna con
grupos funcionales superficiales de hidroxilo de hierro, y que As (lll) puede
ser oxidado parcialmente a As (V) aunque otro estudio reciente sefiala que el As
(11) no fue oxidado por la schwertmannita (Li et al., 2024).

En la estructura metal organica el As (V) pudo haberse coordinado con el
Fe 3" (Cai et al., 2016), los grupos -OH en la superficie del material podrian haber
sido sustituidos por el As (V) desprotonado (Yang & Yin, 2017), mientras que una
pequefia parte del As (I11) pudo haber sido captado por sitios del FeOH (Georgiou
et al., 2018), donde el As (I1l) actuaria como base de Lewis e interactuaria con el
Fe3* (Inam et al., 2021).

En la cinética de remocion, el precipitado biogénico removio el 30,47 y

42,92 % de 1 y 5 mg/L de As (I1) inicial. Para el As(V), removid el 78,94 % y
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99,72 % de 1 y 5 mg/L iniciales, sin embargo, solo el dltimo llegd a la concentracion
de equilibrio a los 15 minutos. Se observd mayores porcentajes de remocion debido
a mayores contactos entre el adsorbente y el arsénico (Song et al., 2014; Nizam et
al., 2018).

Es importante sefialar que la cantidad de adsorcion del As (I11) realizado por
el precipitado biogénico fue de 1,70 mg/g y 8,00 mg/g, que difieren del estudio de
Song et al. (2018), ya que en dicho estudio usaron agitacion a 180 rpm por 4 horas,
adsorbid aproximadamente 70 mg/g a partir de 5 mg/L. Mientras que, la cantidad
de adsorcion del As(V) fue de 4,30 mg/g y 18,21 mg/g, valores que se deberian a
que el experimento estuvo en reposo y en menor tiempo de contacto a diferencia
del estudio de Cao et al. (2021) que usd una schwertmannita sintetizada
quimicamente, tuvo agitacion del medio a 180 rpm, 12 horas de contacto,
concentracion inicial de 10 mg/L de As(V) adsorbi6 60 mg/g.

La evaluacién de la capacidad de remocion de arsénico en solucion acuosa
utilizando un precipitado biogénico y una estructura metal organica sin usar la
agitacion constante, se realiz6 con el fin de buscar una forma préactica y accesible a
diferencia del uso de la agitacion constante que permite mayores porcentajes de
remocion. Este trabajo aporta al campo al presentar una forma donde el proceso de

remocion no dependa del uso constante de la energia eléctrica (Kyzas et al., 2020).
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VI. CONCLUSIONES
Se caracterizo el consorcio microbiano mediante codificacion de barras hasta el
nivel de género mediante la base de datos de Silva. El consorcio microbiano
estuvo dominado por el género Acidithiobacillus con un 99,46 %.
Se realiz6 la sintesis de 12 g de precipitado biogénico usando el consorcio
microbiano y 9 g de la estructura metal organica usando reactores hidrotermales.
Luego de la caracterizacion por XRD, FTIR y SEM, el precipitado biogénico fue
similar al mineral Schwertmannita y la estructura metal organica parecida al
nanomaterial MIL-100(Fe).
En la remocién de arsénico, para el As (Il1), se comprob6 que el consorcio
microbiano no removié el agente toxico, mientras que, el precipitado biogénico
tuvo los mayores porcentajes de remocion de 24,41 y 20,66 % frente a la
estructura metal organica con 0,70 y 6,22 % de 1 y 5 mg/L de arsénico inicial.
En contraste, en la remocion de As (V) no hubo diferencias significativas entre
los adsorbentes, con un 71,76 y 64,27 % por el precipitado biogénico y 78,95
y 51,90 % para la estructura metal orgéanica a partir de 1 y 5 mg/L de arsénico
inicial.
Se evaluo la cinética de remocién de arsénico mediante la concentracion de
arsénico final y la cantidad de adsorcién en diferentes tiempos usando el
precipitado biogénico, donde los valores fueron mayores debido al mayor

contacto con el adsorbente.
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RECOMENDACIONES
En futuros estudios usar mayores concentraciones de adsorbente (Precipitado
biogénico o estructura metal orgénica).
En posteriores trabajos realizar méas lavados del precipitado biogénico y la
estructura metal organica.
Determinar el punto de carga de carga cero del precipitado biogénico y la
estructura metal orgénica en futuras investigaciones.
Determinar la concentracion de sulfato cuando se use el precipitado biogénico.
Evaluar la remocion de arsénico a diferentes temperaturas y pH.
Usar mayor concentracion de adsorbente para realizar la caracterizacion
posterior a la remocién mediante FTIR, XRD, Espectroscopia fotoelectronica
de rayos X para comprender con precision el mecanismo de adsorcién del
arsénico.

Realizar la cinética de adsorcion en condiciones de reposo.
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ANEXOS

Anexo A. Protocolo de identificacién molecular del consorcio microbiano

Cultivo de células

|

Lavado de células

M
\ /
\/

Extraccion de ADN

|

Secuenciacion
A

" | I
<

B M ve abustnce
Abundancia relativa

Nota. Creado en BioRender.com
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Anexo B. Curva de calibracién de hierro

0.500

0.400

0.300

Absorbancia

0.200

0.100 [*

0.000
20 40 60 80 100

Dilucién

Nota. La dilucion se realizé en agua destilada pH 2. La ecuacion de la recta

fue: Y=0,0033*x + 0,0759. Creado en Hoja de célculo de Google.
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Anexo C. Valores de la concentracion de hierro a partir de la curva de la

calibracién

DiIu_cién Absorbancia Cor_lcentracién de
de hierro hierro (mg/L)
0 0,072 -

10 0,108 9,18

20 0,151 22,21

30 0,170 27,97

40 0,210 40,09

50 0,257 54,33

60 0,275 59,79

70 0,306 69,18

80 0,338 78,88

90 0,368 87,97

100 0,421 104,03

Nota. La concentracion de hierro (mg/L) se determind usando la ecuacién

del anexo B.
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Anexo D. Determinacion de hierro ferroso y hierro total

Muestra 0,1 mL +
Y mL Apoa destilada

pH 2

0,1 mL de muestra +

1 mL Sol. NaF+

1 mL Sol. de Trabajo+
0,9 mL Agua ph 2.
Agitar en cada adicion

N\ /

Dejaren
reposo por s
mintitos

0,1 mL Muestra

0,1 mL Hidroxilamina +
1 mL Sol. NaF

1 mL Sol. de Trabajo
0,8 mL de aguaph 2
Agitar en cada adicion

Lectura de absorbancia a 510 nm

Nota. Creado en Biorender.com



Anexo E. Protocolo de sintesis de precipitado biogénico

Lavado y filtrado

Secado y molido
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Anexo F. Oxidacion de hierro ferroso y concentracion celular durante

la sintesis del precipitado biogénico

Concentracion Concentracién Promedio de concentracion

Horas “rezr (g/L) e Total (g/L) de células (Cel/mL)
0 309+1,32  535+0,26 1,21E+07
24 2,70+061  328+0,36 3,04E+07
48  002+014  0,15+0,05 1,45E+08
72 001+002  0,23+0,04 2,39E+08
96  1,79+047  323+1,11 1,81E+08
120 0 0,08 0,14 1,60E+08




Anexo G. Protocolo de sintesis de la estructura metal organica

Molienda

l

Lavado y secado

!

my

“

Molido
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Anexo H. Cultivo del consorcio microbiano en medio con As (111)

Figura H1

Oxidacion de hierro del consorcio microbiano

Tabla H1

Concentracion celular en medio con As (l11)

Concentracion Concentracion Concentracion

Promedio de

Horas de As (mg/L) Fe2+(g/L) Fe Total (g/L) Cégngt(@g;ﬁgf)e
1 2,85+0,18 1,67 +0,28 8,75E+06
0 5 2,38 £ 0,20 2,29 £ 0,68 8,75E+06
Y 1 2,44 0,19 1,55+ 0,49 7,67TE+07
5 2,24 £ 0,25 1,37+ 0,63 6,96E+07
1 1,13+0,11 1,18+ 0,15 9,91E+07
8 5 0,38 £0,17 1,18+ 0,15 1,03E+08
1 0 0 9,27E+07
& 5 0 0 9,67E+07
1 0 0 9,07E+07
% 5 0 0 9,26E+07
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Anexo |. Remocion de arsénico con el precipitado biogénico y la estructura

metal organica

Precipitado biogénico en
solucién con arsénico

Filtracion de muestras Consen'.acxo.n‘ de mues‘trz-\s parala
determinacion de arsénico final

Estructura metal
organica en solucién con
arsénico
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