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RESUMEN

Se realizaron bioensayos para estudiar el efecto del pH y la salinidad en la cinética
de biosorcidon (adsorcion/absorcion) de Cd, Cu, Pb y Zn por la bacteria Bacillus
jeotgali cepa U3, y obtener sus valores 6ptimos. También se estudi6 el efecto de la
temperatura y la presencia de otros metales en la biosorcion de estos elementos.
El pH 6ptimo para la biosorcion de Cd fue de 7 (25°C, salinidad 0; biomasa 0.5 g L
! concentracion inicial (Co)= 34.745.4 mg L™), con una remoci6n del 50% de este
metal en solucion en una hora. Para el Cu, el pH 6ptimo fue de 6 (salinidad O,
temperatura de 25°C, biomasa 0.28 g L™ y Co = 40.6 + 3.7 mg L™), con un 48% de
remocién en 1.5 horas. En cuanto al Pb, se encontré un pH 6ptimo de 4 (25°C,
salinidad de 30, biomasa 0.5 g L™ y Co= 41.5 + 2.0 mg g*), con una remocién del
98% del metal en 20 minutos. El Zn tuvo un pH optimo de biosorcion de 7 (25°C,
biomasa 0.5 g L™, salinidad 0, y Co = 75.5 + 3.7 mg g%), y una remocién del 32%;
equilibrio alcanzado en 50 horas. La salinidad Optima para la biosorcién de los
cuatro metales por las bacterias fue de cero. De manera general, se presenta una
disminucidén de la biosorcion al aumentar la salinidad. Para la temperatura, la
isoterma que mejor describio la biosorcion de Cd, Cu y Pb, fue la de Langmuir, y la
de Freundlich para el Zn. Las temperaturas Optimas utilizando el método SAM
fueron de 25 y 30°C para el Cu y Zn, mientras que para el Cd y Pb fue de 35°C;
respectivamente. La presencia de otros metales tuvo un efecto considerable en la
biosorcion, ya que a los pardmetros 6ptimos para el Pb, se observo que el Cdy Zn
no compiten por los sitios de biosorcion. A pH de 6 y 7, valores éptimos para los
otros metales, se observd que el Pb fue el metal que mas fue biosorbido por las

bacterias.



1. INTRODUCCION

El incremento de las actividades industriales ha intensificado la contaminacion
ambiental y el deterioro de algunos ecosistemas, con la acumulacion de
contaminantes como metales pesados, compuestos sintéticos, efluentes de
desechos nucleares, etc. (Lloyd y Lovley, 2001). Los metales pesados son un foco
de atencion a nivel mundial (Tabla 1.1), ya que una de las caracteristicas mas
importantes que los distinguen de otros contaminantes toxicos es que no son
biodegradables (Sahoo et al., 1992; Ledin, 2000). Aun cuando estos elementos se
encuentran presentes en cantidades bajas, sus ciclos biogeoquimicos vy
persistencia en cuerpos de agua; implica que a través de procesos naturales como
la biomagnificacién, su concentracion puede llegar a ser tan elevada que los hace
ser toxicos (Caniizares-Villanueva, 2000), causando severos dafios al ambiente,
animales y humanos después de la exposicion (Volesky y Holan, 1995; Costley y
Walllis, 2001; Gupta et al., 2001). Debido a esto, la remocién de los excesos y
recuperacion de los iones de metales pesados de aguas de desecho y del
ambiente es esencial, a causa de su toxicidad extrema en la vida acuatica y
humana (Kapoor et al., 1999; Nourbakhsh et al., 2002), ademas de su importancia
con respecto a consideraciones economicas debido a la recuperacion de metales

preciosos (Ruiz-Manriquez, 2000).

Se han aplicado diferentes métodos para la remocion de metales, entre los que se
encuentran la precipitacion quimica, adsorcion por carbon activado o resinas,
intercambio i6nico y electrdlisis; técnicas caras e ineficientes (Tabla 1.2) (Sahoo et
al., 1992; Eccles, 1999; Kefala et al., 1999; Costley y Wallis, 2001; Gupta et al.,
2001). Esta ineficiencia es debida al intervalo de concentracion de metales para el
cual pueden ser aplicadas; la mayoria son eficientes para una concentracion de
metales mayor a 10 mg L™. En la Tabla 1.3 se pueden observar los niveles de Pb,
Cd, Cu y Zn tanto en residuos domeésticos como industriales, los cuales estan por
debajo del intervalo de aplicacion de algunas técnicas anteriormente

mencionadas.



Tabla 1.1. Estimacion de los flujos (ton afio™) de metales liberados de las actividades
antropogénicas a nivel mundial.

Cd Cu Pb Zn

Potencia y energia

Carbon 8,529 5,185 8,158 11,100

Petréleo 143 1,959 250,449 2,159

Madera 120 900 2,100 Despreciable

Electricidad 125 720 720 18,000
Manufactura 2,450 33,740 9,300 85,015
Metales

Ferrosos 7,371 16,588 54,725 97,287

No ferrosos 156 1,601 9,732 34,325
Agricultura 3,666 411 192 824,935
Residuos

Sélidos 1,147 29,790 42,100 65,100

Aguas residuales 24,319 40,905 16,470 103,715
Total 48,026 131,799 393,946 1,241,636

Fuente: Adaptada de Nriagu y Pacyna (1988).

El uso potencial de microorganismos en el tratamiento de aguas residuales
contaminadas por metales pesados, y la recuperacion de éstos en los residuos
mineros o efluentes metalirgicos es de gran importancia. Muchos
microorganismos tales como algas, hongos, levaduras y bacterias son capaces de
concentrar metales pesados de su ambiente acuatico (Kacar et al.,, 2002;
Nourbakhsh et al., 2002). Aunque el descubrimiento de esta caracteristica en los
microorganismos y otros materiales biol6gicos no es reciente; fue hasta la década
de los 90’s (o incluso 70’s; Tsezos, 2001) en que se desarrollé una nueva area
cientifica que puede ayudar a la recuperacion de metales: la biosorcion, que se
refiere la adsorcion/absorciéon de metales por biomasa. Los primeros estudios
describieron la gran variedad de materiales biolégicos que podrian ser usados en
la remocién, a muy bajo costo e incluso tratando pequefias cantidades de metales

toxicos en efluentes industriales (Vieira 'y Volesky, 2000).



Tabla 1.2. Ventajas y desventajas de las tecnologias convencionales para la remocion de

metales.
Nivel de
Método Desventajas Ventajas aplicacion
(mg L™
Precipitacion Aplicable a altas Simple >10
quimicay filtracibn  concentraciones Barato
NO efectivo
Se obtienen “lodos”
Oxidacion quimica  Se requieren sustancias Mineralizacion nd
0 reduccion guimicas (no siempre)
Sistemas biolégicos (bajas
tasas)
Sensible al clima
Tratamiento Para altas concentraciones Recuperacion de >10
electroquimico Demasiado costoso metales
Osmosis inversa Se requieren presiones altas  Efluente puro >10
Escalamiento de membranas (para reciclado)
Demasiado costoso
Intercambio i6nico  Sensible a la presencia de Efectivo <100
particulas Efluente puro
Resinas costosas (para reciclado)
Adsorcién No muy efectivo para Sorbentes <10
algunos metales convencionales
(carbén)
Evaporacion Energia intensiva Efluente puro nd

Demasiado costoso
Se obtienen “lodos”

Fuente: Resumida de Eccles (1999); Volesky (2001a) y Zouboulis et al. (2004). nd = no

datos.

Tabla 1.3. Niveles de concentracion de metales de origen doméstico e industrial (mg L™).

Estandar Residuo Residuos Industriales
Metal Sg;gbﬁgua doméstico  Alimentarios Carnes Galvanizados Textiles
Cd 0.005 0.01 0.006 0.01 1 0.03
Pb 0.05 0.1 0 0 0 0
Cu 1 0.17 0.29 0.09 6 0.03
Zn 5 0.29 1.08 0.43 9 0.47

Fuente: Scragg (1999).



2. ANTECEDENTES
2.1 Biosorciéon

El origen literal de la palabra “sorcién” y sus derivados tales como ad-, ab-, fisi-,
quimi- y también biosorcion, es el verbo latino “sorbere”, que significa “tragar”. El
primero en utilizar el término biosorcién fue Ruchhoft (1949), cuando estudiaba la
remocion de **°Pu en solucién por lodos activados. Pimpel y Schinner (1997)
refirieron que el término biosorcion, se utiliza para la captacion fisicoquimica de
metales que es independiente del metabolismo; mientras que bioacumulaciéon se
aplica a los procesos activos para la inmovilizacion del metal, incluyendo
mecanismos enzimaticos, que conducen a la bioprecipitaciébn o biocristalizacion
del metal. En este mismo sentido, otros autores afiaden a la definicion que la
biomasa utilizada para la biosorcion de metales puede estar viva, muerta o ser
metabodlicamente no viable (Kratochvil y Volesky, 1998; Vecchio et al., 1998;
Barkay y Schaefer, 2001).

A diferencia de los autores antes mencionados, Veglio’ y Belchioni (1997),
afirmaron que la biosorcion puede ser de dos tipos: (a) dependiente del
metabolismo y/o (b) independiente del metabolismo (Figura 2.1); ademas, la
clasificaron de acuerdo al lugar donde se encuentra el metal cuando es removido
de la solucién: (1) acumulacion extracelular/precipitacion; (2) adsorcion en la

superficie celular/precipitacion y (3) acumulacion intracelular.

Son varios los mecanismos propuestos también para la interaccion de biomasa
(en este caso microorganismos) con los metales en solucion. Brierley et al., (1989)
asever6 que hay cinco mecanismos predominantes: (a) volatilizacion; (b)
precipitacion extracelular; (c) acomplejamiento extracelular acompafiado por una
acumulacion; (d) unidbn o enlace a la superficie celular y (e) acumulaciéon
intracelular. Por su parte, Volesky (2000), sefiala que la sorcién de metales por
diferentes partes de la célula puede ocurrir via: (i) formacion de complejos; (ii)
coordinacion; (iii) quelacion de metales; (iv) intercambio i6nico; (v) adsorcion y (vi)
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microprecipitacion inorganica; o incluso una combinacion de los mecanismos
anteriores. Segun Al-Saraj et al. (1999), se han reconocido dos mecanismos
principales para la concentracion de iones metalicos en los microorganismos. El
primero involucra el enlace superficial, el cual tiene lugar en la superficie de la
membrana celular, mientras que en el segundo, los iones metalicos pueden entrar
a la célula a través de la membrana celular y participar en rutas bioquimicas
diversas. Finalmente, y de acuerdo a Scragg (1999), la respuesta de las células
microbianas a altas concentraciones de metales (que en algunos casos pueden

conferir cierto grado de tolerancia al metal) puede ser una o mas de las siguientes:

e Exclusion del metal de la célula.

e Excrecion dependiente de la energia de los metales absorbidos en la célula.

e Sorcion intracelular mediante proteinas especificas, algunas de las cuales
son conocidas como metalotioneinas.

e Sorcion extracelular, bien en la pared celular o en polisacaridos
extracelulares.

e Modificacion quimica del metal (oxidacion, reduccion).

Durante la presente investigacion se utilizara el término biosorcion para referirse a
la interaccion fisicoquimica de adsorcién, absorcion o difusion entre el metal y la

pared celular de la bacteria.

2.2 Biosorcion de metales por microorganismos

La biosorcion de metales pesados ha sido comprobada en varios tipos de
microorganismos, entre los que se encuentran hongos (Bai y Abraham 2002; Dilek
et al., 2002), levaduras (Al-Saraj et al., 1999), algas (Aksu y Acikel, 2000; Pérez-
Rama et al., 2002) y bacterias (Bruins et al., 2000). En la literatura, se pueden

encontrar muchos estudios de biosorcion utilizando microorganismos con



MECANISMOS DE
BIOSORCION

DEPENDIENTE DEL
METABOLISMO

INDEPENDIENTE DEL
METABOLISMO

Transporte a través
de la
membrana celular

Precipitacion

Adsorcion fisica

Intercambio iénico

Formacion de
complejos

b)
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ACUMULACION
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ADSORCION/PRECIPITACION
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complejos

Adsorcion fisica

Precipitacion

Figura 2.1.- Mecanismos de biosorcién (Veglio’ y Belchini, 1997): (a) de acuerdo a la
dependencia del metabolismo celular; (b) de acuerdo al lugar donde se efectia la
remocion del metal.




diferentes condiciones de pH, temperatura, fuerza i6nica y diferentes

concentraciones de biomasa y metales.

Ademas, se ha utilizado biomasa viva, muerta y/o metabolicamente no viable; la
que puede ser tratada quimicamente para modificar su pared celular, e incluso
puede ser inmovilizada en diferentes materiales. Otro factor de interés, es que la
biosorciéon puede llevarse en un proceso de contacto por lotes o continuo. Todo
esto hace dificil que se puedan comparar cuantitativamente los diferentes disefios
de biosorcion, ya que no hay un patron a seguir entre los métodos, causando con

esto confusion (Vieira y Volesky, 2000).

Con respecto a la utilizacién de algas como biosorbentes para la remocion de
metales, Valdman y Leite (2000), utilizaron biomasa de Sargassum sp.
inmovilizada en polietilimina. Los metales removidos fueron Cd, Cu y Zn, los
cuales tuvieron la serie de biosorcion Cd>Zn>Cu, con valores maximos de

biosorcién de 157.8, 118.5y 77.4 mg g, respectivamente.

Entre los muchos estudios en el que se han utilizado algas, uno de los mas
recientes es el de Sheng et al., (2004), quienes evaluaron la biosorcion de Cu, Pb,
Cd, Zn y Ni por las algas Sargassum sp., Padina sp., Ulva sp. y Gracillaria sp.,
encontrando que las capacidades de biosorcion fueron afectadas grandemente por
el pH. Observaron que entre mas aumentaba el pH, se incrementaba la capacidad
de biosorcion. Los valores de pH 6ptimos para el proceso fueron de 5.0 para Pb y
Cu, y de 5.5 para Cd, Zn y Ni. La afinidad para los metales para Padina sp. fue
Pb>Cu>Cd>Zn>Ni, mientras que para Sargassum sp. fue Pb>Zn>Cd>Cu>Ni. Los
analisis de XPS y FTIR realizados por los autores confirmaron que en el caso de
Padina sp. y Sargassum sp. los grupos carboxilo, éter, hidréxido, y amino, son los
responsables de la biosorcién de los iones metalicos.

La utilizacion de hongos como biosorbentes de metales ha sido muy estudiada.

Sag (2001) presenta un excelente resumen donde expone los resultados de



muchas investigaciones, lo cual da una idea clara del estado actual de esta

tecnologia.

Por su parte, Igbal y Edyvean (2004), evaluaron la biosorcion de Pb, Cuy Zn por
el hongo Phanerochaete chrysosporium. Este microorganismo fue inmovilizado en
un material de soporte tipo esponja (FBILS, por sus siglas en inglés). La capacidad
maxima para la biosorcién de iones metalicos fue de 135.5, 102.8 y 50.9 mg g™
para Pb(ll), Cu(ll) y Zn(ll), respectivamente. El pH 6ptimo para la biosorcion de los
tres metales fue de 6; la temperatura en un intervalo de 10 a 50°C no tuvo efecto

alguno sobre la capacidad de biosorcion.

Entre las investigaciones que se han realizado con bacterias, tenemos la
efectuada por Phillip et al. (1995), quienes utilizaron Pseudomonas aeruginosa
para estudiar la biosorcion y desorcién de Cu(ll), obteniendo una capacidad de
biosorcién de 50 mg g de bacteria. La presencia de &acidos minerales (0.1N HCI)
permitieron una desorcién destructiva del 95% del metal adsorbido, mientras que
con un buffer citrato (pH 4) hubo una desorcién del 80% de los metales de manera

no destructiva para la célula.

Asimismo, Singh et al. (1998) evaluaron la biosorcion de Fe(lll) y Cu(ll) por
Microcystis, los datos obtenidos indican tasas de biosorcion de 27.04 ug Fe(lll)
mg™* min™ty 3.31 pg Cu(ll) mg™* min™; mientras que al analizar el comportamiento
de los metales en combinacién se determiné una mayor preferencia para adsorber
Fe(lll) que Cu(ll).

Seki et al.,, (1998), utilizaron biomasa muerta de Rhodobacter sphaeroides
(bacteria purpura no sulfurosa) y Alcaligenes eutrophus H16 (bacteria del
hidrogeno) para evaluar la biosorcion de Cd y Pb. Los resultados demostraron que
la biosorcion de los iones divalentes de estos metales se lleva a cabo en las
células de estas bacterias, debido al enlace monodentado de dos tipos diferentes
de &cidos: carboxilicos y tipo fosfato. EI nimero de sitios de enlace de A.

eutrophus fue 2.4 veces mayor que los de R. sphaeroides.



Kefala et al. (1999) investigaron la biosorcion de Cd por biomasa viva y muerta de
Actinomycetes cepa AK61 y JL322, determinando que los parametros de
influencia en el proceso fueron: (1) el tiempo de contacto con la solucion, (2) el pH,
(4) la temperatura, (5) las concentraciones del metal y (6) la biomasa, obteniendo

una biosorcién de mas del 95% a las condiciones Optimas encontradas.

En estudios mas recientes con bacterias, Pagnanelli et al.,, (2003) usaron
Sphaerotilus natans para biosorber Pb, Cu, Zn y Cd. Estos autores encontraron
que en un intervalo de pH de 3 a 5, el pH éptimo para los cuatro metales es de 5,
mientras que la serie de afinidad de biosorcion es Pb>Cu>Zn>Cd, lo cual es un

reflejo de las propiedades hidroliticas de los metales en el proceso de biosorcién.

2.3 Biosorcion de metales por bacterias del género Bacillus

Beveridge y Murray (1980) estudiaron la localizacion de los sitios activos de la
pared celular de Bacillus subtilis para la depositacion de metales, modificando de
manera individual los grupos amino y carboxilo para neutralizar su carga
electroquimica. La modificacion de los grupos amino, no redujo la sorcion del
metal comparado con células nativas no modificadas. La extraccion de &cido
teicoico (por el tratamiento alcali), redujo estequiométricamente la biosorcion. En
contraste, la alteracion de los grupos carboxilo limitd severamente la depositacion
de la mayoria de los metales estudiados (Na, K, Mg, Ca, Mn, Fe(lll), Cu, Au(lll),
Ni, Pd, Sc, In, La, Pr, Sm y Ce). En un trabajo previo (Beveridge y Murray, 1979),
estos mismos autores, demostraron que los grupos carboxilos del peptidoglicano,

son los responsables de la depositacion de los metales.

Utilizando también Bacillus subtilis, Doyle et al.,, (1980) encontraron que la
modificacion quimica selectiva de los grupos libres amino y carboxilo conlleva a
que los sitios disponibles para los cationes aumente cuando los grupos aminos
son reemplazados por grupos neutros o cargados negativamente. También
demostraron que la introduccion de cargas positivas en la pared celular resulté en

una marcada disminuciéon en el nimero de sitios de sorcién para los metales y
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generalmente disminuian también los valores de las constantes aparentes de
asociacion. Estos autores aseveran que tanto el &cido teicoico como el
peptidoglicano contribuyen con sitios para la sorcion de metales. Ademas la
competencia entre varios metales por los sitios de sorcidn sugiere que los cationes
se acomplejan con sitios idénticos en la pared celular. Esta investigacion
contribuy6 también a demostrar que cuando la concentracion del i6n hidrégeno
aumenta, la afinidad de la pared bacteriana por los metales disminuye, pero el
namero de los sitios para la sorcion de metales permanece constante, lo cual

sugiere que los cationes y protones compiten por los mismos sitios de sorcion.

En estudios mas actuales, Lee y Tebo (1998), estudiaron la capacidad de
biosorcién de Cu(ll) por esporas de Bacillus sp. cepa SG-1, encontrando que las
esporas tuvieron una gran afinidad por este elemento, y que mas del 60% de

Cu(ll) era biosorbido de la solucion dentro del primer minuto a un pH de 7.2.

En otro trabajo realizado por El-Helow et al., (2000), se investigo la biosorcién de
Cd por la bacteria marina Bacillus thuringiensis (cepa DM55). Los componentes
del medio de cultivo que mas influyeron en la remocion del metal fueron los
fosfatos de potasio y la peptona. Las condiciones 6ptimas del medio de cultivo
(peptona, 3 g L™ extracto de levadura, 3 g L™*; KH,PO,, 1.76 g L™ K.HPO,, 0.51 g
L™ NaCl, 2.5 g L™ y MgS04-7H,0, 2 g L) permitieron una remocién del metal de
un 79% durante las primeras 24 horas, con una capacidad de biosorciéon

especifica de 21.57 mg g* de biomasa.

Fein et al. (2001) desarrollaron un modelo para la prediccidon de biosorcion de
metales por Bacillus subtilis. Ellos utilizaron un enfoque lineal de energia libre para
comparar las constantes de estabilidad de los complejos de superficie metal-
carboxil, con las constantes de estabilidad acuosas metal-acido orgénico. Los
acidos organicos considerados fueron el acético, oxalico, citrico y acido 4,5-
dihidroxi-1,3-bencenosulfénico, los metales fueron Co, Ni, Nd, Sr y Zn. El
comportamiento de biosorcion para cada uno de los metales estudiados

(exceptuando el Zn) fue bien descrito considerando Unicamente el enlace metal-
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acetato en la superficie bacteriana, con un coeficiente de correlacion lineal de
0.97.

Daughney et al. (2001) investigaron el efecto de la fase de crecimiento,
exponencial, estacionaria y de esporulacién de Bacillus subtilis en la concentraciéon
de los sitios de adsorcion en la superficie de la pared celular, ademas de las
constantes de deprotonizacion y de enlace del metal por titulacién acido-base y la
adsorcion por lotes con Cd y Fe(ll), encontrando que las células en fase
exponencial adsorbieron aproximadamente del 5 al 10% mas metal (por unidad de
peso) que las células en fase estacionaria y aproximadamente del 15 al 30% mas

gue las esporas.

Martinez y Ferris (2001) utilizaron un idn selectivo para monitorear la biosorcion de
Cd(Il) en dos bacterias, Bacillus subtilis (Gram +) y Escherichia coli (Gram -), como
una funcion del aumento de pH. Estos investigadores encontraron tres sitios
discretos para la biosorcion de metales en ambas bacterias, con una constante de
equilibrio (pKs) de -0.8+0.20, 0.63+0.09, y 2.35+0.10; y -0.60+0.10, 0.25+0.19 y

1.93+0.17, respectivamente.

Da Costa y Duta (2001) experimentaron la biosorcion de Cd, Zn, Cu y Pb con
Bacillus sp., B. sphaericus, y B. cereus. Para el caso del Cu, la maxima capacidad
de biosorcion fue de 5.6 mol g** para B. sphaericus, 5.9 mol g™ para B. cereus y B.
subtilis, y 6.4 mol g* para Bacillus sp. Los valores maximos para Zn fueron de 4.3,
4.6, 4.8 y 5.0 mol g* para B. sphaericus, B. cereus, Bacillus sp. B. subtilis,
respectivamente. En el caso del Cd, los valores fueron de 8.0, 9.5, 10.8 y 11.8 mol
g’ para B. cereus, B. subtilis, Bacillus sp. y B. sphaericus, respectivamente.
Finalmente para Pb, los valores fueron de 0.7, 1.1, 1.4 y 1.8 mol g* para B.
sphaericus, B. cereus, Bacillus sp. y B. subtilis, respectivamente. Estos autores
proponen a B. subtilis y B. cereus como las cepas que presentaron mejores

resultados de biosorcion.
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Nourbakhsh et al. (2002), determinaron las condiciones Optimas de biosorcion de
Cr(VI1), Pb(ll) y Cu(ll) por Bacillus sp. (cepa OGUB 001), a 27°C y pH de 2 a 7,
obteniendo que los valores de pH éptimo para la mayor biosorcion de metales
fueron 2, 4.5 y 4, respectivamente. En la biosorcion parcialmente competitiva, (a
pH 4), el 71.8% de la capacidad fue utilizada por el plomo, mientras que el 16.3%

y 11.9% fue usada por los iones cobre y cromo, respectivamente.

La bacteria Bacillus circulans cepa EB1, fue utilizada por Yilmaz (2003) como
biosorbente de Co, Cd, Ni, Cuy Zn; y evaluo el efecto que estos metales tienen
sobre el crecimiento de esta bacteria. Este autor encontré6 que el orden de
toxicidad de estos metales para la bacteria fue Cd=Co>Cu>Ni>Zn>Mn, en medio
solido. La remocion de metales durante el crecimiento en medio liquido fue del
90% de Mn, 68% de Zn, 65% de Cu, 45% de Ni y 40% de Co, con una capacidad
de biosorcion especifica de 25, 22, 20, 13y 12 mg L™. Debido a su capacidad para
crecer aun en presencia de altas concentraciones de los metales, el autor propone
a B. circulans como potencialmente aplicable para la biorremediacion in situ de

sistemas acuosos contaminados por metales.

Pollman et al., (2005), proponen a Bacillus sphaericus JG-Al12, aislada de una pila
de desecho en una mina de uranio en Alemania, como un buen biosorbente, ya
que es capaz de remover metales en solucion como U, Cu, Pb, Al, Cd, Pd(ll), Pt(ll)
y Au(ll). Incluso, ellos encontraron que las nanoestructuras paracristalinas
ordenadas de las proteinasas de la capa S que envuelven a la bacteria, tienen una
gran capacidad para recuperar metales preciosos de desechos mineros, asi como

para la produccion de nanoconglomerados de estos elementos.

2.4 Equilibrio y cinética en el proceso de biosorcion

Los estudios de equilibrio y cinética del proceso de biosorcion de metales son de
gran importancia, ya que permiten establecer el o los mecanismos por los cuales
los iones metdlicos interactian con el material sorbente (Kratochvil y Volesky,
1998). Los datos de equilibrio proveen informacion fisicoquimica fundamental para
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evaluar la aplicabilidad del proceso de biosorcibn como una operaciéon unitaria y
para el disefio adecuado de un sistema de biosorcion. Los datos de equilibrio
usualmente se describen por la ecuacién de una isoterma, cuyos parametros
expresan las propiedades de afinidad del sorbente, a una temperatura y pH fijos
(Ho et al., 2002). Los datos cinéticos proporcionan informacién acerca de las tasas
de remocion del metal, ademas de ayudar en la identificacion del tipo de
biosorcién, la capacidad del biosorbente, asi como el tiempo que transcurre para
que el sorbente y el adsorbato (metal) en solucion lleguen al equilibrio. Otro
aspecto importante es que los estudios cinéticos son esenciales para el
escalamiento del proceso de biosorcion a nivel industrial (Volesky, 2001a;
Cerofolini, 2002; Horsfall et al., 2005).

La bacteria Arthrobacter sp. fue utilizada por Veglio et al., (1997) para estimar el
proceso de equilibrio para la biosorcion de Cu, Pb, Mn y Ni. Dichos autores
encontraron que la isoterma que mejor describe la biosorcién es la de Langmuir,
con capacidades maximas de 406, 148, 130 y 13 mg g™ para Mn, Cu, Pb y Ni,
respectivamente. Ademas sefalan que en el caso de esta bacteria, la densidad de
biomasa tiene un efecto significativo sobre la capacidad maxima de biosorcion de

estos metales.

Puranik et al., (1999), utilizaron Citrobacter sp. cepa MCM B-181 y dos hongos,
Streptoverticillium cinnamoneum y Penicillium chrysogenum para remover Pb y Zn
en solucion. En todos los casos la concentracion de metal disminuyd durante los
primeros 10 minutos y se mantenia constante después de pasados 30 minutos
aproximadamente, ademas, la concentracion inicial de los metales no mostro
efecto sobre el tiempo. Una comparacién con los tres microorganismos muestra la
siguiente serie de biosorcién, S. cinnamoneum > Citrobacter sp. > P.
chrysogenum. En cuanto a la eficiencia del proceso cinético, comparando el
coeficiente de transferencia de masa (Kna) la serie es, Citrobacter sp. > S.

cinnamoneum > P. chrysogenum.
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La cinética de biosorcion de Cd por dos bacterias, Rhodobacter sphaeroides S (un
microorganismo fotosintético) y Rhodovulum sp. PS88 (una bacteria fotosintética
marina), bacterias que demostraron ser capaces de biosorber el Cd en presencia
de 30 g L™ de cloruro de sodio e iones divalentes (Mg(ll) y Ca(ll)) en el medio de
cultivo fue estudiada por Watanabe et al., (2003). La cepa PS88 mostré una mejor
sorcién y una alta tasa especifica de biosorcion de Cd del medio de cultivo en
condiciones  aerobias-sin  luz  (heterotréficas) y  anaerdbias-con  luz
(fotoheterotroficas). La biosorcion de Cd por ambas bacterias es dependiente de la
concentracion inicial del mismo y puede ser modelada con la isoterma de
Freundlich. Rhodovulum sp. mostré una mayor capacidad de biosorcion de Cd que
Rhodobacter. En cuanto a la cinética, los autores encontraron que un tiempo
aproximado de entre 5 y 10 minutos, fueron suficientes para alcanzar el equilibrio

para ambas bacterias.

Beolchini et al., (2003), estudiaron la biosorcion de Cu por Sphaerotilus natans
inmobilizada en matrices de polisulfona. Investigaron el proceso de equilibrio para
determinar el efecto del pH y la concentracion de la biomasa en la biosorcion. Los
datos experimentales obtenidos, fueron modelados satisfactoriamente con la
ecuacién de Langmuir. La capacidad méaxima de biosorcién fue de 5.4 mg g™ a pH
de 5.5y 0.18 g de biomasa liofilizada por gramo de la matriz. Los autores también
estudiaron la cinética de biosorcion, desarrollando un modelo cinético propio. El

tiempo para llegar al equilibrio que obtuvieron es de aproximadamente 60 minutos.

2.5 Biosorcion en sistemas multimetalicos

Hasta la fecha, muchos de los estudios de biosorcion de metales con
microorganismos han estado restringidos a soluciones simples, y sélo en un
namero limitado de casos se ha reportado el efecto de otros cationes y aniones en
el proceso de biosorcion (Tobin et al., 1998). Los iones metalicos presentes en
una solucién multimetalica usualmente interactian entre si y modifican los efectos
de la biosorcién, los cuales pueden ser sinergéticos, antagonicos o no interactivos.

Dado que los desechos de aguas contaminadas con metales generalmente
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contienen mas de un tipo de i6bn metalico, estos pueden interferir en la remocion o

recuperacion del metal de interés (Puranik y Paknikar, 1999).

Shuttleworth y Unz (1993) determinaron la habilidad de la bacteria filamentosa
Thiothrix sp. cepa Al para biosorber Ni y Zn tanto de manera individual, como en
mezcla. Los autores encontraron que la mayor parte de ambos metales eran
removidos de la solucibn en menos de 10 minutos. En cuanto al equilibrio, la
isoterma de Freundlich fue la que mejor se ajust6 a los datos experimentales de la
biosorcidon de Cu, mientras que para el Zn y el Ni la isoterma mas apropiada fue la
bifasica de Freundlich. La biosorcion para el Ni y Zn fue directamente proporcional
a la edad del cultivo. Tambien demostraron que tanto el Ca como Mg compiten
con el Zn por los sitios de sorcidn, mientras que el K sélo tuvo un pequefio efecto.
En el caso de la competencia entre el Ni y el Zn, encontraron que ambos metales

compiten por los mismos sitios de biosorcion.

Loaéc et al. (1997) trabajaron con los polimeros aislados de la bacteria
Alteromonas macleodii subsp. fijiensis, con el fin de obtener la capacidad de
biosorcién de Pb, Cd y Zn, tanto en forma individual como en mezclas binarias de
estos metales. Utilizaron la isoterma de Langmuir para dos solutos como modelo
de ajuste a los datos experimentales. Estos investigadores observaron que las
isotermas mostraban una competencia entre el Zn y el Cd, mientras que el Pb fue
removido de la solucion preferentemente en el sistema bimetalico.

Daughney y Fein (1998), cuantificaron el efecto de la fuerza iénica en la biosorcion
de H*, Cd*?, Pb*? y Cu*? en Bacillus subtilis y B. lincheformis. Estos investigadores
evaluaron la habilidad de los modelos de capacitancia constante y el de Stern de
doble capa para describir el efecto de la fuerza idnica en la biosorcién. De los
modelos antes mencionados, el de capacitancia constante es el que mejor
resultado di6 a los autores. Ademas encontraron que los parametros de este
modelo no varian con respecto a la fase de crecimiento de las bacterias. Para el
caso de B. lincheformis encontraron que a un determinado valor de pH, la
biosorcién disminuia al hacerlo la fuerza i6nica, mientras que B. subtilis mostré

una tendencia contraria.
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Hammaini et al. (2002), investigaron el efecto del Pb en la biosorcion de Cu, Cd y
Zn por lodo activado. Estos autores utilizaron isotermas superficiales de biosorcién
tridimensionales en reemplazo a las isotermas sencillas, encontrando que las
isotermas presentaban una competencia entre los metales a ser removidos de la
solucion, pero en general el Pb mostré preferencia al estar en presencia de alguno

de los metales antes mencionados.
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3. OBJETIVOS

3.1 General

Determinar el efecto de variables ambientales (pH, temperatura y salinidad) sobre

la biosorcion de Cu, Pb, Zn y Cd, por la bacteria Bacillus jeotgali cepa U3.

3.2 Particulares

Determinar la cinética de biosorcibn de metales por las bacterias a

diferentes valores de pH vy salinidad.

e Determinar las condiciones de pH, salinidad y temperatura Optimas para la

biosorcion de metales por las bacterias.

e Determinar las capacidades de biosorcion de Cu, Zn, Pb y Cd por las

bacterias, asi como el modelo de biosorcién que mejor explique el proceso.

e Determinar los efectos de otros metales en las capacidades de biosorcion
de Cu, Zn, Pby Cd.
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4. HIPOTESIS

La cinética y las capacidades de biosorcidn de los metales por las bacterias
son influenciadas por diferentes parametros ambientales (temperatura, pH y
salinidad). De manera tal, que los valores 6ptimos de pH para los metales
se encuentrardn cerca del pH de precipitacion de éstos, mientras que la

salidad optima seré la de cero.

Las capacidades de biosorcion por las bacterias en una solucion multi-
metalica seran menores a aquellas correspondientes a los mismos

elementos, cuando son tratados individualmente.
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5. MATERIALES Y METODOS

Como parte de una investigacion previa, enfocada en la oxidacién de Mn(ll) por
bacterias autoctonas, se aislaron varias cepas bacterianas del sedimento
colectado de la laguna costera de Urias, Sinaloa, México, y se seleccion6 una
cepa modelo. En este estudio se empled la misma cepa, por lo que, en los
apartados 5.1 al 5.5 se describe el aislamiento, seleccion e identificaciéon de dicha
bacteria.

5.1 Aislamiento de las bacterias

Mediante el uso de una draga tipo Van Veen y una botella horizontal Niskin, se
colectaron sedimentos superficiales y agua suprayacente, respectivamente, en
tres localidades del Estero de Urias. La primera de ellas ubicada en la cabeza
estuarina, la cual se caracteriza por tener un bajo impacto antropogénico (Ruelas-
Inzunza y P4ez-Osuna, 1998), la segunda localizada en la parte central del estero,
donde Osuna-Lopez et al, (1989) y Soto-Jiménez y Paez-Osuna (2001)
observaron las més altas concentraciones de Cd y Cu en sedimentos, las cuales
se asocian con la recepciéon de efluentes de las procesadoras de alimentos
marinos, harinera de pescado, rastro municipal y flotas pesqueras. La tercera
localidad es el Estero del Infiernillo, el cual recibe efluentes domésticos sin ningun
tratamiento. Una vez que la draga se abrid, se tomaron tres ndcleos del centro con
una jeringa de 60 ml de capacidad, procurando realizar este proceso lo mas rapido
posible para evitar la contaminacion bacteriana de las muestras. Los nucleos de

las jeringas se mantuvieron en frio hasta su utilizacion.

5.2 Enumeracion y purificacion de las bacterias

Los dos centimetros superficiales de cada uno de los tres nucleos obtenidos en
cada localidad fueron mezclados, homogenizados y utilizados para inocular una
serie de diluciones en medio liquido. Se prepararon 100 ml de medio K, afiadiendo
0.05 g de extracto de levadura, 0.2 g de peptona y 25 ml de agua destilada a 75 ml
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de agua marina, previamente filtrada (0.2 um). Esta mezcla fue esterilizada en una
autoclave, para posteriormente agregarsele de forma ascéptica 2 ml de solucién
de Hepes 1 M (pH = 7.5) y 0.01 ml de MnCl, 1 M. Se colocaron alicuotas de 9 ml
de este medio en tubos de ensayo y a uno de ellos se le afiadi6 asépticamente 1 g
de sedimento y se homogenizé; con esto se realizaron una serie de 4 diluciones
(base 10). Posteriormente, 1 o 0.1 ml del cultivo liquido fue colocado y expandido
sobre la superficie de cajas de Petri con medio Ky 1.5 % de agar (Ghiorse, 1984).
Dado que las bacterias que oxidan Mn(ll) (a las cuales pertenece la bacteria de
este estudio), forman colonias de color café en aproximadamente 1-2 semanas. El
conteo total de bacterias, asi como de bacterias que oxidan Mn(ll) se realiz6 dos
semanas después. Aquellas colonias representativas de bacterias que oxidan
Mn(ll) fueron cuidadosamente colectadas y transferidas a medio fresco para
obtener cultivos puros (Madigan et al., 1997).

5.3 Seleccioén de la bacteria de estudio

A las cinco cepas bacterianas que se seleccionaron por su capacidad de oxidar
Mn(ll) en medio solido, se les realizé una segunda prueba en agua de mar (75%
v/v H,0) con 100 puM de Mn(ll), a temperatura ambiente (25°C) y 150 rpm. Durante
98 horas se tomaron muestras del medio, las cuales fueron filtradas con filtros
millipore de 0.2 micras de 25 mm de radio, la cantidad de metal oxidado por dicha
biomasa fue determinado indirectamente midiendo la concentracion de Mn(ll) en el
sobrenadante por el método colorimétrico (Brewer y Spencer, 1971). La bacteria
gue mas removié Mn(ll) de la solucion fue seleccionada e identificada, misma que

se empled en la presente investigacion.

5.4 ldentificacion genética de la bacteria

La identificacion preliminar de la bacteria se realizé en el Instituto Oceanografico
Scripps/UCSD, empleandose técnicas moleculares (Francis et al., 2001). EI DNA
fue aislado utilizando un equipo Qlamp Tissue (Qiagen Inc., Chatsworth, CA).

Después de extraer y purificar el DNA, se le realiz6 una PCR usando cebadores
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estandar, para amplificar el gen del 16S RNA ribosomal, una vez hecho esto
fueron clonados y secuenciaciados. La comparacion entre las secuencias de la
bacteria se hizo usando el programa BLAST de NCBI (1997). La identificacion
definitiva se realiz6 en el Centro de Investigacidon en Acuacultura y Desarrollo
(CIAD), unidad Mazatlan, en el laboratorio de Bacteriologia. En esta identificacion,
el aislamiento del ADN se realizo con el kit de Promega Wizard® Genomic DNA
purification Kit (Madison, Wisconsin, USA); posteriormente fue purificado usando
el kit de Qiagen (QIAquick Gel Extraction kit, Qiagen Inc, USA). Para la clonacién,
se realizd una ligacion utilizando el vector pGEM-T (Easy Vector System |,
Promega USA), el buffer para la ligasa y T4 ADN ligasa (Promega); después se
hizo la transformacion utilizando bacterias E. coli (DH5a, GIBCO, California,
USA.), se utiliz6 ampicilina para detectar aquellas que habian sido clonadas, a
continuacion el ADN fue secuenciado.

5.5 Preservacion y crecimiento de la bacteria

Para optimizar el desarrollo de biomasa se llevaron a cabo curvas de crecimiento
a tres diferentes concentraciones de medio K, la concentracion normal (C1) de los
componentes del medio K es de 0.5 g de extracto de levadura y 2.0 g de peptona
(por litro de medio), las siguientes concentraciones consistieron en aumentar al
doble (C2) y triple (C3) la cantidad de extracto de levadura y peptona. Se
prepararon 150 ml de medio en matraces erlenmeyer de 250 ml los cuales, una
vez esterilizados fueron inoculados y mantenidos en agitacion a 150 rpm, se
tomaron muestras de 3 ml cada 2 horas y fueron medidas en un espectrofotometro
a 600 nm, para posteriormente realizar las curvas de crecimiento. Las bacterias
fueron criopreservadas a -70°C en un ultracongelador en caldo de soya
tripticaseina, glicerol, y NaCl, con cuentas de vidrio como lo recomienda Gherna
(1994).
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5.6 Determinacién de los efectos del pH y salinidad en la cinética de biosorcién:
obtencion de valores 6ptimos

Se realizaron bioensayos para evaluar el efecto del pH y la salinidad en la cinética
de biosorcion de metales para determinar los valores éptimos de este proceso. En
todos los experimentos se utilizé agua Milli-Q, los reactivos utilizados eran grado
analitico. Todo el material fue lavado en bafios de acido HCI y HNO3; como lo

recomiendan Moody y Lindstrom (1977).

Una vez que se encontraban en la fase estacionaria de crecimiento, las bacterias
fueron centrifugadas del medio de cultivo a 9000 rpm y 4°C, durante 5 minutos,
lavadas con agua Milli-Q y vueltas a centrifugar como se describié anteriormente,
se repitié este proceso tres veces para eliminar las impurezas del medio de cultivo.
Para conocer la cantidad de bacterias que eran utilizadas en los bioensayos, se
realizd una curva estandar de densidad optica vs. biomasa; todos los bioensayos

se realizaron con una densidad de biomasa de 0.5 g L™.

En la Tabla 5.1 se muestran los intervalos de pH que fueron utilizados para cada
metal (con intervalos de una unidad), asi como la salinidad y la concentracion
inicial del metal (Cy), todos los bioensayos, tanto para el pH como para la
salinidad, se realizaron a 25°C. Los valores de pH presentados en la Tabla 5.1 son
los que comunmente se presentan en las aguas de desechos industriales
(Nourbahsh et al., 2002).

Tabla 5.1. Valores de pH, salinidad y C, utilizados para el estudio del efecto del pH en la
cinética de biosorcion.

Metal pH  Salinidad Co(mg L™

Cd 3-7 0 ~ 40
Cu 2-6 0 ~ 40
Pb 3-6 30 ~40
Zn 4-6 0 ~ 80
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Una vez obtenidos los valores de pH Optimos para cada metal, éstos fueron
utilizados para determinar los efectos de la salinidad en la cinética de biosorcion,
asi como la salinidad oOptima. En la Tabla 5.2 se muestran los intervalos de
salinidad utilizados (en intervalos de 10), asi como la concentracion inicial del
metal. El agua de mar utilizada en los experimentos fue filtrada con un sistema de
carbon activado y tratada con luz ultravioleta; el agua fue almacenada en

garrafones ambar en un lugar oscuro.

Tanto en los bioensayos de pH, como de salinidad, se tomaron muestras en
intervalos de tiempo de media o una hora, durante un promedio de seis horas,
para que el sistema alcanzara el equilibrio. Las muestras se acidificaron de
acuerdo con Nealson et al. (1996) y fueron centrifugadas a 7000 rpm, durante 5
minutos y el sobrenadante fue analizado mediante espectrofotometria de

absorcion atémica con un espectrofotometro Varian SpectraAA 220.

5.7 Modelos cinéticos de biosorcion

Se evaluaron seis modelos cinéticos para estudiar el efecto del pH y la salinidad
sobre la cinética de biosorcion. En la Tabla 5.3 se muestran las ecuaciones (en su
forma lineal) de los modelos utilizados (Ho et al., 2000; El-Bishtawi y Al-Haj, 2001,
Sismanoglu y Pura, 2001; Chiron et al., 2003). Con los datos obtenidos en los
bioensayos se hizo una evaluacion preliminar con los seis modelos cinéticos,
aguel modelo que se ajusté mejor a los datos experimentales fue posteriormente
sometido a un analisis de errores como se describe en la seccion 5.10, esto con el

fin de ajustar lo mejor posible las constantes del modelo cinético.

Tabla 5.2. Valores de salinidad y C, utilizados para el estudio del efecto de la salinidad en
la cinética de biosorcion.

Metal Salinidad C,(mg L™

Cd 0-40 ~30
Cu 0-30 ~50
Pb 0-40 ~ 80
Zn 0-40 ~ 40
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Tabla 5.3. Modelos cinéticos utilizados para evaluar el efecto del pH y la salinidad en el
proceso de biosorcién.

Modelo Ecuacion
Primer orden In(q,) =1In(q,) + k', t
1 1 ,
Segundo orden —=—+k,t
0 Jo
1 1
Tercer orden — =5 +kit
g 0,
Pseudo-primer in| e~ 4 ) = kit
orden d.
Pseudo-segundo t_ 1 1,
orden G k.97 e
Difusion L sli2
parabdlica G = Kqt

q: = cantidad de soluto biosorbido (mg g™) en el tiempo t; g, = cantidad de soluto biosorbido al
tiempo t = 0 (mg g); ge = cantidad de soluto biosorbido en el equilibrio (mg g™); t = tiempo; k’; =
constante de reaccion de primer orden (h™); k’, = constante de reaccién de segundo orden (g mg™
h™): ks = constante cinética de tercer orden (g2 mg'2 h™): k, = constante de reaccién de pseudo-
primer orden (h™); k, = constante de reaccién de pseudos-segundo orden (g mg™* h™); kg =
coeficiente de difusién (mg g™ h®°).

5.8 Modelos de equilibrio para la biosorcion individual de Cd, Pb, Cuy Zn

Para encontrar aquellos modelos que mejor describen el efecto causado por la
temperatura y la concentracién de los metales en el proceso de biosorcion, se
evaluaron dos isotermas de adsorcion (Tabla 5.4). Las temperaturas utilizadas en
estos experimentos fueron de 25, 30 y 35°C. Ademas, se utilizé el método de las
adiciones subsecuentes (SAM, Figura 5.1) propuesto por Pagnanelli et al., (2000),
el cual consiste en realizar adiciones subsecuentes del metal a la solucién en los
bioensayos una vez alcanzado el equilibrio de adsorcién. La evaluacion de la
adsorcion especifica del metal q (mg g* de células) sera obtenida utilizando el

siguiente balance de masa para el ion metalico en el sistema.

_VC, + g, [X] (Vi —u)+ (v, —u)C,, —CV,
e X]v,

Donde los subindices “i” e “i-1" se refieren a la adicion del metal.
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Tabla 5.4. Isotermas de biosorcion evaluadas.

Isoterma Ecuacion
L . L q _ KLqmaxCe
angmuir (L) e 1L K C K,C,
Freundlich (F) g, = K.CM"

g. = cantidad de metal biosorbido por las bacterias en el equilibrio (mg g™); C. = concentracién de
metal residual en el equilibrio (mg L™); K. = constante de Langmuir (L mg™); gmx = capacidad
méxima de biosorcién de metal por las bacterias; Kr = constante de Freundlich (L g?), n =
constante de afinidad de Freundlich.

\' ﬂ V. ﬂ V; ﬂ
S R R
7§|—>7§|—>7§|—>::>6

Figura 5.1. Método de la adicion subsecuente (SAM).

5.9 Efectos sobre el equilibrio en un sistema multimetalico

Para evaluar el efecto de la presencia de otros metales en el equilibrio de la
biosorcién, se realizaron bioensayos con soluciones enriquecidas
simultdneamente con los cuatro metales. Los valores de pH utilizados fueron de 4
y 6 para Pby Cu, y 7 para Cd y Zn. La salinidad empleada en los experimentos
fue de cero. Una vez obtenidos los nuevos valores para la capacidad de
biosorciébn de mezcla (gmix) Se pueden realizar las siguientes relaciones con los
valores individuales de cada metal (qing), y €valuar si existen efectos sinergéticos o
antagonicos (Mohan y Chander, 2001; Banat et al., 2002).
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Tabla 5.5. Clasificacion del efecto de la presencia de otros metales en la capacidad de
biosorcion.

Capacidad de biosorcion

La capacidad de biosorcion es
promovida por la presencia de
%ind otros iones metalicos
(sinergismo).

Amix 51

Qi No existe relacion entre los
mix _ 1 , . , ,
q = iones metélicos (no interactivo).
ind
Ui La capacidad de biosorcion es
—=<1 inhibida por la presencia de

%ind otros iones metalicos
(antagonismo).

Qine = capacidad de biosorcién del metal de forma individual en el equilibrio (mg g™), Qmx =
capacidad de biosorcion (en el equilibrio) del metal en presencia de otros metales (mg g™).

5.10 Andlisis de errores y estadisitico

Para evaluar el ajuste del modelo tedrico (ya sea cinético o una isoterma) a los
datos experimentales obtenidos en los sistemas de biosorcibn monometalicos, se
requiere un procedimiento de minimizacion mediante una funcién de error (Cheung
et al., 2001). En este estudio se evaluaron cinco funciones de error (Tabla 5.6),
propuestas por Ng et al., (2003) y se utilizé el método propuesto por Ho et al.,

(2002), el cual consiste en calcular la “suma de los errores normalizados”.

Para comparar los efectos del pH, salinidad y temperatura en la biosorcion de los
metales, se evaluaron las diferencias significativas entre las capacidades de
biosorcién en el equilibrio mediante la prueba de Tukey HSD (Statistica 5.5,
StatSoft, Inc., 1994-2000).
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Tabla 5.6. Funciones de errores utilizadas para evaluar el ajuste de los modelos a los
datos experimentales.

Error Ecuacion

p
Suma del cuadrado de los errores (ERRSQ) D (e s — Yecac):

i
i=1

i (qe,med _qe,calc)z

Funcién de error fraccional compuesto (HYBRD)

i=1 qe,med i
2
Porcentaje de desviacion estandar de Marquardt Zp: Oemed — e carc
(MPSD) T O
mi i
. . a qe,med _qe,calc
Error relativo promedio (ARE) Z —
i=1 qe,med i
p
Suma de los errores absolutos (EABS) Z Qemea — Ye.cac |,

i=1

Oemed = Cantidad experimental de metal biosorbido por las bacterias en el equilibrio (mg g'l); Qe.calc =
cantidad teérica de metal biosorbido por las bacterias obtenida con los modelos cinéticos o de
isoterma (mg g™).
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6. RESULTADOS
6.1 Identificacion genética de la bacteria

La identificacibn molecular por secuenciacion del gen 16S rRNA de la bacteria
seleccionada reveld que este microorganismo pertenece al género Bacillus, y se
encuentra genéticamente muy relacionada con Bacillus jeotgali YKJ-11 (Figura
6.1).

Bacillus jeotgali fue aislada del “jeotgal”, un alimento marino fermentado tipico de
Korea (Jung-Hoon et al., 2001). Por lo que la bacteria seleccionada para esta
investigacion fue llamada Bacillus jeotgali cepa U3, por la relacion genética que

existe con Bacillus jeotgali (Anexol).

Estas dos bacterias, presentan una coloracion salmén como lo reportan los
autores antes mencionados para la cepa YKJ-11 identificada por ellos. La cepa U3
fue depositada en la Coleccion de Microorganismos de Importancia Acuatica
(CAIM) del Centro de Investigacion en Acuacultura y Desarrollo Unidad Mazatlan
(CIAD), con el numero CAIM 726.

6.2 Efecto del pH en la biosorcion de los metales
6.2.1 Cd

La determinacion del pH oOptimo para la biosorcion de Cd, se efectué a una
salinidad de 0, a 25°C, con una biomasa de 0.5 g L™ y una concentracién inicial
del metal (Co) de 34.7+5.4 mg L™. Las maximas capacidades de biosorcién se
observaron en los experimentos realizados a pH 5y 7, (34.5 y 34.0 mg Cd g*,
respectivamente) (Tabla 6.1; Figura 6.2). Para obtener el modelo cinético que
mejor se ajustara a los datos experimentales, fueron evaluadas las formas lineales

de los seis modelos para cada pH.
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Figura 6.1. Arbol filogenético del gen 16S rRNA de la bacteria de estudio (CAIM 726),
comparada con otras cepas del género Bacillus.

El modelo cinético de pseudo-segundo orden, fue el que mejor se ajusté a los
datos experimentales, debido a que fue el Unico que describié una linea recta. En
la Figura 6.2 se observa como los datos experimentales se aproximan a una recta
cuando se grafica t q;* contra t (donde t es tiempo en horas y q; es la cantidad de
metal biosorbido en mg g* de biomasa en el tiempo t). Con la pendiente y la

interseccion al origen se obtienen los valores de k, (g mg™*h™) y ge (mg g™b).

Tabla 6.1. Valores de k; y ge para la biosorcion de Cd a diferentes valores de pH
obtenidos por regresion lineal y analisis de errores.

Regresion Andlisis de errores
pH ko(@mg*h™) ge(mgg?) ko(gmg’h™) ge(mgg?)
3 1.03 7.17 0.14 9.24
4 0.38 14.56 0.25 14.82
5 29.21 33.78 0.30 34.55
6 0.26 21.51 0.12 22.97
7 0.10 35.09 0.11 34.01
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tiempo (hr)

Figura 6.2. Biosorcion de Cd a diferentes valores de pH. 25°C, salinidad 0; biomasa 0.5 g
L™ Co = 34.745.4 mg L™. Las lineas describen el modelo de pseudosegundo orden (letras
diferentes indican diferencia significativa, prueba de tukey HSD, n=3, p<0.05).

o)

£ ®pH 7

" BpH6

s

o ApHS5

é XpH 4

= XpH3
0 1 2 3 4 5 6

t (hr)

Figura 6.3. Biosorcion de Cd a diferentes valores de pH aplicando la forma lineal del
modelo de pseudo-segundo orden.

31



Aunque a partir de la forma lineal del modelo, se pueden obtener las constantes
mencionadas; autores como Cheung et al., (2001), Ng et al., (2003) y Ho et al.,
(2002) recomiendan no hacerlo, ya que la transformacién de una isoterma no
lineal a una forma lineal altera su estructura de error y puede incluso violar la

varianza de error y la normalidad del método de los minimos cuadrados.

En la Tabla 6.1 se muestran los valores para k. y ge obtenidos con el modelo de
pseudo-segundo orden, tanto por regresion lineal como por el analisis de errores.
En esta Tabla, los valores de ge son similares, pero no asi los valores de k,. Para
pH de 5, el valor de k;, obtenido por el andlisis de errores es de 0.30, mientras que
para la regresion lineal es de 29.21. Por lo anterior se ha preferido realizar el
andlisis de errores en cada uno de los experimentos, y con esto garantizar que el
modelo cinético describa lo mejor posible los datos experimentales. En la Tabla
A2-1 (Anexo 2), se muestran las funciones de error que mejor se ajustaron a cada
uno de los valores de pH, asi como los valores de k; y ge, Obtenidos con cada una
de estas funciones. Para obtener el pH Optimo de biosorcion, se calculd el
porcentaje neto de Cd removido de la solucion a partir de la concentracion de
metal en la solucion una vez que se alcanza el equilibrio, C. (que se obtiene de Qe
del modelo cinético) y la concentracion inicial de metal en solucion. En la Figura
6.4 se puede observar el porcentaje de remocion de Cd a los diferentes valores de
pH. Aunque para pH 5y 7 no se encontrd una diferencia significativa, se opto por

éste ultimo como el valor del pH 6ptimo.

60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10
0 ! ! ! ! ! ‘
2 3 4 5 6 7 8
pH

Figura 6.4. Porcentaje de remociéon de Cd a diferentes valores de pH. 25°C, salinidad O;
biomasa 0.5 g L™"; Co = 34.7#5.4mg L.

% de remocién de Cd
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6.2.2 Cu

El estudio para la obtencién del pH 6ptimo de biosorcion del Cu se realizé a una
salinidad de 0, temperatura de 25°C, una biomasa de 0.28 g Ly Co = 40.6 + 3.7
mg L ™. En la Figura 6.5, se observa que el desarrollo de la biosorcién de Cu con
respecto al tiempo. Las lineas en esta gréfica son las obtenidas por el modelo de
pseudo-segundo orden, que al igual que para el Cd, fue el que mejor describi6 los
datos experimentales.

Para determinar el pH 6ptimo de biosorcidn para el Cu, se obtuvo el porcentaje de
remocién para cada uno de los valores de pH (Figura 6.6). El pH 6, fue el que
mayor porcentaje tuvo, con un 81.07%. En esta figura no se muestra el porcentaje
para pH 3, debido a que los datos obtenidos a este pH no se ajustaron al ningin

modelo cinético.

En la Tabla 6.2 se muestran los valores de k; y ge obtenidos con el modelo de

pseudo-segundo orden, y en la Tabla A2-2 (Anexo 2), se muestran los valores de

90
80 X
70 - x X
—epH2C
L 60- LpH3
? 50 -—-A-pH4C
2 40 —=pHs’
S 20 - —xpH6?
__&a *
20 - JE .
_____ * . .
10 - T {
O %-_-{\ I I 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tiempo (hr)

Figura 6.5. Biosorcion de Cu a diferentes valores de pH. Salinidad 0, temperatura de
25°C, biomasa de 0.28 g L'y Co = 40.6 + 3.7 mg L™. Las lineas describen el modelo
de pseudosegundo orden (letras diferentes indican diferencia significativa, prueba de tukey
HSD, n=3, p<0.05).
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las constantes para los otros valores de pH, asi como las funciones de error que

mejor ajustaron los datos tedricos a los experimentales.

El valor de la constante cinética, ko, para el pH Optimo fue de 0.14, el cual fue
obtenido con la funcion de error MPSD. De acuerdo con el modelo cinético, en los
primeros 15 minutos de iniciado el proceso de biosorcidon, se habia removido el
72.5% del Cu (ll), con respecto al total removido en el equilibrio (aproximadamente
6 horas), mientras que a la hora se habia removido el 91.3%. Teniendo con esto
una biosorcion rapida por parte de las bacterias al estar en contacto con el metal

en solucion.
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% de remocién de Cu
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Figura 6.6. Porcentaje de remociéon de Cu a diferentes valores de pH. Salinidad O,
temperatura de 25°C, biomasa de 0.28 gL'y C; = 40.6 + 3.7 mg L™

Tabla 6.2. Valores de k; y ge para la biosorcién de Cu a diferentes valores de pH obtenidos
mediante el andlisis de las funciones de error.

pH ko (@ mg*h?) ge(mgg™)

2 0.04 6.50
4 0.05 16.91
5 0.55 22.46
6 0.14 76.40
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6.2.3 Pb

Para evaluar el efecto del pH en la biosorcion del Pb, los bioensayos se realizaron
a una temperatura de 25°C, salinidad de 30, biomasa de 0.5 g L"y Co=41.5 + 2.0
mg L. A diferencia de los otros metales, para el Pb se utilizo una salinidad de 30
en la determinacion del pH 6ptimo y no de cero. Esto debido a que este metal fue
el primero en evaluarse, y al ser las bacterias de origen marino, se opté por llevar
a cabo los bioensayos a esta salinidad. En la Figura 6.7, se muestra la biosorcién
de Pb a los diferentes valores de pH utilizados. Las lineas en esta figura, al igual
gue en los otros metales, describen el modelo de pseudosegundo orden que es el
gue mejor se ajusta a los datos experimentales. En la Tabla 6.3, se muestran las

constantes k; y ge obtenidas por este modelo.

La mayor remocién de Pb, se obtuvo a pH 4, con un 94.2% de remocién de Pb de
la solucion (Figura 6.8). Las constantes cinéticas obtenidas por el modelo para
este pH fueron de 2.9y 73.1 para ky y ge, respectivamente. La funcién de error con
la cual se obtuvieron estos valores fue la HYBRD. En la Tabla A2-3 del anexo 2,
se muestran los valores de las constantes para los otros pH, asi como las

funciones con las que fueron obtenidas.
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Tabla 6.7. Valores de k, y g para la biosorcion de Pb a diferentes valores de pH obtenidos
mediante el andlisis de las funciones de error (letras diferentes indican diferencia
significativa, prueba de tukey HSD, n=3, p<0.05). 35



Tabla 6.3. Valores de k; y g para la biosorcion de Pb a diferentes valores de pH obtenidos
mediante el andlisis de las funciones de error (letras diferentes indican diferencia
significativa, prueba de tukey HSD, n=3, p<0.005).

pH ko(gmg*h™) ge(mgg™)

3 1.21 23.5
4 291 73.1
5 0.13 58.3
6 1.04 43.0
100 -
O
o 80 -
[¢D)
©
S 60 -
'©
2
& 40 -
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>
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Figura 6.8. Porcentaje de remocion de Pb a diferentes valores de pH. 25°C, salinidad de
30, biomasade 0.5g L'y Cy=41.5+2.0mgL™

De acuerdo con los datos cinéticos, a los cinco minutos de contacto entre las
bacterias y la solucion con Pb, se habia removido el 96% del Pb total removido en
el equilibrio, un 99% a los 20 minutos, para que el sistema llegara al equilibrio en

una hora.

6.2.4 Zn

La determinacion del pH o6ptimo en la biosorcién del Zn por las bacterias fue
realizado a 25°C, una biomasa de 0.5 g L™, salinidad 0, y Co= 75.5 + 3.7 mg g™*.
En la Figura 6.9, se muestra el desarrollo de biosorcién con respecto al tiempo.
Las lineas fueron obtenidas con el modelo de pseudosegundo orden. En la Tabla
6.4 se muestran los valores de las constantes para este modelo a los diferentes

valores de pH. De acuerdo al andlsis estadistico HSD de tukey, no hubo
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diferencias significativas entre los valores obtenidos, por lo tanto el pH no influye
en la biosorcién de Zn por las bacterias. Aun asi, realizando un andlisis del
porcentaje de Zn removido de la solucion se opt6 por elegir el pH 7 6ptimo para

este proceso (Figura 6.10).

Acorde con los datos obtenidos de la cinética para pH 7, la biosorcion de Zn fue
mas lenta que para los otros metales. A los 15 minutos de estar en contacto las
bacterias con la solucion de Zn, se habia removido el 10% de metal con respecto
al total removido en el equilibrio. Mientras que a la hora, so6lo se habia removido el
30.5%, y transcurridas 7 horas, el 75.5%; completandose el equilibrio después de
50 horas.

—&pH 4°
---ApH 62
—-—x-pH 72

mg Zn g
o

t (hr)
Figura 6.9. Biosorcién de Zn a diferentes valores de pH. 25°C, biomasa de 0.5 g L™,
salinidad 0,y Co=75.5+ 3.7 mg L. Las lineas describen el modelo de pseudosegundo
orden (* no se presentaron diferencias significativa, prueba de tukey HSD, n=3, p<0.05).

Tabla 6.4. Valores de k, y ge para la biosorcion de Zn a diferentes valores de pH, obtenidos
mediante el andlisis de las funciones de error.

pH ko (@mg*h™) ge(mgzZng™)

4 0.003 68.8
5 0.003 16.5
6 0.008 49.8
7 0.009 49.4
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% de remocién de Zn

pH

Figura 6.10. Porcentaje de remocién de Zn a diferentes valores de pH 25°C, biomasa de
0.5g L™ salinidad 0,y Co=75.5+3.7mg L™

6.3 Efecto de la salinidad en la biosorcion de los metales
6.3.1 Cd

Una vez obtenido el pH 6ptimo para la biosorcion de Cd, se realizaron los
bioensayos para la determinacion de la salinidad éptima. Los experimentos se
llevaron a cabo con una temperatura de 25°C, una biomasa de 0.5 g L™, pH 7,y
Co=42.4+1.0mg L™ En lafigura 6.11, se muestra el efecto de la salinidad en la
capacidad de biosorcién de las bacterias con respecto al tiempo. A diferencia de
otros experimentos, en los que todos los valores se ajustaban a un modelo
cinético, no fue asi para este caso. Sélo los datos experimentales a salinidad cero,
pudieron ajustarse al modelo cinético de pseudosegundo orden. Esto debido a la
poca biosorcion a otras salinidades, mostrandose con esto el gran efecto de la
competencia de otros iones con el Cd. Los valores de k; y ge obtenidos mediante
el modelo, fueron de 2.03 y 28.1, respectivamente. La funcidén de error que mejor
se ajustd a los datos experimentales y con la cual fueron obtenidos estos valores,
fue la funcion EABS. En la Tabla A3-1, (Anexo 3), se muestran los valores de k, y

Je, Obtenidos también con las otras funciones de error.
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Figura 6.11. Biosorcion de Cd a diferentes valores de salinidad. 25°C, biomasa 0.5 g L'l,
pH7,y Co=424+1.0mg L™. La linea describe el modelo de pseudosegundo orden.

En base al modelo cinético, a los 6 minutos de contacto entre las bacterias y la
solucion de Cd, se habia removido el 86.9% del Cd total removido en el equilibrio.
Después de 15 minutos, se habia removido el 95.5%; y a los 45 minutos,
practicamente se habia alcanzado el equilibrio, con una remocion del 99.8%. En la
Figura 6.12, se muestra el porcentaje total de Cd removido a las diferentes
salinidades, los valores fueron obtenidos transcurridas 2.5 horas de contacto de

las bacterias con la solucion del metal.
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Figura 6.12. Porcentaje de remocién de Cd a diferentes salinidades. 25°C, biomasa 0.5
gLt pH7,y Co=42.4+1.0mgg™.
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6.3.2 Cu

El efecto de la salinidad en la biosorcion de Cu, fue estudiado a 25°C, con
biomasa de 0.5 g L*, pH 6, y una Co = 46.4 + 6.0 mg L. Los datos de la
capacidad de biosorcion con respecto al tiempo a diferentes salinidades se
muestra en la Figura 6.13. De acuerdo con el modelo cinético de pseudosegundo
orden, la mayor capacidad de biosorcion, se obtuvo a la salinidad de 10, con un
valor de g. de 65.2 mg g*, y una constante k, de 0.02. En la Tabla 6.5, se
muestran las constantes cinéticas para las demas salinidades; y en la Tabla A3-2
(anexo 3), se muestran los valores de estas mismas constantes, calculadas con
las diferentes funciones de error. Aunque en la Figura 6.13 se observe que el
mayor porcentaje de remociéon de Cu se presentd a una salinidad de 10
(transcurridas 3.5 horas), los datos de cinética y la Figura 6.13, muestran que para
tiempos menores de 2 horas, la salinidad 6ptima es de cero. A los seis minutos de
iniciado el proceso de biosorcion, para la salinidad de cero, se ha alcanzado el
63.2% del equilibrio, mientras que para la salinidad de diez, solo el 10.9%.

—e0a
——m10ba
—.—a20C
---x30bc

t (hr)

Figura 6.13. Biosorcion de Cu a diferentes salinidades. 25°C, con biomasa de 0.5 g L1
pH 6, y una Cp = 46.4 £ 6.0 mg L™ Las lineas describen el modelo de pseudosegundo
orden (letras diferentes indican diferencia significativa, prueba de tukey HSD, n=3, p<0.05).
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Tabla 6.5. Valores de k, y ge para la biosorcion de Cu a diferentes salinidades obtenidos
mediante el andlisis de las funciones de error.

Salinidad k, (g mg*h?) ge.(mgg?)

0 0.34 50.7
10 0.02 65.2
20 0.03 29.4
30 0.76 31.2

Después de una hora de haberse iniciado la biosorcion, los porcentajes fueron del
94.5% para la salinidad cero y 55.0% para la salinidad de 10. Kratochvil y Volesky,
(1998) explican que cuando se presentan estos casos, en donde con el modelo
tedrico utilizado se obtenga un valor de ge (0 gmax, para las isotermas), favorable
para un factor; como en el caso de B de la Figura 6.15. Se debe tomar en cuenta
la variable decisiva del proceso, en este caso el tiempo. Obsérvese en la Figura,
como para un menor tiempo de biosorcion, el factor A es mejor, y para un tiempo
mayor, lo es el factor B. Cuando se piensa en un proceso a gran escala, las
dimensiones del equipo a utilizar, estan directamente relacionadas con el tiempo
de retencion de la solucion que contiene el metal. Tomando esto en cuenta, se
opto por elegir a la salinidad de cero, como la 6ptima para la biosorcién de Cu por

las bacterias.
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Figura 6.14. Porcentaje de remocion de Cu a diferentes salinidades. 25°C, con
biomasa de 0.5g L™, pH 6,y una Co=46.4+ 6.0 mg L™.
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Figura 6.15. Comparacion de dos modelos cinéticos de biosorcion. Cuando se comparan
dos modelos de biosorcion, en términos de ¢, deben hacerse a las mismas condiciones de
equilibrio.

6.3.3 Pb

Para evaluar el efecto de la salinidad en la biosorcién de Pb por las bacterias, se
realizaron bioensayos a 25°C, con biomasa una de 0.5 g L™, pH 4, y una Co = 83.0
+ 2.2 mg L. De acuerdo con los datos obtenidos, este metal presentd una muy
buena biosorcién por parte de la bacteria. Ya que a la salinidad de cero se
obtuvieron capacidades de biosorcién de hasta 139.2 mg g*. En la Figura 6.16, se
observa el desarrollo de la capacidad de biosorcion con respecto al tiempo a
diferentes salinidades. La Tabla 6.6 muestra, los valores de las constantes kz y Qe,
del modelo de pseudosegundo orden, que al igual que en el bioensayo de pH

Optimo para el Pb, fue el que mejor se ajustd a este proceso de biosorcion.

Al analizar los valores de las constantes k, en la Tabla 6.6, se observa que a
salinidad de cero, se presenta la biosorcion mas rapida, seguida de la salinidad de
10. En base a los datos cinéticos, a los seis minutos con una salinidad de cero, se
habia removido el 56.1% de Pb de los 139.2 mg g™ alcanzados en el equilibrio.
Mientras que a los 15 minutos, el porcentaje fue de 76.1, y transcurrida una hora
fue de 92.7%. En la Figura 6.17, se muestran los porcentajes totales de remocion

de Pb a las diferentes salinidades estudiadas.
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Figura 6.16. Biosorcion de Pb a diferentes salinidades. 25°C, biomasa 0.5 g L™, pH 4, y

una Co = 83.0 £ 2.2 mg L. Las lineas describen el modelo de pseudosegundo orden
(letras diferentes indican diferencia significativa, prueba de tukey HSD, n=3, p<0.05).

Tabla 6.6. Valores de k, y g. para la biosorcion de Pb a diferentes salinidades obtenidos
mediante el analisis de las funciones de error.

Salinidad k(g mg*h™?) ge(mgg?)

0 0.09 139.2
10 0.03 118.6
20 0.01 118.1
30 0.004 119.2
40 0.01 109.4

El orden de remocion fue decreciente. A salinidad cero, se removio un 80.5% del

Pb en solucion, mientras que para la salinidad de 40 fue de 58.1%.

6.3.4 Zn

Los bioensayos para determinar la salinidad Optima para la biosorcién de Zn,
fueron realizados a una temperatura de 25°C, pH 7, biomasa de 0.5 g L'y Co =
30.0 + 1.5 mg L™. Al igual que como ocurrié en la determinacién del pH 6ptimo, el
modelo de pseudosegundo orden fue el que mejor se ajustd a los datos

experimentales.
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Figura 6.17. Porcentaje de remocién de Pb a diferentes salinidades. 25°C, biomasa 0.5
gL, pH4,yunaCy=83.0+22mgL™

En la Figura 6.18, se muestra el desarrollo de la biosorcion de Zn, con respecto al
tiempo, y en la Tabla 6.7, los valores de las constantes kz y ge, obtenidas mediante
el modelo. De acuerdo a las constantes antes mencionadas, las mayores
velocidades de biosorcion se obtienen a salinidades de 30 y 20, mientras que la
biosorcion mas lenta fue a una salinidad de 40. Al hacer un analisis del total de Zn
removido de la solucion por las bacterias (Figura 6.19); se observé que a salinidad
cero, se logré remover la mayor cantidad de Zn, con un 27.9%, mientras que para
la salinidad de 40 fue del 16.2%. Debido a esto, la salinidad éptima para el Zn fue

la de cero.

Tabla 6.7. Valores de k, y ge para la biosorcion de Zn a diferentes salinidades obtenidos
mediante el analisis de las funciones de error.

Salinidad k. (g mg*h™)  ge(mgg?h)

0 0.20 16.89
10 0.85 9.48
20 13.56 10.33
30 40.26 7.92
40 0.05 21.95
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Figura 6.18. Biosorcion de Zn a diferentes salinidades. 25°C, pH 7, biomasa de 0.5 g
Lt y Co=30.0+x1.5mg g'l. Las lineas describen el modelo de pseudosegundo orden
(letras diferentes indican diferencia significativa, prueba de tukey HSD, n=3, p<0.05).
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Figura 6.19. Porcentaje de remocion de Zn a diferentes salinidades. 25°C, pH 7,
biomasade 0.5g L'y Cy=30.0+1.5mgg™.

6.4 Efecto de la temperatura en la biosorcibn de los metales: Isotermas de
equilibrio

Para evaluar el efecto de la temperatura en la biosorcion, se utilizé el método de
las adiciones subsecuentes (SAM). Durante el estudio de la cinética de biosorcion,
se pudo observar que los datos de las capacidades maximas de biosorcion, fueron

mayores que los obtenidos con el método SAM. Por lo anterior se realiz6 una
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comparacion entre los dos métodos a temperatura de 30°C, que es la promedio

entre las tres utilizadas.

6.4.1 Cd

Para evaluar el efecto de la temperatura en la biosorcion de Cd, se realizaron
bioensayos a temperaturas de 25, 30 y 35°C. Se utiliz6 una densidad de biomasa
de 0.5 g L™, un pH 7 y una salinidad de cero, que fueron los valores 6ptimos
encontrados para la biosorcion del Cd. La isoterma de Langmuir fue la que mejor

se ajusto a los datos experimentales.

De acuerdo con los datos de equilibrio obtenidos con la isoterma de Langmuir, la
capacidad de biosorciéon aumenta al hacerlo también la temperatura. En la figura
6.20 se muestran las isotermas para cada una de las temperaturas (incluyendo a
30°C obtenida con el método normal); y en la figura 6.20, la capacidad maxima de
biosorcidén (gmax) con respecto a la temperatura. Las lineas de la figura 6.25 son

las curvas tedricas obtenidas con el modelo de Langmuir y las funciones de error.
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Figura 6.20. Efecto de la temperatura en la biosorcién de Cd por las bacterias. Biomasa
de 0.5 g L™, pH 7, salinidad 0. Las lineas describen el modelo de la isoterma de Langmuir
(#35°C, w30°C y A25°C, temperaturas por el método SAM, letras diferentes indican
diferencia significativa, prueba de tukey HSD, n=3, p<0.05).
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Las constantes de la Tabla 6.8, muestran que a temperaturas de 30 y 35°C
(método SAM), la bacteria muestra la misma afinidad por el Cd, con un valor de K.
de 0.07. Mientras que a 20°C, la afinidad por el metal fue mayor con un valor de
0.2. Es importante resaltar que en el bioensayo realizado a 30°C con el método
normal, la capacidad maxima de biosorcion no presenté diferencia significativa con
la temperatura a 30°C obtenida con el método SAM. En la Figura 6.21, se puede
observar que la biosorcién de Cd por las bacterias en el intervalo de 25°C a 35°C
es directamente proporcional a la temperatura. Incluso existe una relacion lineal
entre la temperatura y gmax, mostrando esto que el proceso de biosorcién de Cd es
dependiente de la energia del sistema (endotérmico). En la Tabla A4-1 (anexo 4),
se muestran los valores de las constantes de Langmuir obtenidas con cada una de

las funciones de error.

Tabla 6.8. Constantes de Langmuir obtenidas mediante el andlisis de las funciones de
error para la biosorcion de Cd a diferentes temperaturas.

°C K(LMg™") Qgma(mg Cd g™
25 0.20 37.3
30 0.07 475
35 0.07 57.9
30 (Normal) 0.21 53.5
60 -
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]
""c) 50 A
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£ 45 -
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Figura 6.21. Capacidades de biosorcibn maxima de Cd con respecto a la temperatura,
tanto por el método SAM como el normal. Biomasa de 0.5 g L™, pH 7, salinidad 0.
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6.4.2 Cu

Los bioensayos para evaluar el efecto de la temperatura en la biosorcién de Cu,
fueron llevados a cabo con una densidad de biomasa de 0.5 g L™, pH 6 y salinidad
0. El modelo de equilibrio que mejor describié la relacidén del equilibrio del metal en
solucién con respecto al metal en el biosorbente fue el de Langmuir (Figura 6.22).
Para el método SAM, la temperatura en la que se obtuvo la mayor gmax fue a 25°C.
En la Tabla 6.9, se muestran los valores para las constantes de cada una de las
temperaturas, en la Tabla A4-2 (anexo 4), se muestran los valores de las
constantes para todas las temperaturas evaluadas con todas las funciones de

error.
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Figura 6.22. Efecto de la temperatura en la biosorcién de Cu por las bacterias. Biomasa
de 0.5 g L, pH = 6, salinidad 0. Las lineas describen el modelo de la isoterma de
Langmuir (#35°C, A30°C y w25°C, temperaturas por el método SAM, letras diferentes
indican diferencia significativa, prueba de tukey HSD, n=3, p<0.05).

A 35°C, se encontré una mayor afinidad para el Cu por parte de las bacterias, con
un valor de K. de 0.20. Por el contrario, para el bioensayo realizado a 30°C con el
método normal, se observé la mayor capacidad de biosorcién y de afinidad por el
metal. El método SAM da como resultado una menor biosorcion de los metales. La
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Figura 6.23 muestra que la biosorcion de Cu por las bacterias no depende de la
temperatura, ya que no existe una relacion clara entre las gmax Y €l intervalo de

temperaturas estudiadas.

Tabla 6.9. Constantes de Langmuir obtenidas mediante el andlisis de las funciones de
error para la biosorcion de Cu a diferentes temperaturas.

°C Ki(Img™") dgma(mg Cug™
25 0.08 27.3
30 0.07 8.5
35 0.20 15.8
30 (Normal) 0.91 42.3
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Figura 6.23. Capacidades de biosorcion maxima para el Cu con respecto a la
temperatura. Biomasa de 0.5 g L'™!, pH = 6, salinidad 0.

6.4.3 Pb

Para la determinacion de la temperatura 6ptima en la biosorcion de Pb, los
bioensayos se realizaron a una biomasa de 0.5 g L™, pH 4 y salinidad 0. La
temperatura 6ptima para la biosorcion obtenida con el método SAM, fue la de
35°C. En la Figura 6.24, se muestran los datos de equilibrio obtenidos en los
bioensayos, asi como las lineas tedricas descritas por la isoterma de Langmuir
que fue la que mejor se ajusto al proceso.
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Mediante el andlisis de las funciones de error (Tabla A4-3 del anexo 4), se
pudieron obtener los valores de las constantes de las isotermas (Tabla 6.10). La
temperatura a la cual se presento6 la mayor capacidad de biosorcion fue a 35°C. Al
igual que en el caso del Cd y Cu, la temperatura de 30°C con el método normal,

fue 2.8 veces mas grande que con el método SAM.
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Figura 6.24. Efecto de la temperatura en la biosorcion de Pb por las bacterias. Biomasa de
0.5 g L™, pH 4, salinidad 0. Las lineas describen el modelo de la isoterma de Langmuir
(letras diferentes indican diferencia significativa, prueba de tukey HSD, n=3, p<0.05).

Tabla 6.10. Constantes de Langmuir obtenidas mediante el analisis de las funciones de
error para la biosorcion de Pb a diferentes temperaturas.

°C Ku(Lmg™) gma(mg Pb g™
25 0.22 60.29
30 0.40 54.48
35 0.14 90.13
30 (Normal) 0.01 210.13

Aunque la mayor biosorcion se presenta a esta temperatura, la afinidad por el Pb,
es muy baja (K. = 0.01) comparada con las temperaturas del método SAM. En la
Figura 6.25 se muestra la capacidad de biosorcion méaxima para el intervalo de

temperaturas utilizadas.
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Figura 6.25. Capacidades de biosorcion maxima para el Pb con respecto a la
temperatura. Biomasa de 0.5 g L™, pH 4, salinidad 0.

6.4.4 Zn

El efecto de la temperatura en la biosorcién de Zn fue diferente con respecto a los
otros metales, ya que el modelo de equilibrio que mejor se ajusté a los datos
experimentales fue el de Freundlich. En la Figura 6.26, se muestran los datos
experimentales y las isotermas de equilibrio descritas por este modelo. En esta
Figura se observa que la mayor biosorcién se tuvo a la temperatura de 30°C. A
diferencia también de los otros metales, a la misma temperatura de 30°C pero con

el método normal, se presentd la menor biosorcion.

La Tabla 6.11 muestra las constantes de la isoterma de Freundlich obtenidas
mediante el analisis de errores para cada una de las temperaturas. Para este
caso, la isoterma de Freundlich fue la que mejor se ajusté a los datos debido a que
la mayor gmax Se alcanza a valores de C. muy altos, para los cuales la isoterma de

Langmuir no se ajusta (Aksu y Acikel, 1999).
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Figura 6.26. Efecto de la temperatura en la biosorcion de Zn por las bacterias. Biomasa de
05g¢g L1 pH 7, salinidad 0. Las lineas describen el modelo de la isoterma de Freundlich
(letras diferentes indican diferencia significativa, prueba de tukey HSD, n=3, p<0.05).

Tabla 6.11. Constantes de Freundlich obtenidas mediante el andlisis de las funciones de
error para la biosorcion de Zn a diferentes temperaturas.

°C Ke(Lg™) n

25 3.39 1.11

30 15.04 1.53
30 Normal 14.01 2.36

6.5 Efectos sobre el equilibrio de biosorcion en un sistema multimetalico

La presencia de otros iones metalicos en la biosorcion de los metales tuvo una
influencia significativa, sobre todo para el Cd y Zn. Se realizaron tres bioensayos
por lotes o normal (debido a las diferencias encontradas con el método SAM),
tratando de mantener la concentracion inicial de los metales a la misma molaridad,
para con esto asegurar una competencia igual por los sitios de sorcién en la

bacteria.

52



Para evaluar el efecto del Cd, Cu y Zn en la biosorcion de Pb, el bioensayo se
realiz6 a un pH inicial de 4, salinidad 0 y 30°C, con una concentracion de biomasa
de 0.5 g L. En este experimento se observé que el Cd y Zn no compitieron con el
Cu y Pb, ya que su concentracién en solucién, permanecio constante durante el
bioensayo. La Figura 6.27, muestra los datos experimentales de equilibrio para la
biosorciébn de Cu y Pb. La isoterma de Langmuir fue la que mejor explicé la
biosorcién de Pb. Para el caso del Cu, se observa en esta misma figura una
tendencia lineal entre la concentracion de equilibrio en la solucion y el metal

biosorbido por la bacteria.

El analisis de las funciones de error dio como resultado un valor de K, de 0.31 L
mg? y gmax de 74.4 mg Pb g™*. Este valor de gmax €s menor comparado con el de
210.1 mg g™ obtenido en la biosorcién individual de Pb, indicando esto, que la
presencia de los otros tres metales reduce la capacidad de biosorcion de Pb,

siendo la relacion gmix/qina de 0.35.
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Figura 6.27. Efecto de un sistema multimetalico en la biosorcion de Pb y Cu por las

bacterias. Biomasa 0.5 g Lt pH 4, salinidad 0, 30°C. La linea sélida describe el modelo de
la isoterma de Langmuir.

En el bioensayo con los parametros Optimos encontrados para el Cu (pH 6,
salinidad 0), se observé la misma tendencia que en el experimento anterior; el Cd,

Cu y Zn tuvieron una disminucion en los valores de gmax; mientras que para el Pb
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hubo un aumento. En la Figura 6.28 se muestran los datos experimentales
obtenidos para este bioensayo, asi como el modelo de Langmuir (linea soélida),
que fue el que mejor se ajusté a los datos de Pb. En esta Figura se puede
observar que existe una competencia entre los iones metalicos por los sitios de
sorcion, pero aun asi el Pb es el que presenta mayor biosorcion por las bacterias.
Para este metal, los valores de las constantes de la isoterma de Langmuir fueron

de 0.23 Img™y 139.4 mg g™ para K. Yy gmax, respectivamente.

—+-Cd
--®--Cu

A _ Pb
- X --Zn

Ce (Mg 1)

Figura 6.28. Efecto de un sistema multimetalico en la biosorcion de Cd, Cu, Pb y Zn por
las bacterias. Biomasa 0.5 g L, pH 6, salinidad 0, 30°C. La linea solida describe el
modelo de la isoterma de Langmuir.

Debido a que el Cd y Zn, tuvieron los mismos parametros optimos en los
experimentos de biosorcion individuales (pH 7, salinidad 0). El efecto de la
biosorcidon simultanea de los cuatro metales se realiz6 a esos mismos parametros
y a 30°C. La Figura 6.29 muestra los datos obtenidos en los experimentos a estas
condiciones, asi como la isoterma de Langmuir, que como en los casos anteriores
fue la que se ajustd a los datos experimentales de Pb Unicamente. A estas
condiciones, se observa una competencia de los cuatro metales por los sitios de
biosorcién, siendo el Pb el que mas es biosorbido por la bacteria (con una
capacidad de biosorcién de 149.5 mg g* y K. de 0.89 | mg™), seguido del Cu; y

finalmente el Cd y Zn presentan un comportamiento similar.
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Figura 6.29. Efecto de un sistema multimetalico en la biosorcién de Cd, Cu, Pb y Zn por
las bacterias. Biomasa 0.5 g L™, pH 7, salinidad 0, 30°C. La linea soélida describe el
modelo de la isoterma de Langmuir.
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7. DISCUSION

7.1 Efecto del pH en la biosorcion de metales

En los bioensayos realizados para evaluar el efecto del pH en la biosorcion, se
observé que la capacidad de remocién del metal por las bacterias aumenta con el
pH. Loépez et al., (2000) trabajando con Pseudomonas fluorescens 4F39,
encontraron el mismo comportamiento para estos metales. De acuerdo al efecto
del pH en la biosorcidn, estos autores clasificaron los metales que utilizaron en
dos grupos: (i) aquellos cuya biosorcion aumenta al hacerlo también el pH y la
maxima biosorcién ocurre antes de la precipitacién inducida por el pH incluyendo
al Ni, Cu, Pb, Cd y Co; y (ii) aquellos cuya maxima biosorciébn no esta asociada
con el pH de precipitacion, como para el caso del Cr, As, Uy Hg. El pH 6ptimo
encontrado por estos investigadores fue de 7 para Cd y Cu, y de 5 para Pb. Por su
parte Nourbakhsh et al., (2002) encontraron que para Bacillus sp. cepa OGUB
001, el pH 6ptimo de biosorcion para Pb fue de 4.5, valor muy similar al de 4
obtenido en este estudio, y que coincide con la agrupacion descrita, ya que el Pb
empieza a precipitar por arriba de pH 5 (Volesky y Holan, 1995). Para el caso del
Cu, hubo un aumento significativo en la biosorcion de pH 5 a pH 6 (Figura 6.7),
esto probablemente a la formacion de 6xidos y/o hidroxidos de este metal. En la
tabla 7.1, se muestra la disponibilidad de Cu(ll) desde pH 2 a pH 7 segun calculos

realizados empleando el modelo termodinamico del software CHEAQS®.

Tabla 7.1. Disponibilidad de Cu(ll) a diferentes valores de pH obtenidos mediante el
software CHEAQS®.

% Cu(ll)
100
100

99.97
99.66
93.35
25.47

~ouhswnNT
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Durante los experimentos, se monitoreé el comportamiento del pH (datos no
mostrados) y se observé de manera general para todas las soluciones de metales,
que el pH tendia a la neutralidad conforme incrementaba el tiempo de contacto de
la solucion de metales con las bacterias. Esto pudo haber ocasionado para el caso
del Cu, que para el pH inicial de 6 se formaran 6xidos y/o hidroxidos de este metal

conforme el pH aumentaba.

La acumulacion de metales en la superficie de las células bacterianas es una
consecuencia de la carga negativa de la pared celular (Langley y Beveridge,
1999), asi como influencias fisicoquimicas del ambiente, tales como pH, y la
hidrolisis de los metales. La pared celular contiene aminas, amidas y grupos
carboxilo que son protonados o deprotonados dependiendo del pH del medio
acuoso (Guibal et al., 1992). Un incremento en el pH resulta en un aumento en la
carga negativa de la superficie de las células hasta que los grupos funcionales son
deprotonados, lo que favorece la atraccion electroquimica de los cationes. El
aumento en la biosorcion de los metales con el incremento del pH puede ser el
resultado de una competencia mas eficiente de los cationes y los protones por los
sitios de biosorcion en la bacteria (Crist et al., 1994; Schiewer y Volesky, 1996;
Lépez et al., 2000).

Durante los bioensayos se observo que el pH inicial cambiaba con el desarrollo del
experimento. Cuando los valores de pH inicial eran acidos, éstos tendian a pH
neutro. Esto ya habia sido observado por Marques et al. (1999) quienes trabajaron
con levaduras y recomiendan no mantener el pH constante durante los ensayos ya
que se ve afectado el equilibrio y la capacidad de biosorcion. Tsezos y Volesky
(1981), también observaron este fenémeno y explican este aumento de pH como

un proceso de hidrdlisis inversa del ion metalico que libera grupos OH".

7.2 Efecto de la salinidad en la biosorcién de los metales

En los bioensayos para determinar el efecto de la salinidad en la biosorcion, se
observé que las capacidades de remocién para el Cd, Pb y Zn disminuyeron al
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aumentar la salinidad. La excepcion fue para el Cu, ya que a salinidad 10 la
remocion fue mayor que a salinidad 0. En la Figura 7.1 se muestra el efecto de la

salinidad en la remocion de los cuatro metales estudiados.

Esta disminucion en la remocion de los metales, se puede deber, en parte, al
efecto de otros iones que se encuentran en solucion; ya que hay una competencia
por los sitios de biosorcion en la bacteria. Schiewer y Volesky (1997), afirman que
aungue no se considera que el Na (componente mayoritario del agua de mar)
pueda formar enlaces coordinados fuertes, si puede ser atraido
electrostaticamente hacia la biomasa cargada negativamente. De modo que
puede afectar la concentracion intraparticula y, en consecuencia, afectar la
biosorcion de otros iones. Estos mismos autores afirman que el Ca puede formar
enlaces coordinados especificos, y por lo tanto tener una mayor influencia en la
biosorcién de los metales pesados. Ephraim et al., (1986) y Westall et al., (1995),
revelaron que la presencia de metales ligeros podrian afectar la sorcion de
metales pesados en acidos humicos y fulvicos. De manera similar, estos iones
pueden afectar la biosorcion de metales pesados por biomasa microbiana (Tsezos
et al., 1986; Leusch et al., 1996; Volesky 2001b). El estudio del efecto de otros
iones en la biosorcion de metales pesados por microorganismos, es un topico que
en los Ultimos afios ha recibido atencion, pero adn asi, no existen muchas

publicaciones al respecto (Schiewer y Volesky, 1995).

Otro aspecto de importancia a considerar, es el referido por Darimont y Frenay
(1990) con respecto a los complejos que se pueden formar entre los metales
pesados y los cloruros (del agua de mar o soluciones de sales que contengan
cloro). Estos autores aseveran que la concentracion de cloruros tiene una gran
influencia en los coeficientes de actividad de la mayoria de los iones metalicos;
pudiendo reducir con esto la capacidad de biosorcién. Por otra parte, la
especiacion quimica de los metales pesados es también importante, ya que esta
no es igual cuando los metales se encuentran en agua dulce que en agua de mar
(Pivovarov, 2003). En la Figura 7.2 se muestra las diferentes especies quimicas de

Cd, Cuy Zn, tanto en agua dulce como de mar, y se puede observar que el Cd es
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el que méas se ve influenciado por la salinidad del agua de mar, ya que

aproximadamente el 5% se encuentra como Cd*2.
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Figura 7.1. Efecto de la salinidad en la remocion de Cd, Cu, Pb y Zn por
las bacterias.
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Figura 7.2. Distribucién de complejos inorganicos de Cd, Cu y Zn en agua dulce (de rio) y
agua de mar a 25°C y una presion de CO, de 3.6x10™ atm. Fuente: Pivovarov (2003)
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7.3 Efecto de la temperatura en la biosorcion de los metales

En la literatura existen muchos trabajos de biosorcién de metales con bacterias.
Desafortunadamente, no se puede hacer una comparacion directa con ellos, ya
que los parametros iniciales no son los mismos. En algunos trabajos, el pH es
mantenido constante durante la biosorcién, mientras que en otros solo se ajusta el
pH inicial. Por otro lado las concentraciones iniciales de los metales no son las
mismas. En la Tabla 7.2, se muestra el resultado de varios trabajos de biosorcion

con bacterias recolectados de la literatura.

A excepcion del Zn, para los otros tres metales, hubo una mayor biosorcion a 30°C
con el método normal que con el método SAM. Pagnanelli et al., (2000), quienes
propusieron el método SAM, aseveran que no hay diferencia alguna entre los
datos experimentales cuando se trabaja con un método o con otro. A pesar de que
las bacterias utilizadas por estos autores fue Arthrobacter sp. y en este estudio fue
B. jeotgali cepa U3, la diferencia no se debe en su totalidad a que son diferentes
microorganismos. En la descripcion de los métodos utilizados por los autores,
mencionan que las células de Arthrobacter sp. fueron liofilizadas; mientras que las
utilizadas en este estudio fueron utilizadas casi directamente del medio de cultivo.
Siendo centrifugadas y lavadas con agua Milli-Q repetidas veces; por lo cual, éstas

estaban vivas durante los bioensayos.

Al encontrarse vivas las bacterias, durante el metabolismo, una fuerza motriz de
protones inducida por la membrana, continuamente bombea protones hacia la
pared celular. Lo que da como resultado, una competencia entre los protones y los
iones metalicos por los sitios aniénicos de la pared celular, y con esto se enlaza
menos metal en las células vivas que en aquellas muertas, o en las células en
donde el plasma de la membrana ha sido removido. Una bacteria
metabolicamente activa produce un potencial eléctrico de protones a través del
plasma de la membrana y los concentra afuera de la célula, en parte por la fuerza
motriz de protones, con lo que se bombean H" al periplasma y a la matriz de la
pared. Este proceso juega un rol esencial en la transduccién de energia y es una
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Tabla 7.2. Biosorcion de Cd, Cu, Pb y Zn, por diferentes tipos de bacterias*.

Temperatura
Metal Bacteria Omax (Mg g™)  pH (°C) Referencia
Cd  Alcaligenes sp. 10 4-8 25 McEntee et al., 1983
Bacillus subtilis 101 nd nd Brierley et al., 1986
Arthrobacter globiformis 0.2 7 20 Scott y Palmer, 1988
Arthrobacter viscosus 1.4 7 20 Scott y Palmer, 1988
Exopolisacaridos de 33 7 20 Scott y Palmer, 1988
Arthrobacter viscosus
Gram-negative bacteria 135 6.7 30 Gourdon, 1990
Gram-positive bacteria 18.5 6.6 30 Gourdon, 1990
Streptomyces noursei 34 6 30 Mattuschka y Straube,
1993

Bacillus jeotgali cepa U3 57.9 7 35 Este estudio (método
SAM)

Bacillus jeotgali cepa U3 53.5 7 30 Este estudio (método
normal)

Cu  Zoogloea ramigera 270 55 nd Norberg y Persson, 1984
Bacillus licheniformis 32 nd nd Beveridge, 1986

Beveridge, 1986; Brierley
Bacillus subtilis 152 nd nd et al., 1986; Brierley y
Brierley, 1993
Bacterias de lodos 50 5 25 Aksu et al., 1991
activados
Pseudomonas syringae 25.4 nd 22 Cabral, 1992
Zoogloea ramigera 29 4 25 Aksu et al., 1992
Streptomyces noursei 9 5.5 30 g/lgagguschka y Straube,
Bacillus sp. 5 nd nd Cotoras et al., 1993
Arthrobacter sp. 148 3.5-6 30 Veglio' et al., 1997
Bacillus jeotgali cepa U3 27.3 6 25 Este estudio (método
SAM)
Bacillus jeotgali cepa U3 42.3 6 30 Este estudio (método
normal)

Pb  Bacillus subtilis 601 nd nd Brierley et al., 1986
Streptomyces 100 3 28 Friis y Myers-Keith, 1986
longwoodensis
Arthrobacter sp. 130 5-5.5 30 Veglio' et al., 1997
Bacillus jeotgali cepa U3 90.1 4 35 Este estudio (método

SAM)
Bacillus jeotgali cepa U3 200.1 4 30 Este estudio (método
normal)

Zn  Bacillus subtilis 137 nd nd Brierley et al., 1986
Pseudomonas syringae 8 nd 22 Cabral, 1992
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MK-2 (bacteria que oxida

Mn) 39 nd nd Stuetz et al., 1993
Bacilllus sp. 3.4 nd nd Cotoras et al., 1993
Streptomyces noursei 1.6 5.8 30 1M9a9tguschka y Straube,

*Salinidad no reportada en Ios trabajos consultados.

parte impotante del metabolismo bacteriano (Urrutia-Mera et al., 1992). En este
mismo sentido, Calamita et al., (2001) sugieren que efectivamente, la pared celular
de Bacillus subtilis se encuentra protonada durante el crecimiento. Rius et al.
(1994); Rius et al. (1995); Rius y Lorén (1998), han estudiado la capacidad
amortiguadora y la conductancia de H* de la membrana tanto de bacterias Gram-
positivas como Gram-negativas. Por su parte, Daughney y Fein, (1998) trabajando
con B. subtilis y B. licheniformis, concluyen que la variacion observada en su
investigacion de la concentracion de sitios de la superficie es debida a la variacion
real en la estructura de la pared celular ya que ambas bacterias son capaces de
formar esporas y la composicién de la pared de la espora es diferente a la de la
bacteria. Ahiaden también que los experimentos de biosorcion duraron el tiempo
suficiente como para permitir varios grados de esporulacion en respuesta a los
cambios en la quimica del medio. Por lo tanto, el comportamiento de la bacteria
aqui estudiada, debi6 de ser similar al de las bacterias estudiadas por estos
autores. De tal modo, tanto estos factores como los de la competencia de H* con
los metales cuando las bacterias estan vivas, explican la biosorcién mayor con el
método normal, debido a que el tiempo de exposicion de las bacterias con la
solucién de metales, fue menor al tiempo requerido por el método SAM.
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8. CONCLUSIONES

El modelo de cinética de pseudosegundo orden fue el que describi6 mejor la
biosorcion de los metales a diferentes valores de pH y salinidad. De acuerdo a
dicho modelo, el metal que presenté una biosorcion mas rapida fue el Pb con un
tiempo promedio de 0.3 horas, seguido del Cd y Cu con 1 hora, y finalmente el Zn
con una biosorcion lenta en la cual se obtuvo el equilibrio aproximadamente a las
50 horas.

Los valores 6ptimos de pH para la biosorcion de los metales fueron de 7 para el
Cdy Zn, 6 para el Cu y 4 para el Pb. La salinidad 6ptima fue de cero para los
cuatro metales. Las temperaturas Optimas utilizando el método SAM, fueron de
25°C para el Cu, 30°C para el Zn y 35°C para el Cd y Pb. Utilizando el método
normal a una temperatura de 30°C y con los valores de pH y salinidad 6ptimos
para cada metal, y comparando los valores con el método SAM, la biosorcion fue
0.12 veces mayor para el Cd, 3.97 veces para el Cu; 2.85 veces para el Pb. Sélo
para el caso del Zn se observO que la capacidad de biosorcion fue

aproximadamente 2.5 veces mayor con el método SAM que con el normal.

La isoterma de biosorcion que mejor se ajustd a los datos experimentales para la
biosorcion de Cd, Cu y Pb a diferentes temperaturas fue la de Langmuir. Las
capacidades maximas de biosorcion a las temperaturas Optimas para estos
metales fueron de 57.9, 27.3 y 90.13 mg g™, respectivamente. Para el caso del Zn,
la isoterma de Freundlich fue la que mejor se ajusté a los datos experimentales de
biosorcion. Las constantes obtenidas a la temperatura Optima tuvieron valores de
Ke de 15.04 1 gty n de 1.53.

En los bioensayos donde se estudio la biosorcion en un sistema multimetalico con
los cuatro metales utilizados, se obtuvieron los valores de Qmix/qing Unicamente
para el Pb; ya que este metal fue el que mas biosorbido por las bacterias, ain
cuando los experimentos se realizaron con las condiciones Optimas para los otros

metales. Para un pH de 4, salinidad 0 y 30°C, se obtuvo un valor de gmix/Qing de
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0.35; a estas condiciones el Cd y Zn, no compitieron por los sitios de biosorcién de
las bacterias. A pH 6 (salinidad 0, 30°C) el valor de la capacidad de biosorcion de
Pb fue de 139.4 mgg*;yapH 7 de 149.5mgg™.
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ANEXO 1

Comparacion del ARN 16s de Bacillus jeotgali YKJ-11 con el de la bacteria de estudio.

Bacillus sp. YKJ-11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Length=1505
Score = 2686 bits (1350), Expect = 0.0

Identities = 1473/1505 (97%), Gaps = 12/1505 (0%; Strand=Plus/Plus

Query 21  GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGATCTTCATTAGCTTGCTT
PEELRRRE R e e e e e e e e el

Sbjct 1 GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGATCTTCATTAGCTTGCTT
Query 81  TTGAAGATCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGAT
EECEREEER e e e e e e e e el

Sbjct 61  TTGAAGATCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGAT
Query 141  AACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATCCTTTCC-TCACATGAGG--AAGCTGA
. PELRRLRE R e e e e et il
Sbjct 121  AACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATCCTTTCCCTCACATGAGGGAAAGCTGA
Query 198  A-GACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
. RNyl
Sbjct 181  AAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
Query 257  AATGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA
. IE e e e el
Sbjct 241  AACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGA
Query 317  CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGA
IEEELER R e e e e e e e e il

Sbjct 301  CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGA
Query 377  AAGTCTGACGGAGCAACGC-GCGTGAACGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAGT-CTGTTG
. PEERLRREERER Ry Pennne e penneeneneeey il
Sbjct 361  AAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGTTCTGTTG
Query 435  TTAGGGAAGAACAAGTACCGGAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGARAGC
. IR e e e e e i e e neeey el 1l
Sbjct 421  TCAGGGAAGAACAAGTACCGGAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTGACCAGAAAGC
Query 495  CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCRAGCGTTGTCCGGAAT
. PELEELEER R e e e e e el
Sbjct 481  CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAAT
Query 555  TATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAA-GCCCCCGGCTCA
. LEEELLRRE R e e e e ety vl
Sbjct 541  TATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA
Query 614  ACCGGGGAGGGTCATTGGAARCTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCA
. REELLRRR e tee e e e e el
Sbjct 601  ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCA
Query 674  CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTG-CGAAGGCGGCTCTCTG
] IEELEERE R e e e e e ey Pl
Sbjct 661  CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTG
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853

841

913
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1032

1021
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1081

1152

1141

1212

1201

1272

1261

1332

1321

1391

1381

1450

1441

1509

1501

GTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT

IR e e e e e e e el
GTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT

AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCA

FELLREEER e e e e e e e il
AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCA

GCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAAT

RNy
GCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAAT

TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG-AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC

PELRERER ey e et e e el
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC

TTACCWGGTCTTGACATCCTCTGACACTCCTAGAGATAGGACGTTCCCCTTCGGGGGACA

IEEEL RERERRR et e et
TTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTTCGGGGGACA

GAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGARATGTTGGGTTAAGTCCC

EELEREEER R e et e e ey il
GAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC

GCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTARGGTGACT

EEERLEEE R e e e e e e et ittt
GCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACT

GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT

FELLEEEEE e e e e e e e e e e el
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT

GGGCTACACACGTGCTACRATGGATGGAACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGAAGCCA

PEELRRRR Rt teeneee el ety il
GGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGAACAAAGGGTCGCGAAGCCGCGAGGTCGAGCCA

ATCCCATAAATCCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGA

IELLEERER e e e e e e e e el
ATCCCATAAATCCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGA

ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACG-TCCCGGGCCTTGTACACAC

IR e e e e et
ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC

CGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTYTT-GAGCC

EELLREREE e e e e e e e e e eney i il
CGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTGGAGCC

AGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATT-GGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAA

FEELLLERE R etk e e e e il
AGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAA

GGTGC 1513

111
GGTGC 1505
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792
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ANEXO 2

Tabla A2-1. Constantes del modelo de pseudosegundo orden (k; y ge) para la biosorciéon
de Cd a diferentes valores de pH, obtenidas mediante el andlisis de funciones de error.
Biomasa 0.5 g L, Salinidad 0, 25°C.

ERRSQ HYBRD MPSD ARE EABS
pH3
Suma 10.2134 10.8282 12.9876 16.8391 10.4171
Ko 0.14 0.09 0.06 0.04 0.14
Je 9.24 10.01 10.84 12.29 9.49
pH4
Suma 8.5135 8.5878 8.7469 9.0091 9.6481
Ko 0.25 0.26 0.27 0.35 0.31
Je 14.82 14.71 14.55 14.56 15.05
pH5
Suma 1.6180 1.6157 1.6138 21.8774 1.5743
Ko 0.32 0.32 0.32 29.20 0.30
Je 34.47 34.47 34.46 31.67 34.55
pH 6
Suma 2.6810 2.6088 2.5612 2.6577 2.6336
ko 0.12 0.12 0.12 0.11 0.11
Je 22.88 22.93 22.97 23.43 2341
pH7
Suma 39.9594 40.3344 41.5607 42.9280 42.9296
ko 0.11 0.12 0.13 0.08 0.08
Je 34.01 33.49 32.97 35.09 35.09
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Tabla A2-2. Constantes del modelo de pseudosegundo orden (k; y ge) para la biosorcién
de Cu a diferentes valores de pH, obtenidas mediante el andlisis de funciones de error.
Biomasa 0.5 g L', Salinidad 0, 25°C.

ERRSQ HYBRD MPSD ARE EABS
pH 2
Suma 47.0270 45.6681 59.4054 87.9368 45.8860
ks 0.07 0.04 0.02 5.01 0.04
Je 6.50 6.50 6.50 1.09 6.50
pH 4
Suma 53.7181 56.9247 66.2490 100.2327 54.8100
ks 0.05 0.03 0.02 0.02 0.05
Je 16.91 18.85 20.70 16.98 15.64
pH5
Suma 15.1897 15.4056 15.7202 15.8105 15.4839
Kk, 0.55 0.61 0.68 0.44 0.40
Je 22.46 22.30 22.14 22.35 22.51
pH 6
Suma 31.4063 31.2315 31.2087 34.3393 34.6089
Kk, 0.13 0.13 0.14 0.23 0.24
Je 76.64 76.52 76.40 75.24 75.20
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Tabla A2-3. Constantes del modelo de pseudosegundo orden (k, y ge) para la biosorcion
de Pb a diferentes valores de pH, obtenidas mediante el analisis de funciones de error.
Biomasa 0.5 g L™, Salinidad 30, 25°C.

ERRSQ HYBRD MPSD ARE EABS
pH 3
Suma  5.1854 5.1138 5.0505 5.0014 5.0014
ko 1.01 1.02 1.04 1.21 1.21
Oe 23.96 23.93 23.91 23.47 23.47
pH 4
Suma 1.0593 1.0592 1.0592 1.3390 1.3390
ko 291 291 2.91 18.77 18.77
Je 73.10 73.10 73.10 72.99 72.99
pH5
Suma 43.1309 43.2741 43.7321 91.1684 91.1684
Ko 0.13 0.13 0.14 0.24 0.24
Je 58.28 57.96 57.65 53.19 53.19
pH 6
Suma  9.9500 9.9063 9.8703 11.8155  11.8155
Ko 1.07 1.05 1.04 1.11 1.11
Je 43.06 43.05 43.04 42.37 42.37
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Tabla A2-4. Constantes del modelo de pseudosegundo orden (k; y ge) para la biosorciéon
de Zn a diferentes valores de pH, obtenidas mediante el analisis de funciones de error.
Biomasa 0.5 g L, Salinidad 0, 25°C.

ERRSQ HYBRD MPSD ARE EABS
pH 4
Suma 156.5844 298.1307 869.4791 1143.8069 176.0127
a 0 0 0 0 0
Kqg 13.18 9.32 4.71 3.24 14.28
pH5
Suma 12.9504 16.0368 32.9981 13.8648 15.8199
a 0 0 0 0 0
Kqg 5.15 4.37 3.43 4.59 5.63
pH 6
Suma 11.1864 11.3716 11.7959 13.7283 13.7283
a 0 0 0 0 0
Kqg 17.09 17.28 17.48 16.06 16.06
pH7
Suma 195.3786 220.5537 610.0364 384.0951 261.0225
a 0 0 0 0 0
Kq 15.34 14.04 10.38 11.95 17.26
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ANEXO 3

Tabla A3-1. Constantes del modelo de pseudosegundo orden (k. y ge) para la biosorcion
de Cd a diferentes salinidades, obtenidas mediante el andlisis de funciones de error.

Biomasa 0.5 g L™, pH 7, 25°C.

ERRSQ HYBRD MPSD ARE EABS
Salinidad 0
Suma 7.5063 7.4696 7.4480 7.4352 7.4294
k, 1.75 1.81 1.87 2.03 2.03
Je 28.45 28.39 28.33 28.14 28.14

Tabla A3-2. Constantes del modelo de pseudosegundo orden (k; y ge) para la biosorcién
de Cu a diferentes salinidades, obtenidas mediante el analisis de funciones de error.

Biomasa 0.5 g L™, pH 6, 25°C.

ERRSQ HYBRD MPSD ARE EABS
Salinidad 0
Suma 17.6537 17.6607 17.6859 18.1671 18.1196
ks, 0.34 0.34 0.34 0.30 0.30
Oe 50.73 50.70 50.66 50.71 50.74
Salinidad 10
Suma 44,4438 44.6544 45,2453 52.5254 65.6112
ks 0.02 0.02 0.02 0.02 0.03
Oe 65.24 64.98 64.23 60.44 58.50
Salinidad 20
Suma 85.4863 106.3799 1545590 187.4967 93.4253
ks, 0.03 0.01 0.00 0.01 0.04
Oe 29.47 39.17 58.77 40.12 29.10
Salinidad 30
Suma 5.6390 5.6488 5.6631 5.7856 5.7929
ks, 0.76 0.76 0.77 0.52 0.52
Oe 31.27 31.24 31.21 31.99 31.99
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Tabla A3-3. Constantes del modelo de pseudosegundo orden (k, y ge) para la biosorcion
de Pb a diferentes salinidades, obtenidas mediante el andlisis de funciones de error.
Biomasa 0.5 g L, pH 4, 25°C.

ERRSQ HYBRD MPSD ARE EABS
Salinidad 0
Suma 11.7241 11.7164 11.7109 11.8657 11.9764
ks, 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09
Oe 139.53 139.51 139.50 139.29 139.27
Salinidad
10
Suma 100.3730 100.5172 101.0905 116.7725 112.3097
ks, 0.03 0.03 0.04 0.03 0.04
Je 118.63 118.34 118.06 117.29 116.96
Salinidad
20
Suma 23.9860 24.0910 24.4152 94.9869 27.5271
ks, 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Je 118.16 117.73 117.31 109.91 116.17
Salinidad
30
Suma 71.7285 75.2230 84.6499 182.9310 71.8052
ks, 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00
Oe 119.29 116.76 114.02 104.20 118.81
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Tabla A3-4. Constantes del modelo de pseudosegundo orden (k, y ge) para la biosorcion
de Zn a diferentes salinidades, obtenidas mediante el analisis de funciones de error.
Biomasa 0.5 g L™, pH 7, 25°C.

ERRSQ HYBRD MPSD ARE EABS
Salinidad 0
Suma 0.8361 0.8477 0.8646 1.1280 0.7814
ko 0.19 0.19 0.19 0.23 0.20
Je 16.83 16.79 16.75 16.33 16.89
Salinidad 10
Suma 0.7469 0.7452 0.7447 0.6987 0.6978
ko 0.94 0.96 0.98 0.85 0.85
Je 9.27 9.25 9.23 9.48 9.48
Salinidad 20
Suma 0.3880 0.3880 0.3880 0.5973 0.4403
K> 666876.82 1015079.00 1801608.95 13.56 17608.02
Je 10.45 10.45 10.45 10.33 10.60
Salinidad 30
Suma 0.0897 0.0897 0.0897 0.0930 0.0923
ks 40.26 40.26 40.26 40.26 2.38
Je 7.92 7.92 7.92 7.89 7.94
Salinidad 40
Suma 1.1556 1.1516 1.6656 31.4184 17.2532
ko 5.52E-05 5.10E-05 7.25E-05 0.05 4.64E-03
Qe 144.83 150.10 127.16 21.95 28.54
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ANEXO 4

Tabla A4-1. Constantes de la isoterma de Langmuir (K. Y gmax) para la biosorcién de Cd a
diferentes temperaturas, obtenidas mediante el andlisis de funciones de error. Biomasa
0.5g L, pH 7, Salinidad 0.

ERRSQ HYBRD MPSD ARE EABS
25°C
Suma 170.4992 213.7063 299.0146 388.6037 221.4870
k. 0.20 0.10 0.07 0.06 0.10
Omax 37.33 39.64 42.32 38.74 39.15
30°C
Suma 66.6593 795001 125.2759 1415772 73.4318
k. 0.07 0.05 0.04 0.04 0.06
Omax 47 .54 49,92 53.11 52.66 48.34
35°C
Suma 164.4197 196.9176 279.1442 331.2705 207.7792
k. 0.07 0.05 0.04 0.03 0.11
Omax 57.86 61.75 66.46 70.34 54.60
30°C normal
Suma 309.8022 537.5262 1839.7194 2523.5940 522.1309
ke 0.09 0.00 0.00 0.02 0.21
Omax 72.57 1879.50 480.62 44.03 53.46
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Tabla A4-2. Constantes de la isoterma de Langmuir (K. Y gmax) para la biosorcion de Cu a
diferentes temperaturas, obtenidas mediante el andlisis de funciones de error. Biomasa
0.5g L™ pH 6, Salinidad 0.

ERRSQ HYBRD MPSD ARE EABS
25°C
Suma 4.2095 4.5436 5.6162 7.3710 5.0588
k. 0.08 0.07 0.07 0.06 0.09
Omax 27.35 27.88 28.47 29.44 26.35
30°C
Suma 0.7457 0.7380 0.7339 0.7459 0.6700
k. 0.08 0.08 0.08 0.08 0.07
Omax 8.51 8.53 8.54 8.46 8.55
35°C
Suma 16.3255 18.0661 22.0158 28.1866 22.9480
ke 0.20 0.15 0.12 0.11 0.34
Omax 15.76 16.37 16.94 16.78 14.89
30°C normal
Suma 4.4064 4.3748 4.3492 4.8327 45413
ke 0.90 0.91 0.91 0.92 0.96
Omax 42.34 42.32 42.29 41.88 41.83
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Tabla A4-3. Constantes de la isoterma de Langmuir (k. Y gmax) para la biosorcion de Pb a
diferentes temperaturas, obtenidas mediante el andlisis de funciones de error. Biomasa
0.5 g L™, pH 4, Salinidad 0.

ERRSQ HYBRD MPSD ARE EABS
25°C
Suma 350.2617 529.3034 602.3351 1715.1526 349.3694
k. 0.23 0.13 0.15 0.08 0.22
Omax 61.05 63.45 71.86 59.90 60.29
30°C
Suma 64.9507 79.1093 128.5239 124.7373 80.4384
ke 0.40 0.53 0.72 0.74 0.29
Omax 54.48 52.48 49.19 53.46 55.55
35°C
Suma 821.9134 1188.3543 2030.4548 2975.2138 1109.8900
ke 0.14 0.08 0.05 0.04 0.25
Omax 90.13 96.29 103.75 95.97 84.19
30°C normal
Suma  28.4868 28.2241 30.0449 415.8955 29.5194
k. 0.01 0.01 0.01 0.02 0.01

max 207.74 210.13 214.15 149.27 213.49
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Tabla A4-4. Constantes de la isoterma de Freundlich (ke y n) para la biosorcion de Zn a
diferentes temperaturas, obtenidas mediante el andlisis de funciones de error. Biomasa
0.5g L™ pH 7, Salinidad 0.

ERRSQ HYBRD MPSD ARE EABS
25°C
Suma 0.00036 0.00011 0.00021 39.41957 50.67106
Ke 3.39 3.39 3.39 0.77 0.50
n 1.11 1.11 1.11 0.75 0.68
30°C
Suma 0.07017 0.07368 0.08014 130.13166 0.05990
Ke 15.04 15.03 15.03 19.21 15.03
n 1.53 1.53 1.53 1.73 1.53
30°C normal
Suma 411.28440 676.53812 979.79769 1138.42257 441.54836
Ke 14.01 6.64 455 4.02 13.72
n 2.36 1.72 1.51 1.51 2.38
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