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RESUMEN

El proceso de biosorcion consiste en la retencion de metales mediante su
inmovilizacion en diferentes sorbentes bioldgicos los cuales pueden ser
hongos, algas o bacterias. Entre las bacterias, los géneros mas importantes
como biosorbentes son Bacillus, Psedomonas y Streptomyces. Se realizaron
bioensayos con la bacteria Bacillus thioparans para determinar el pH y
temperatura Optimos de biosorcion de los metales Pb y Cd. Se realizaron
pruebas a pH de 3 ,4.5 y 6 encontrandose que el valor de pH éptimo para Pb
fue de 4.5 (25 °C y una biomasa de 0.1 g L™), con concentraciones iniciales de
0.05, 0.56, 0.74, 3.42 y 8.14 mg L™ con una remocién del 77.64, 93.45, 100,
93.2 y 92.4 % respectivamente. Para los experimentos con Cd se utilizaron los
mismos valores de pH (25 °C y una biomasa de 0.1 g L™ y se encontré que el
pH optimo fue 6, con concentraciones iniciales de 0.1, 0.5, 1, 5, 10 mg L™ y una
remocion del 100, 95.13, 93.99, 94.86 y 90.62 %, respectivamente. No se
encontraron diferencias significativas en la capacidad de adsorcion de los
metales cuado la temperaura vari6 (15, 25 y 35 °C); sin embargo, se
presentaron diferencias entre las modelos de las isotermas. A temperaturas de
15y 25 °C, en el caso de Pb, y 15 °C para Cd, el modelo que mejor se ajustd
fue el sugerido por Freundlich, que explica el proceso de adsorcion como un
sistema heterogéneo en donde actian multiples capas, siendo asi, se obtienen
diferentes sitios activos donde el metal podr4 adsorberse. A una temperatura
de 35 °C, para los experimentos con Pb, y 25 y 35 °C para Cd, el modelo que
mejor se ajustd fue el propuesto por Langmuir, que explica el proceso de
adsorcion por mono capas. Este estudio ha demostrado que la bacteria Bacillus

thioparans cepa U3 puede ser empleada como un buen biosorbente.
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ABSTRACT

The biosorption process refers to the metal retention by immobilization in
different biological sorbents such as fungal, algae or bacteria. Among the
bacteria, the most important genus as biosorbents are Bacillus, Pseudomonas
and Streptomyces. Bioassays with the bacterium Bacillus thioparans were
performed to determine the optimal pH and temperature of the Pb and Cd
biosorption. Experiments were conducted at pH 3, 4.5 and 6 and it was found
that the optimum pH for Pb was 4.5 (25 °C and a biomass of 0.1 g L™), with
initial concentrations of 0.05, 0.56, 0.74, 3.42 and 8.14 mg L™, with removal of
77.64, 93.45, 100, 93.2 and 92.4 % respectively. For Cd experiments, the same
values of pH were used (25 °C and a biomass of 0.1 g L™) and it was observed
that the optimal pH was 6, with initial concentrations of 0.1, 0.5, 1, 5, 10 mg L™,
with removal of 100, 95.13, 93.99, 94.86 and 90.62 %, respectively. No
significant differences were found in the adsorption capacity of the metals when
the temperature varied (15, 25 and 35 °C), However, differences between the
isotherms models were shown. At temperatures of 15 and 25 °C, in the case of
Pb and 15 °C for Cd, Freundlich model best fitted the adsorption data, which
explains the process as a heterogeneous system where multiple layers interact,
getting different active sites where metal can be adsorbed. At a temperature of
35 °C for the experiments with Pb, and 25 and 35 °C for Cd, the best fit was
produced by the Langmuir model, which explains the process of adsorption as
monolayers. This study demonstrated that Bacillus thioparans strain U3 can be

used as a good biosorbent.



1. INTRODUCCION

El desarrollo de grandes industrias trae como consecuencias problemas
ambientales como la contaminacion por metales de los cuerpos de agua. La
toxicidad y los riesgos a la salud asociados con estos contaminantes se han
establecido méas alla de cualquier duda, debido a que los metales persisten de
forma permanente en el ambiente (Ribeiro et al., 2008). La contaminacion por
metales proviene, por lo general, de procesos como galvanoplastia, fabricacion de
plasticos, fertilizantes, pigmentos, mineria y procesos metallrgicos (Zouboulis et
al., 2004).

Existen diversos métodos para la remocion de metales, de los cuales la
biosorcion es el proceso que serd estudiado en este trabajo ya que es un método
eficaz y econdmico para la remediacién de zonas polucionadas (Wan et al., 2010).
Los puntos mas importantes a considerar para hacer un estudio enfocado a la
remocion de metales son: () que por su toxicidad constituyan un peligro directo
para la salud, (I) que el precio del metal sea tal que exista un interés econémico
por recuperarlo, y/o (lll) que exista un interés de la comunidad cientifica por
conocer el comportamiento de dicho metal (Volesky, 2007).

El proceso de biosorcion consiste en la retencion de metales mediante su
inmovilizacion en diferentes sorbentes bioldégicos para su eliminacion o
recuperacion de un medio liquido (Tuzen et al., 2007). Dichos biosorbentes
pueden ser hongos, algas o bacterias, ya que en general todos los tipos de
materiales biolégicos demuestran capacidad de biosorcion hacia los iones
metalicos, aunque la tasa de remocion depende del tipo de material seleccionado.
Entre las bacterias, los géneros mas importantes como biosorbentes son Bacillus,
Psedomonas y Streptomyces (Vijayaraghavan y Yeoung, 2008).

Entre los metales que causan la mayor preocupacion por sus efectos sobre el
ambiente se encuentran Cd y Pb (Sardans et al., 2010), cuyos limites en agua
para consumo humano se muestran en la Tabla 1.1 y para descargas de agua en
la Tabla 1.2. Ademés de las fuente naturales, el plomo se encuentra en diversos

tipos de ecosistemas por causas antropogénicas y por su capacidad de
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permanencia en la atmodsfera puede viajar a grandes distancias, encontrandose en
suelo, agua, rocas y sedimentos (Paulino et al., 2007). En el caso del Cd, el
interés para este metal se debe a su alta toxicidad, ya que es un elemento que
puede tener importantes impactos en los ecosistemas marinos en concentraciones
del orden de 1 pug L™*. En ambientes acuaticos se encuentra generalmente en
estado de oxidacion Cd(ll) y no es directamente afectado por fluctuaciones en el
estado de oxidacion-reduccién, posee una fuerte afinidad por los iones halégenos,
por lo que se espera que forme fuertes complejos con el Cl en agua marina
(Lebeau, 2001; Frédérique, 2002; Thomais, 2007).

Tabla 1.1. Limites maximos de Pb y Cd permitidos en agua para consumo

humano.
Limite establecido
Metal NOM-127-SSA1-1994 OMS
Plomo 0.025 mg L™ 0.01 mg L™
Cadmio 0.005 mg L™ 0.003 mg L™

Fuentes: DOF (2000). OMS (2008)

Tabla 1.2. Limites maximos de Pb y Cd permitidos para descarga de agua al

medio ambiente.

Limite de
Metal NOM-001-SEMARNAT-1996 USEPA
Plomo 0.2mgL-1 0.02 mg L-1
Cadmio 0.1mgL-1 0.006 mg L-1

Fuentes: www.semarnat.gob.mx ; www.epa.gov/.

La bacteria Bacillus thioparans es Gram+ (Jung-Hoon et al.,2001; Pérez-lbarra,
2007). Bacterias de este genero han demostado caracteristicas para estudios de
biosorcion por adsorcion.

El término biosorcion comprende la adsorcion y absorcion. En la primera, los
cationes metalicos en la fase acuosa son atraidos por la diferencia de cargas en la

superficie de la bacteria (-), debido a que los acidos teicoicos, que son presentes
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en la pared celular de las bacterias Gram+ dan una carga negativa por la
presencia de enlaces fosfodiester entre los &cidos y la presencia de &cidos
carboxilicos provenientes del copolimero peptidoglicano (Figura 1.1) (Sonnenfeld
et al., 1985; Chatterjee et al., 2010).

En el proceso de absorcion interviene el secuestro intracelular (Figura 1.2),
mediante el cual el metal es acumulado dentro de la célula por transporte activo al
interior del organismo y formacién de complejos endocelulares por interacciéon con
las metalotioneinas.

Por tanto, se comprende como biosorcién un proceso independiente del
metabolismo en la primera fase de adsorcion, que se puede realizar en células
vivas 0 muertas. y dependiente del metabolismo para su transporte hacia el
interior (absorcion) (Srinath et al., 2002). Resumiendo, los mecanismos de
remocion por biosorcion de metales se pueden dividir en 3 categorias (1)
adsorcion de los metales en la capa externa de la pared celular, (2) secuestro de
iones metalicos y (3) trasformacion quimica de los iones por los microorganismos
(Hassan et al., 2009).

Existen diferentes técnicas para la remediacion del ambiente, las cuales
incluyen: extraccion con disolventes, precipitacion quimica, intercambio iénico,
adsorcion por carbon activado, quelacion, ésmosis inversa, galvanoplastia,
tratamiento electroquimico (Tabla 1.3), aunque muchas de estas técnicas son
caras o ineficientes en comparacion con la técnica de biosorcion, que tiene la
ventaja que puede ser aplicada con niveles bajos de concentracion de metales y
un bajo costo de tratamiento, su desventaja es que los sustratos tienen un tiempo
de vida méas corto en comparaciéon con sorbentes convencionales. Las técnicas
mencionadas anteriormente, que no incluyen sorcidén, se utilizan sélo para
concentraciones muy elevadas de contaminantes pero no para concentraciones
bajas (1-100 mg L) (Kao et al., 2008; Tsekova et al., 2008; Liet al., 2010; Gadd,
2008).



Atarccion de Metales
on carga parcial {(+)

Carga Parcial (-}

Bicapa de

Bacteria Gram-positiva PARED CELULAR

Figura 1.1.-Estructura de las bacterias Gram-positivas en la cual se lleva a cabo el
proceso de adsorcion (Adaptada de Sonnenfeld et al., 1985; Gutiérrez-Venegas y
Cardoso-Gimenez, 2006).

Figura 1.2.- Proceso de bioacumulacién mediante el cual el metal es llevado desde

la membrana celular hasta el interior de la célula (Adaptada de Chojnacka, 2010).



Tabla 1.3. Tecnologias convencionales para la remediacion de metales

Método Desventaja Ventaja
Precipitacion  -Dificil separacion Simple
quimica -Se obtienen lodos téxicos como resultado Bajo costo

Tratamiento

electroquimico

Osmosis

inversa

Intercambio

idnico

Adsorcion

-No muy efectiva

-Aplicable para concentraciones altas de
metales
-Sensible a condiciones especificas como la

presencia de ciertos componentes

-Aplicacion de presion alta
-Escalamiento de membranas

-Sensible a la presencia de particulas

-Resinas costosas

-No es muy efectivo para ciertos metales

Recuperacion

del metal

Efluente  para
facil tratamiento
de reciclado

Recuperacion
de metales
Efectivo

Sorbentes

convencionales

Fuente:Zouboulis et al. (2004).



2. ANTECEDENTES

Como se ha mencionado antes, el proceso de biosorcion conlleva el uso de
materiales de origen biologico, los cuales se encuentran en abundancia y son
transformables a biosorbentes. Dicho proceso involucra la captacion fisicoquimica
de metales, mediante la cual los iones de metales se unen a los centros activos de
adsorcion 'y posteriormente el material biolégico forma complejos,
independientemente del metabolismo (Puranik y Paknikar 1997 y Nelson et al.,
2003). Uno de los primeros autores que definio el término biosorcion fue Ruchhoft
(1949; citado en Rodriguez-Tirado, 2006), cuando estudiaba la posibilidad de
eliminar desechos radiactivos por tratamientos biolégicos y observé que una parte
de los desechos radiactivos se habia adsorbido en el lodo y en flora y fauna.

Entre la gran variedad de materiales bioldgicos que se pueden utilizar en los
procesos de biosorcion se encuentran bacterias, algas, levaduras y hongos (Wang
y Chen, 2008). De acuerdo con Kratochvil y Volesky (1998), el uso de biomasa
muerta 0 metabdlicamente no viable es efectivo en la biosorcion de metales y
descontaminacion de efluentes industriales en comparacion con otros métodos
como lo precipitacion e intercambio ionico, debido a que es una alternativa muy
rentable por su capacidad de eliminar metales y recuperar sitios polucionados;
ademas, ofrece las ventajas de bajo costo de operacion, minimizacion del volumen
de quimicos y/o lodos biolégicos que hay que eliminar, alta eficacia en la
desintoxicacion de efluentes muy diluidos y elimina la necesidad de suministrar
nutrientes.

Chojnacka (2010) definio el término de biosorcibn como un proceso metabolico
pasivo que es realizado por biomasa no viva; mientras que si se utilizan células
vivas 0 metabdlicamente activas el proceso se denomina bioacumulacion. En el
ltimo caso existe un riesgo de toxicidad por el sorbato hacia el sorbente, mientras
gue en la adsorcion este peligro no existe. Por otro lado, otros autores como
Velasquez y Dussan (2009) y Li et al. (2010) han empleado el término biosorcién
para referirse al uso de biosorbentes vivos 0 muertos. En ambos casos, el proceso

se ha considerado una biotecnologia rentable para el tratamiento de grandes
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volimenes de agua residual que contienen metales pesados a bajas o grandes
concentraciones.

A continuacidn se mencionan algunos de los trabajos que han sido de gran
aporte hacia el avance de las técnicas de biosorcion por medio del uso de
diferentes microorganismos como biosorbentes.

Shu et al. (1997) investigaron los efectos de los factores ambientales y las
condiciones de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa PU2len la biosorcion,
asf como su tolerancia a la exposicién a Hg®*, Pb?*, Cu®* y Cd**y observaron que
esta cepa soporta concentraciones de estos metales de hasta 50, 500, 300 y 200
mg L™, respectivamente. En cuanto a la adsorcién de Pb®*, Cu** y Cd** en funcién
de su estado, ya sea no viable o viable, se obtuvo que la capacidad de sorcion de
los metales en células viables fue aparentemente mayor que en células no viables,
posiblemente porque la etapa de esterilizacion a vapor, puede destruir o inactivar
parte de los sitios de unidon a metales o por la acumulacién intracelular de iones
metalicos en células viables.

En el mismo estudio, la biomasa bacteriana mostré diferente capacidad de
adsorcion de Pb y Cd en diferentes fases de crecimiento; mientras que el efecto
de la fase de crecimiento en la biosorcién de Cu fue insignificante. La capacidad
de adsorcion del metal hacia las células tendio a aumentar a medida que el pH
aumento, hasta que los metales precipitaron en forma de hidréxidos. Sin embargo,
con la restriccion de la formacion de hidroxidos insolubles a valores de pH alto, el
pH oOptimo de funcionamiento en este estudio fue de 5,5, 5,0 y 6,0 para la
biosorcion de Pb, Cu y Cd, respectivamente.

Hassen et al. (1998) trabajaron con Pseudomonas aeruginosa y Bacillus
thuringiensis, que se encuentran frecuentemente en ambientes contaminados.
Este estudio se enfoco en el crecimiento bacteriano a diferentes concentraciones
de Cd, Co, Cu, Hg, Cry Zn y la biosorcién de cada uno de estos metales. Se
observd una inhibicibn en el crecimiento de Bacillus thuringiensis de
aproximadamente 30 % con respecto al control a concentraciones de 0.5y 1 mM
de Cry 0.2 mM de Cu y Co. Con una concentracion de 0.05 mM de Hg el

crecimiento se redujo aproximadamente a un 20 %; mientras que la exposicion a
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0.05 y 0.2 mM de Zn no provocéd efectos significativos. Con respecto a la
biosorcion en P. aeruginosa, se observo el mayor porcentaje de adsorcion para Hg
(59.7%; 469.7 ug mg™), seguido por Cr y los menores porcentajes para Cd y Cu;
mientras que en el caso de B. thuringiensis también se observé la mayor
adsorcién con Hg (925 pg mg™), seguido por Cu y con los porcentajes méas bajos
para Cdy Cr.

Mohamed (2001) utilizé células viables y no viables, asi como polisacaridos de
la cianobacteria Gloeothece magna para realizar experimentos de biosorcion de
Cd*" y Mn** y emple6 el modelo de Freundlich, obteniendo que el coeficiente de
afinidad fue mayor para la biomasa no viable (K = 912.6 y Kg = 2398, para Cd y
Mn, respectivamente), que para la biomasa viable (K¢ = 151.4 y Kg = 63,
respectivamente). Los polisacaridos adsorbieron 115-425 pg Cd* mg™* y 473-906
ug Mn?* mg™. Para poder determinar si Gloeothece magna era téxica se realizé un
ensayo con Artemia franciscana, y se demostré que a concentraciones de 200 mg
células secas L™, ya sea en fase acuosa o en extracto metandlico, la cianobacteria
no fue toxica.

Yilmaz (2003) realiz6 un estudio de tolerancia a la presencia de metales,
biosorcidn y susceptibilidad frente a antibiéticos de microorganismos recolectados
en el rio Tigris, identificando sélo aquellos que pudieron soportar altas
concentraciones de metales. Utilizando métodos de identificacion del genoma
DNA, se concluy6 que la especie y género que tenia mas tolerancia era Bacillus
circulans. El estudio de absorcion se llevé a cabo desde el punto de inoculacién
(tiempo cero) hasta las 50 horas con diferentes soluciones metalicas como Cd,
Co, Cu, Ni, Zn y Mn tomando muestras cada 5 horas para analizar la captacion de
los metales. De acuerdo a los resultados de este trabajo, B. circulans cepa EB1
fue capaz de remover el 90 % de Mn, 68 % de Zn, 65 % de Cu, 45 % de Niy 40 %
de Co, con una capacidad de biosorcién especifica de 25, 22, 20, 13y 12 mg L™,
respectivamente.

Posteriormente, Yilmaz y Ensari (2005) estudiaron la remocién de Cd con la
misma cepa de B. circulans (EB1) en diferentes fases de crecimiento y

encontraron una mayor capacidad de biosorcion en la fase de crecimiento
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exponencial, demostrando que células cultivadas en presencia de 28.1 mg Cd L™
tenfan una capacidad especifica de biosorcién de 5.8 mg L™ en las primeras 8
horas y que cuando las células fueron pre-acondicionadas a bajas
concentraciones de Cd la captacién de Cd aumentd a 6-7 mg L™.

Rodriguez-Tirado (2006) realiz6 un estudio de biosorcién en la cepa U3 (viable)
de Bacillus jeotgali para conocer el efecto del pH, la salinidad y la temperatura en
la cinética de biosorcion de Cd, Pb, Cu y Zn. De acuerdo a sus resultados, las
condiciones Optimas para la biosorcion de Cd fueron: pH 7, temperatura 25 °C,
salinidad 0 con las cuales, usando 0.5 g L™ de biomasa y una concentracién inicial
de 34.7+ 5.4 mg L™, obtuvo una remocién del 50 % en una hora. Para Pb, las
condiciones Optimas fueron pH 4, temperatura de 25 °C, salinidad de 30 con las
cuales, usando una biomasa de 0.5 g L™ y una concentracién inicial de 41.5 + 2.0
mg g, la remocién fue del 98 % en 20 minutos. En el caso de los metales
esenciales, las condiciones optimas para Cu fueron pH 6, temperatura de 25 °C,
salinidad 0, que, con una biomasa de 0.5 g L™ y una concentracién inicial de 40.6
+ 3.7 mg L™, resulté en una remocion del 48% en 1.5 horas; mientras que para Zn
los valores optimos fueron pH 7, temperatura 25 °C y salinidad 0, que conllevaron
una remocién del 32% en 50 horas, cuando se emplearon una biomasa 0.5g L™y
una concentracion inicial de 75.5 + 3.7 mg g ™.

Carrasco-Valenzuela (2007) realizé un estudio sobre los efectos de los factores
ambientales en la biosorcion de Hg(ll) con la biomasa viable y no viable de la cepa
U3 de Bacillus jeotgali. Los resultados demostraron que con la biomasa viable
hubo mayor absorcién a pH 7.5y 9 a concentraciones de 20 mg Hg (1) L *y 100
mg Hg (1) L™, con valores de 14 + 2.8 y 14.9 + 2.4 mg Hg (Il) g*, 76.20 + 29 y
74.9 + 3.7 mg Hg(ll) g%, respectivamente, obteniendo con ambas concentraciones
porcentajes de remocion del 82y 79 % en pH 9y 80 % de remocion a pH 7.5 .
Utilizando biomasa no viable, se obtuvo una mayor biosorcibn a pH 7.5y 9, a
concentraciones de 20 mg Hg (I) L y en concentraciones de 100 mg Hg (I1) L™,
con un 80, 78 , 81 y 56% respectivamente. Se encontrd la mayor biosorcion en

biomasa viable a temperaturas de 15 y 45 °C, mientras que con biomasa no viable



la mayor biosorcion se present6 a temperaturas de 25 °C y 35 °C.

Khanafari et al. (2008), en un estudio de biosorcion de plomo y cromo en
Bacillus circulans, determinaron las condiciones Optimas del proceso. El
experimento constd en determinar las concentraciones minimas inhibitorias
(MICs) y las concentraciones bactericidas minimas (MBCs), para lo cual se
utilizaron concentraciones progresivamente crecientes de 20 hasta 1100 mg Pb L™
y mg Cr L*, obteniéndose una reduccién del 65 y 48 %, en 5 y 4 dias, en las
concentraciones de 500 mg L™, respectivamente. Los MICs y MBCs fueron de 950
y 1050-1100 mg L™ para Pb y Cr, respectivamente. Ademas, se observé que a
medida que el pH incrementaba (5.5, 6, 6.5y 7) la biosorcion de plomo y cromo
fue aumentando.

Gabr et al. (2008) emplearon Pseudomonas aeruginosa (ASU 6) aislada del
canal de El-Malah, Assiut, Egipto para cuantificar la adsorcién y bioacumuacion de
Ni y Pb y encontraron que la capacidad de adsorcion de las células viables es
significativamente inferior a la de las células no viables, dando resultados de
capacidad maxima de biosorcion para el Pby el Nide 123y 113,6,y 79y 70 mg g
!  respectivamente. Los valores de pH 6ptimo para el Ni(ll) y el Pb(ll) en la
adsorcion fueron 7 y 6, respectivamente. En conclusion, los datos que se
obtuvieron sobre el mecanismo de biosorcion comprenden las interacciones
idnicas y formacion de complejos entre los cationes metalicos y los sitios 4cidos en
la pared celular de la bacteria. Esta conclusion fue confirmada por andlisis con la
técnica de Infrarojo (IR) y de pH, donde las capacidades maximas de adsorcién
(gmax) del Ni 'y Pb por células secadas por calor, células liofilizadas o acumuladas
por células viables se calcularon con la ecuacién de Langmuir y se obtuvo que
estas eran 113,6, 77,5, 70 y 123, 93, 79 mg g, respectivamente. La biomasa
bacteriana tiene una mayor afinidad por el Pb que por el Ni debido a la diferencia
en los radios i6nicos y la electronegatividad.

En conclusion, todos los autores comparten que el uso de material de origen
biolégico, ya sea viable o no viable, es de gran utilidad para las técnicas de
remediacion.
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3. JUSTIFICACION

La contaminacion por metales de los ecosistemas acuaticos y terrestres se
debe principalmente a actividades industriales, agricola, mineras o tratamiento
insuficiente de los efluentes que son vertidos hacia los ecosistemas o por causas
naturales como el intemperismo y el vulcanismo. Entre estos contaminantes se
seleccionaron el plomo, con una amplia distribucion en todo el mundo debido a su
capacidad de viajar largas distancias a través del aire, y el cadmio; ambos son
considerados contaminantes prioritarios por su alta toxicicidad. El peligro causado
por la introduccién de estos agentes reside en que no se degradan como otros
contaminantes, sino que permanecen en el ecosistema causando dafos tanto a
las poblaciones residentes como al mismo ecosistema. Sin embargo, se pueden
utilizar técnicas de remediacién que modifiquen su concentracion, forma quimica
(especie) o disponibilidad. Las técnicas convencionales de remediacion para
metales usualmente son caras, ademas de que son eficaces para altas
concentraciones, pero no lo son cuando se presentan bajas concentraciones. Por
lo anterior, se propone el uso de microorganismos como una alternativa para la
remocion de metales, usando la bacteria B. thioparans que pertenece a uno de los

géneros mas importante para utilizarse como biosorbentes.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar la influencia de la exposicion a Cd, Pb y diferentes salinidades sobre el
crecimiento de la bacteria Bacillus thioparans cepa U3, asi como del pH y la
temperatura sobre la capacidad de biosorcion de dichos metales en la biomasa
producida.

4.2 Objetivos particulares

Determinar el efecto de la exposicion a diferentes salinidades en el crecimiento de

la bacterias B. thioparans cepa U3.

Determinar el efecto de la exposicion a Cd y Pb en la tasa de crecimiento de las

bacterias B. thioparans cepa U3.

Determinar la capacidad de biosorcion del Cd y Pb en B. thioparans cepa U3 bajo

diferentes condiciones de pH, temperatura y concentracion de metal.

Determinar los modelos de equilibrio que se ajusten adecuadamente al proceso de

biosorcion del Cd y Pb en la biomasa bacteriana.

Comparar la capacidad de remocion del Cd y Pb por B. thioparans cepa U3 y

otras bacterias.
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5.HIPOTESIS

1) La tasa de crecimiento de la cepa U3 de la bacteria B. thioparans disminuira al

exponerla a diferentes concentraciones de Cd y Pb en el medio de cultivo.

2) Debido a que la cepa se ha recolectado en un ambiente estuarino, se espera
gue la presencia de NaCl en el medio de cultivo en concentraciones similares a la

de su habitat incremente su tasa de crecimiento.
3) La capacidad de biosorcion de los metales por las bacterias es afectada por la
temperatura y el pH, por lo tanto deben existir condiciones éptimas de éstas

variables que conlleven a una mayor capacidad de adsorcion.

4) Los datos experimentales de biosorcion se ajustaran a uno de los modelos

propuestos para su equilibrio.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Origen de la cepa U3 de Bacillus thioparans

Como parte de una investigacion previa, la cual se enfoco en la oxidacion de
Mn(ll) por bacterias, se aislaron 5 cepas de bacterias de sedimentos colectados de
la laguna costera de Urias, Mazatlan, Sinaloa. De estas 5 cepas se selecciono la
cepa U3 como organismo de prueba en el presente estudio, debido a su alta
capacidad de oxidacion de Mn(ll). Dicha cepa fue inicialmente identificada como
Bacillus jeotgalli (Rodriguez-Tirado, 2006), debido a su gran similitud (97%) en el
analisis molecular 16S ribosomal RNA; sin embargo, recientemente Pérez-lIbarra
et al. (2007) describieron una nueva especie denominada Bacillus thioparans, con
la cual nuestra cepa tiene mas de 99.5 % de similitud, por lo que en adelante se
hara referencia a ella como B. thioparans. Las bacterias fueron criopreservadas a -
70 °C en perlas de vidrio previamente esterilizadas como lo recomienda Gherma
(1994), y almacenadas en la coleccion de microorganismos de importancia
acuatica en el laboratorio de microbiologia del Centro de Investigacion en
Alimentacién y Desarrollo A.C (CIAD), a cargo del Dr. Bruno Gomez Gil Rodriguez

Sala.

6.2 Inoculacion de la bacteria

Antes de iniciar todos los procedimientos, los materiales fueron lavados con
acidos clorhidrico y nitrico, ambos en concentracion 2M y/o esterilizados segun su
uso. La cepa U3 de B. thioparans fue reactivada en el CIAD en cajas Petri con
medio Agar Triptocaseina (TSA) a 30 °C por 24 horas. Posteriormente, se
prepararon 50 mL de caldo de Soya Triptocaseina (TSB) con agua milli-Q
purificada a la cual se adicioné NaCl para simular la salinidad de su ambiente
natural y se vertio en 3 tubos de ensayo con rosca con 15 mL del medio TSB.

Después de su esterilizacion, los tres tubos se inocularon con la biomasa
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reactivada de las cajas petri y se incubaron a una temperatura de 30 °C por 24
horas. No se necesitd agitacion para este paso, debido al crecimiento rapido de
las bacterias (Figura 6.1).

Cepa —> 30°Ca 24 horas —>

Perlas de vidrio TSA Enriquecido con NaCl DUU
TSB 30 °Ca 24 horas

Figura b.1.-Metodologia ae Inoculacion ae la bacteria
6.3 Curva de crecimiento

Se prepararon 4 matraces de 250 ml con 150 mL de medio TSB estéril (pH
inicial 7.3 + 0.2), tres de los cuales se inocularon con 1mL de uno de los cultivos
en tubo de ensayo. El cuarto matraz sirvi6 como blanco para las lecturas de
densidad Optica (610 nm) con un espectrofotometro UV visible marca Perkin Elmer
modelo Lambdal0 que se utilizaron para determinar el crecimiento bacteriano y
poder partir de un punto mas amplio para la comparacién de los proximos estudios
de toxicidad y biosorcion. Los matraces se agitaron a 120 rpm a una temperatura
de 30 °C y se muestrearon 4 mL de cada matraz cada 2 horas hasta 50 horas para
determinar el tiempo necesario para alcanzar la fase de crecimiento estacionario
con la finalidad de reducir el tiempo en otros experimentos, si es el caso de que

ésta alcanzase su etapa estacionaria antes de las 50 horas. (Figura 6.2).
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Matraz con medio TSB

Sin esterilizar

Matraz 1 Matraz2 Matraz3  Matraz 4
estéril estéril estéril estéril

\ Inocular /

Agitaciéna 120
RPM30° C

Muestra de 4 mL para densidad
6ptica(OD) cada 2 horas

Figura 6.2.-Metodologia en curva de crecimiento

6.4 Curva de crecimiento a diferentes salinidades y control en la entrada de

aire

Se prepararon medios de cultivos TSB con distintos porcentajes de salinidad
(0, 05,1,15,2, 25y 4 %) y un pH inicial de 7.3 £ 0.2, con la finalidad de
observar si la cepa B. thioparans U3 es capaz de sobrevivir en cuerpos de agua
dulce, salobre e hipersalina, asi como para determinar si es factible utilizar un
porcentaje bajo de salinidad sin alterar el crecimiento de la cepa, ocasionando
menor ruido analitico en los experimentos siguientes.

Para poder obtener un mejor control en el crecimiento de la cepa, se optd por
manipular la entrada de aire por medio de unos matraces tapados con caucho, en
los cuales se incrustaron tubos de cristal para la entrada de aire, salida de aire y la
salida de la muestra. Para la entrada de aire se utiliz6 una manguera de plastico
adicionada con un filtrador de aire el cual posee un filtro de 0.20 um para evitar el
paso de contaminantes (Figura 6.3). La temperatura fue controlada con un bafio
Maria (Precision Scientific modelo 25) a 30 °C vy, utilizando unas bombas de
acuario se envi6 aire al medio, provocando una agitacion continua. Los protocolos
para la preparacion del medio y la toma de muestra fueron los mismos que se
mencionaron en el parrafo anterior. Finalmente, se utiliz6 un espectrometro

UVvisible marca Perkin EImer modelo Lamdbal0m para medir la densidad optica.
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Figura 6.3.- Crecimiento de la cepa, controlando la entrada de aire. (1) Salida de
aire, (2) salida de muestra, (3) entrada de aire con un filtro de 0.22 um y (4)

bombas tipo acuario.
6.5 Efecto de la exposicion a Cd y Pb sobre la tasa de crecimiento bacteriana

Para determinar el efecto de Cd y Pb sobre el crecimiento de B. thioparans
U3, esta cepa se cultivd en triplicado en medio TSB adicionado con 0.1, 0.5, 1, 5,
10, 20, 40, 60, 80 y 100 mg L™ de dichos metales, se sigui6 el mismo
procedimiento indicado en el apartado anterior, excepto que el medio de cultivo
(TSB) fue enriquecido con las concentraciones de metal antes mencionadas y a
una salinidad del 2.5 %. Para estos bioensayos se emplearon las sales Cd (NO 3);
4H,0 y Pb (NOs3),, posteriormente en otros biensayos, para eliminar el efecto de la
adicién de nitratos, se realizaron experimentos adicionales con concentraciones de
0.5y 10 mg L™ de Cd y Pb, a partir de las sales CdCl, y PbCl,. estos experimentos
tuvieron una duracién de 64 horas con entrada de aire limitada (16, 34, 58 horas) y

el crecimiento en biomasa se determiné mediante lecturas de densidad 6ptica con
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un espectrofotometro portéatil HACH DR.

6.6 Obtencion de biomasa

Debido a los resultados obtenidos en los experimentos de tolerancia a la
salinidad y a la exposicion a Cd y Pb (ver apartados 7.1y 7.2), se decidi6 realizar
los experimentos de biosorcién con biomasa no viable de B. thioparans.

Para obtener la mayor cantidad de biomasa posible se utilizaron placas Petri
cuadradas (25 cm x 25 cm) (Figura 6.4) y las bacterias se cosecharos 16 horas
después de la inoculaciénpara permitir que los cultivos llegaran a su fase
estacionaria. Posteriormente se recolectd la biomasa en viales de plastico y las
células se esterilizaron e inactivaron en una autoclave a 15 libras de presion
durante 20 minutos. Después, se lavaron con agua Milli-Q y centrifugaron a 4500
rpm para limpiar las impurezas que hubiesen quedado en el vial de plastico (el
proceso de lavado se realizé 3 veces), y se almacenaron en congelacion hasta los

experimentos de biosorcion.

Figura 6.4.-Obtencion de biomasa e inactivacion. (1) desarrollo de B. thioparans y

(2) células inactivas.

6.7 Determinacion del efecto del pH en la biosorcién de B. thioparans cepa U3

(biomasa no viable)
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Para la determinacion del efecto del pH en la biosorcion de lasbacterias no
viables se utilizaron 0.1 g de biomasa en matraces que contenian 100 ml de
solucion metélica. Se prepararon 5 diferentes concentraciones iniciales,
considerando el limite maximo permisible de acuerdo a la normatividad mexicana.
El experimento se realizO por cuadruplicado y el pH de las soluciones
experimentales se ajustd mediante el uso de acido clorhidrico 0.5 M o hidroxido de
sodio 0.5 M. Los matraces fueron sometidos a una agitacion de 120 rpm a
temperatura ambiente (25 °C) y se tomaron muestras a 0, 40, 60, 120, 240 y 360
minutos. Para medir la biosorcién, las muestras fueron centrifugadas a 4500 rpm
por 10 minutos y las concentraciones de Cd y Pb en el sobrenadante se analizaron
en un espectrofotdmetro de absorcion atomica marca Varian modelo SpectrAA
220, con horno de grafito acoplado (Figura 6.5).

Matraces con Agregar solucion  Ajustar pH Adiccion de biomasa
agua Mili-Q =~ metdlica  con(NaOH)o ~  noviable
(HCl)

Centrifugar a 4500 Toma de muestra Agitacion a 120 RPM
RPM 15 minutos 5mL

El sobrenadante se analizé en un
Espectrofotémetro de absorcién atémica

Figura 6.5.- Determinacién del efecto del pH en la biosorcionde Cd y Pb en B.

thioparans (biomasa no viable).

6.8 Determinacion del efecto de la temperatura en la biosorcion

Para la determinacion del efecto de la temperatura se utilizaron cultivos con las
mismas concentraciones que los experimentos de pH, asi como el valor de pH
optimo que se obtuvo en anteriores bioensayos mantenidos en una agitadora

orbital con controlador de temperatura a 15, 25y 35 °C .
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6.9 Modelos de equilibrio para la biosorcion de Pb y Cd

Para establecer cual es el mejor modelo para describir los efectos causados
por la temperatura y la concentracion en el proceso de biosorcion, se utilizaron los
modelos de Langmuir y Freundlich (Tabla 6.1), el primero de los cuales considera
la biosorcidn tipo monocapa y supone que todos los sitios activos en la superficie
del absorbente tienen la misma afinidad por el sorbato; mientras que, el segundo
es una ecuacién gque supone un sistema de biosorcion multicapa heterogéneo con

diferentes sitios activos (Li et al., 2010).

Tabla 6.1. Modelos de biosorcién en equilibrio.

Modelo Ecuacién Ecuacidn lineal
= K
Langmuir Ig.gliﬁx_l-c_e 1/qe= 1/b *l/ce + 1/qmax
+ L>e
Freundlich Oe= keCo/" log g.=(1/n)log C, + log K¢

ge= cantidad de metal biosorbido por las bacterias en equilibrio (mg g*) ; Ce =
concentracion de metal residual en equilibrio (mg L™) ; K_ = constante de Langmuir
(L mg™) ; gmax = capacidad méaxima de biosorciéon de metal por las bacterias; Kr =

constante de Freundlich (L g*) n = constante de afinidad de Freundlich.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Curva de crecimiento y tolerancia a la salinida d

Mediante pruebas estadisticas se determind que los datos de crecimiento
registrados a las 40 horas no difieren de los determinados a las 50 horas (figura
7.1), por lo cual los siguientes experimentos terminaron a las 40 horas.

Respecto a las pruebas de salinidad, el valor de 2.5 % es una concentracion
ampliamente utilizada en experimentos de tolerancia a dicha variable (Gomez-Gil
et al.,1999); ademas, el habitat en donde fue recolectada la cepa U3 (origen
estuarino; Rodriguez-Tirado, 2006) tenia una salinidad de 4 %. Esta prueba
bioguimica (efecto de la salinidad) fue realizada para determinar la salinidad
optima de crecimiento de las bacterias y observar si nuestra cepa es capaz de
sobrevivir también en agua dulce, dando como resultado que aun cuando la cepa
mostré crecimiento a la salinidad 0 % (el medio de cultivo fue preparado a partir de
los mismos ingredientes que el TSB, solo que sin NacCl), la biomasa obtenida fue
menor que cuando hay presencia de NaCl. El mayor crecimiento fue obtenido con
2,5y 4 % de salinidad (Figura 7.2). Este resultado es comparable con el trabajo
realizado por Pérez Ibarra et al. (2007), en el cual se observé que la cepa B.
thioparans logro resistir hasta un 5 % de salinidad. Tomando en consideracion los
valores de crecimiento (densidad optica) después de 34 horas de iniciado el
experimento, se observd que al incrementar la concentracion de NaCl hay un
aumento significativo en la curva de crecimiento (Figura 7.3). Dado que el mejor
crecimiento fue encontrado a 25 y 4 % de salinidad y no hubo diferencia
significativa entre estas dos condiciones, se empled la concentracion méas baja

(2.5 %) para reducir el ruido analitico en los siguientes experimentos.
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Figura 7.1.- Curva de crecimiento de Bacillus thioparans (n=9); las barras

verticales denotan un intervalo del 0.95 de confianza.
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Figura 7.2.- Curva de crecimiento de Bacillus thioparans a diferentes

salinidades
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Temperatura:
30 °C

0.65 0% ?
0.60 0.5%®

b
1%
0.55

oD

1.5 % bc
2%bc
2.5%°¢

0.40 c
4%

0.35

NaCl: 0 NaCl: 1 NaCl: 2 NaCl: 4
NaCl: 0.5 NaCl: 1.5 NaCl: 2.5

Porcentajes

Figura 7.3.- Diferencias significativas entre diferentes porcentajes de salinidad en
la fase estacionaria de Bacillus thioparans Tiempo: 34 horas. pH = 7.3 £ 0.2. Las
barras verticales denotan un intervalo de confianza del 0.95. (Letras diferentes

indican diferencia significativa).

El primer experimento se llevd a cabo con entrada intermitente de aire debido a
la aereacion durante la toma de muestras cada 2 horas, y se obtuvo una densidad
Optica mayor (Fig. 7.1) que en aquellos experimentos en los que no existié entrada
adicional de oxigeno (Fig. 7.2), debido al uso del espectrofotometro portéatil HACH
DR que permitio realizar el bioensayo sin abrir y cerrar las tapas de los tubos, ya
gue solo se transportaban a la camara del espectrofotometro y se analizaban. La
razon de la diferencia de crecimiento respecto a la presencia o ausencia de
aereacion se debe a la propiedad de B. thioparans de formar esporas (Rodriguez-
Tirado, 2006), lo cual hace que al acabarse el oxigeno en el contenedor donde se
coloco el caldo nutritivo, la cepa empiece a esporular y ya no crezca normalmente.
La germinacion de la célula empezara nuevamente en presencia de oxigeno
(Murray et al., 2009).

Adicionalmente, se realizO0 una prueba en la cual se mantuvo una entrada
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constante de oxigeno (aireacion con mangueras Yy filtros) para observar si existia
un mejor crecimiento de las bacterias, mostrando una completa inhibicion en el

crecimiento, lo cual indica que la cepa es muy susceptible al exceso de aereacion.

7.2 Efecto de la presencia de Cd y Pb en el crecimi ento de Bacillus

thioparans .

Respecto al efecto de la presencia de Cd sobre el desarrollo de las bacterias,
se observé una pequefia disminucién cuando la concentracién fue de 0.1 mg L™,
Dicho efecto fue méas notable cuando se aumenté la concentracién a 0.5 mg L™
(Figura 7.4). A partir de esta concentracion, al incrementar el contenido de Cd (1, 5
y 10 mg L™), se present6 una recuperacion en la curva de crecimiento, llegando a
ser similar al control (sin Cd) a una concentracién de 10 mg L™. Como ejemplo, en
la misma figura se incluye la curva de crecimiento a una concentracion de 20 mg
Cd L, que indica una inhibicién en el desarrollo de la bacteria a partir de esta
concentracion, que continué con las concentraciones mayores (40, 60, 80 y 100
mg L), no mostradas en la figura.

En las concentraciones de 0.1 y 0.5 mg L™, se observé el efecto de Cd sobre el
organismo, en tanto que en concentraciones intermedias (1 a 10 mg L™), su efecto
toxico estd contrarrestado por un efecto benéfico producido por la presencia de
nitrogeno (Pivnickova et al., 2010), dado que el Cd se adicion6 como nitrato, cuya
concentracion aumentoé al incrementar la de Cd.

Sin embargo, se observo una etapa de adaptacion lenta, por lo que se asume
que (1) a concentraciones > 20 mg L™ la cepa no pasé de la etapa de adaptacion y
no alcanzo la fase exponencial durante el tiempo que duraron los experimentos
(24 h), 6 (2) el efecto toxico de la alta concentracion del Cd dominé sobre el efecto
benéfico de la presencia de N.

Respecto al efecto toxico del Cd (NO3).4H,0, Lebeau et al. (2001) reportaron
que en concentraciones de 10 mg L™ se observé un comportamiento similar, con
un efecto débil del Cd sobre el crecimiento de la cepa R27 debido a que el efecto

del nutriente es mas notorio cuando sus concentraciones son elevadas.
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Figura 7.4.- Tolerancia de Bacillus thioparans a diferentes concentraciones de Cd
(n=3).

Después de 40 horas, se observé (Figura 7.5) que al incrementar la
concentracion de Cd (NO3).4H,O hubo una disminucion significativa del 24.92 %
en la densidad éptica en la concentracién 0.5 mg L™, el cual fue el valor minimo de
crecimiento y al seguir aumentando la concentracién hasta 10 mg L™ se observé

una recuperacion del 95.82%en la curva de crecimiento con respecto al blanco.

Por otro lado, los resultados obtenidos en la prueba de exposicion a Pb a
concentraciones bajas (0.1 y 0.5 mg L™ e intermedias (1, 5 y 10 mg L™
mostraron, en términos generales, un comportamiento similar al Cd. Sin embargo,
se presento una diferencia en el tiempo de la fase de adaptacion de las bacterias.
En el experimento con Pb dicha etapa duré 6 horas; mientras que con Cd empezé
a crecer exponencialmente después de 9-10 horas. Como se observa en la figura
7.6, el mayor crecimiento se obtuvo en la concentracion de 0.1 mg L™, siguiendo la
concentracién de 10 mg L™ y los valores minimos de crecimiento se obtuvieron en

las concentraciones de 0.5 mg L'y 5 mg L™
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Figura 7.5.- Diferencias significativas entre diferentes concentraciones de Cd
entrando en la fase estacionaria de Bacillus thioparans. Tiempo: 40 horas. Las
barras verticales denotan un intervalo de confianza del 0.95. (Letras diferentes

indican diferencia significativa).

Como se mencion6 anteriormente, el efecto del nutriente contra el efecto del
metal se ve relacionado con los crecimientos de la cepa U3, en los que se observa
gue a concentraciones bajas el efecto téxico del Pb es ligeramente mayor al
benéfico del N; sin embargo, en las concentraciones 0.5, 1y 5 mg L™ el efecto del
Pb es més fuerte, por lo que se observa una reduccién en el crecimiento de la
cepa.

A concentraciones de 10 mg L™?, el efecto del N se hace notar mas que el
efecto del Pb. El Pb?* es, en general, una de las especies mas téxicas de dicho
metal. Cualquier factor que incremente la formacion de complejos y por tanto,
decrezca la concentraciéon de Pb®" afectanegativamente la toxicidad del Pb. El
estudio realizado por Freedman et al. (1980), relativo al efecto de la toxicidad

sobre las diferentes especies de Pb en Hyalella azteca, demostré6 que la
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mortalidad mas alta fue provocada por Pb*. Los iones cloruro y carbonato en el
agua de mar forman complejos con el plomo; por lo tanto, un incremento en la
salinidad y dureza podra resultar en un decremento de la toxicidad y por ende un

mejor crecimiento de la cepa (Louma y Rainbow, 2008).

Temperatura:  Salinidad: Concentracion:
30°C 2.5% mg PbL1
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—4—Control
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Figura 7.6 Tolerancia de Bacillus thioparans a bajas concentraciones de Pb(0.1,
0.5,1,5y 10 mg L") (n=3).

A las de 40 horas de iniciado el experimento, se observaron datos similares a
los de Cd (Figura 7.7), en el cual al incrementar la concentracion de Pb (NO3), se
observé una disminucion significativa del 67.17 % en la curva de crecimiento en la
concentracién 0.5 mg L™?, la cual presenté el valor minimo de crecimiento, y al
seguir aumentando la concentracion hasta 10 mg L™ se observé una recuperacion

en el crecimiento bacteriano del 72.90 %, con respecto al blanco.
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Figura 7.7.-Diferencias entre concentraciones bajas de Pb en la fase estacionaria
de Bacillus thioparans. Tiempo: 40 horas. Las barras verticales denotan un

intervalo de confianza del 0.95 (letras diferentes indican diferencia significativa).

Por otro lado, a diferencia que con el Cd, el resultado obtenido en la prueba de
exposicién a concentraciones altas de Pb (20, 40, 60, 80 y 100 mg L™) fue que a
mayor concentracion del metal se presenté mayor crecimiento de las bacterias
(Figura 7.8).

Tomando en consideracion los valores de crecimiento (densidad oOptica)
después de 40 horas de iniciado el experimento, se observo (Figura 7.9) que al
incrementar la concentracion de Pb (NO3); existio una disminucion significativa del
20.49 % en la curva de crecimiento en la concentracién de 20 mg L™, el cual fue el
valor minimo de crecimiento y al seguir aumentando la concentracién hasta 100
mg L, se observé una recuperacion en el crecimiento bacteriano con respecto al

blanco del 89.94 %; asi como una disminucion del pH inicial que fue 7.3 hasta 5.
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Figura 7.8 Tolerancia de Bacillus thioparans al Pb en altas concentraciones (20,
40, 60, 80 y 100 mg L™ (n=3).
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Figura 7.9. Diferencias significativas entre concentraciones altas de Pb en la fase

estacionaria de Bacillus thioparans. Tiempo: 40 horas. Las barras verticales
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denotan un intervalo de confianza del 0.95 (letras diferentes indican diferencia

significativa).

Con la finalidad de eliminar el efecto del nitrégeno en las sales utilizadas
anteriormente, se procedio a realizar experimentos con cloruros de Cd y Pb, pero
Unicamente a concentraciones de 0 (control), 0.5 y 10 mg L. Estas ultimas fueron
seleccionadas porque fueron en las que se observd mayor inhibicion y
recuperacion (respectivamente) en el crecimiento bacteriano al emplear las sales
nitrogenadas. Se observo una completa inhibicion del crecimiento al utilizar CdCl,
(Fig. 7.10), tanto en la concentracién de 0.5 mg L™ como en la de 10 mg L?, a
diferencia de cuando se enriguecio el caldo con N.

Como se observa en la figura 7.10, existe una discontinuidad en el crecimiento
del experimento control; esto es debido a que fue realizado principalmente sin
oxigeno, con la finalidad de observar su fase estacionaria a las 16 horas y
siguiendo hasta las 34 horas, como se muestra anteriormente en la prueba de
salinidad realizada sin la entrada de oxigeno. Sin embargo, para comprobar que la
entrada de oxigeno dispara el crecimiento de la cepa estudiada, se optd por seguir
tomando muestras a mas tiempo y se observdé que las bacterias siguieron
desarrollandose. Por lo anterior, se obtuvieron dos tipos de fase estacionaria en la
curva de crecimiento; la primera sin entrada de oxigeno y la segunda con mayor
desarrollo debido a la entrada intermitente de oxigeno.

Estudios anteriores sobre el desarrollo de esta cepa con la entrada intermitente
de oxigeno demuestran una densidad 6ptica similar a la determinada en este
estudio (Valencia-Valdez, 2008) y estudios sobre la cepa Bacillus thioparans
demuestran que esta puede producir esporas parar protegerse del ambiente
adverso en el que se encuentra, ya sea por la falta de nutrientes, la presencia de
toxicos o por la falta de oxigeno disuelto en el medio (Rodriguez-Tirado, 2006).

Sin embargo, no se habia considerado realizar esta prueba sin la entrada de
oxigeno, debido a que no se contaba con el equipo necesario. El equipo utilizado
para realizar la prueba sin la entrada de oxigeno fue un espectrofotdmetro portatil
HACH DR/2010, propiedad del Laboratorio de Microbiologia del CIAD Mazatlan
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Figura 7.10.- Tolerancia de Bacillus thioparans al CdCl, a bajas concentraciones

(0.5y 10 mg L) (n=4).

Los resultados obtenidos para la prueba de exposicion ante PbCl, fueron

parecidos a los encontrados cuando se utilizé Pb (NOs), con una concentracion de

0.5 mg L™, demostrando que el efecto benéfico del N es mas débil que el efecto

téxico del Pb. A una concentracién de 10 mg L™, se observé un menor crecimiento

con respecto a los bioensayos en los que se utilizé la sal nitrogenada, debido a

gue en estos Ultimos se hace notar mas el efecto positivo del N que el toxico del

Pb. Asimismo, en estos experimentos también se observo una discontinuidad en el

crecimiento entre las horas 16 y 34 (Figura 7.11).
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Figura 7.11.- Tolerancia de Bacillus thioparans a bajas concentraciones de PbCl,
(0.5y 10 mg L) (n=4).

Inicialmente el objetivo general de este proyecto era determinar tanto el efecto
de la exposicion a Cd y Pb en el crecimiento de la cepa bacteriana Bacillus
thioparans U3; asi como la influencia del pH y la temperatura en la biosorcion de
dichos contaminantes por biomasa viable de la bacteria B. thioparans cepa U3,
pero, debido a los resultados sobre el efecto de otras sales en las soluciones, asi
como el efecto téxico del Cd y Pb sobre la bacteria, se optd por usar la cepa no

viable en los siguientes experimentos de biosorcién.

7.3 Cinética de biosorcién (adsorcion) de Pb por Bacillus thioparans no

viable bajo diferentes condiciones de concentracion es iniciales y pH

Para determinar la capacidad de biosorcion de Pb por Bacillus thioparans a
diferentes concentraciones iniciales del metal (0.1, 0.5, 1, 5, 10 mg L%
concentraciones nominales), asi como a diferentes valores de pH (3, 4.5y 6), se
realizaron bioensayos a una temperatura de 25 °C y una biomasa no viable de 0.1
g L. Primeramente, se determiné el tiempo de equilibrio entre el adsorbente y el
adsorbato usando muestras obtenidas después de 0, 20, 40, 60, 120, 240 y 360

32



min. Se observo una adsorcion rapida en los primeros 20 minutos, llegando al
equilibrio en la mayoria de las concentraciones experimentadas y a distintos pH. Al
final del proceso, la adsorcion logré una remocion casi total para pH 4.5y 6.

A pH 3y concentraciones de 0.11, 0.50, 1.02, 5.31, 10.35 mg L™, la adsorci6n
alcanzo su equilibrio a los 20 minutos (Figura 7.12), observandose un equilibrio al
contacto en diferentes concentraciones de Pb. Para un pH de 45 vy
concentraciones de 0.06, 0.56, 0.74, 3.42, 8.14 mg L™, el equilibrio del proceso fue
alcanzado en 20 min en las 3 primeras concentraciones y a las 2 h en las mas
altas. Existen varios pasos involucrados en el mecanismo de adsorcion que se
ocupan de la transferencia de metal de la solucion a la superficie del biosorbente
(Weber, 1985): en el primer paso se lleva a cabo el mezclado de los iones
metalicos a la solucion; en el segundo paso, se da la difusion del metal hacia una
capa limite hidrodinamica alrededor de la superficie del biosorbente; y en el tercero
los iones metalicos son adsorbidos por los sitios activos de la biomasa, la
adsorcion se considera que es rapida, lo que equivale a una reaccion en equilibrio,
similares a los resultados obtenidos a pH 4.5, en el cual el equilibrio se alcanzé en
tiempo corto.

Para un pH de 6 y concentraciones de 0.01, 0.07, 0.52, 2.77 y 7.44 mg L™, el
proceso alcanzé su equilibrio a los 20 min, excepto para 0.52 mg L™ en la cual
ocurrio a los 40 min, observandose un equilibrio de manera similar que a pH 3. Lo
anterior es debido a que a pH 3 quedan pocos sitios de interaccion entre el metal y
los sitios activos protonados de la membrana celular (Gadd, 1988) y para pH 6 el
equilibrio alcanzado a tiempos de 20 y 40 min se debe a que a un pH alto el plomo
empieza a precipitar (segun Golab et al. (1991) y Volesky y Holan (1995) el Pb
precipita a pH 5) y, debido a esto, no se obtienen las concentraciones teoricas
deseadas (0.1, 0.5, 1, 5y 10 mg L™), asimismo a estas condiciones de pH la pared
celular empieza a desprotonarse, por lo tanto las concentraciones reales son
menores y existe un mayor namero de sitios activos; por esto, al ser menos
cationes se lograran acomodar mas rapidamente en los sitios activos de

membrana celular alcanzando su equilibrio en menor tiempo (Guibal et al., 1992).
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Figura 7.12.- Efecto de la concentracion de Pb en la adsorcion de biomasa no
viable de Bacillus thioparans. Temperatura 25 °C, biomasa: 0.1 g L™ . Andlisis de
varianza de dos vias (ANOVA) p<0.05; Bonferroni post-tests p<0.05 (95%

intervalos de confianza), n=4. (Letras diferentes indican diferencia significativa ).

Resultados observados en los blancos, muestran que a pH 3 las
concentraciones tedricas fueron practicamente las esperadas, y en los bioensayos
a pH de 4.5y 6 se observo un precipitado (Figura 7.13). Se observo una diferencia
significativa entre pH 4.5y 3, y entre pH 6 y pH 3 y 4.5 lo cual indica que a pH
elevados el Pb comienza a precipitar. Asimismo, se realizaron blancos con la cepa
en las soluciones para determinar si la bacteria o los residuos del medio contenian
trazas de Cd o Pb, dando resultados de niveles no detectables de estos metales.
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Figura 7.13.- Controles de Pb a una concentracion de 1 mg L™, diferentes pH, 25
°Cy 0.1 gL' de biomasa. Andlisis de varianza de una via (ANOVA) p<0.05; post
prueba Tukey p<0.05 (95% intervalos de confianza), n=4. (Letras diferentes

indican diferencia significativa).

Al incrementar la concentracion de Pb, se observo un aumento de la adsorcion
(Figura 7.12) debido a la presion ejercida por los iones metélicos que estan en
competencia con los iones hidrogeno (Adesola-Babarinde et al., 2010, Lopez-
Mesas et al., 2011).

Al obtenerse una discontinuidad en las concentraciones iniciales (tabla 7.1),
debido a la precipitacion de Pb causada por el pH, no se pudieron verificar
diferencias significativas de adsorcion para cada concentracion.Sin embargo, de
acuerdo con la tabla 7.1 y usando el software Graphpad-prisma version 5, se
pudieron comparar las adsorciones a concentraciones iniciales que no presentaron
diferencias significativas entre si a los diferentes pH y, con base en ello, se obtuvo
en general una diferencia significativa en la adsorcion a pH 6 y 4.5 respecto a la
de pH 3; siendo a pH 3 en el que se obtuvo la menor cantidad adsorbida. Entre pH
6 y 4.5 no hay diferencias significativas entre la adsorcion a diferentes

concentraciones.
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Tabla 7.1. Promedio de las concentraciones de Pb y sus desviaciones estandar
(SD) a diferentes pH. Andlisis de varianza de una via (ANOVA) p<0.05; post
prueba Tukey p<0.05 (95% intervalos de confianza), n=4 y t de student. (Letras
diferentes indican diferencia significativa y letras iguales indican que no hay

diferencia significativa). Temperatura de 25 °C, biomasa de 0.1 g.

Concentraciones mg Pb L™
PH +SD +SD +SD +SD +SD
6 0.01 0.00 0.062 0.03 052° 026 2.77° 037 7.44% 207
4.5 0.05% 0.01 056° 0.14 0.74 0.04 3.42° 010 8.14% 055
3 0.11 0.02 050° 0.22 102 0.01 5.31° 0.10 10.35 0.01

En la Figura 7.14 se observa la cantidad adsorbida de Pb y en la figura 7.15 y la
tabla 7.2 se presentan los porcentajes de remocion de dicho metal. A una
concentracion inicial promedio de 6.96 + 1.47, 3.09 £ 0.46, 0.53 + 0.03 y 0.05 +
0.01 mg Pb L™, no se observaron diferencias significativas entre los resultados de
los experimentos realizados a la misma concentracion a valores de pH de 4.5y 6.
Siendo significativamente mayores a la remociébn observada a pH 3 vy
concentraciones iniciales de 6.96 + 1.47 y 0.53 + 0.03 mg Pb L™ Al tener una
menor cantidad de cationes en el agua y siendo que al incrementar el pH la pared
celular empieza a desprotonarse, hay mas sitios activos para la interaccién entre
el metal y la pared celular (Guibal et al., 1992), dando como resultado una

remocion mas alta conforme aumenta el pH.
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Figura 7.14.- Cinética de biosorcion de Pb mediante el uso de Bacillus thioparans
no viable, a una temperatura de 25 °C y biomasa 0.1 g L™ (n=4). Andlisis de
varianza de una via (ANOVA) p<0.05; post prueba Tukey p<0.05 (95% intervalos
de confianza), n=4. (Letras diferentes indican diferencia
significativa).Concentraciones iniciales: 5.31, 7.44, 8.14; promedio = 6.963 + 1.473
(ver tabla 7.1).

Se opto por utilizar el pH 4.5 en siguientes experimentos de temperatura, ya que
con éste se determiné la mayor cantidad adsorbida, asi como menor precipitacion
0 sin precipitacion. Bioensayos realizados por Rodriguez-Tirado (2006) indicaron
gue a pH 4 se obtiene un buen porcentaje de remocidn asi como en otros estudios
realizados por Sag et al. (1995), quienes trabajaron con Zoogloea ramigera y
Rhizopus arrhizus, encontrando el valor mas alto de adsorcién de Pb a pH de 4.5-

5, que es un valor similar al obtenido en este estudio.
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Figura 7.15.-Porcentaje de remocién de Pb por biomasa no viable de Bacillus

thioparans, a diferentes concentraciones iniciales y diferentes pH. 25 °C, biomasa

de 0.1 g L™ Anlisis de varianza de una via (ANOVA) p<0.05; post prueba Tukey

p<0.05 (95% intervalos de confianza), n=4. (Letras diferentes indican diferencia

significativa).

Tabla 7.2. Porcentajes en la biosorcion de Pb mediante el uso de Bacillus

thioparans a diferentes concentraciones iniciales, pH y desviacion estandar (SD).

Letras diferentes indican diferencia significativa analisis de varianza de una via
(ANOVA) p<0.05; post prueba Tukey p<0.05 (95% intervalos de confianza), n=4.
(Letras diferentes indican diferencia significativa).

% de Pb adsorbido

pH
+SD +SD +SD +SD +SD
6 90.8 5.28 83.93a 7.24 97.41b 4.22 95.95¢ 0.53 96.61d 1.09
4.5 77.64a 10.95 93.45b 2.09 100 0 93.2c 1.75 92.4d 1.56
3 27.16 7.85 29.5b 7.09 30.59 3.18 29.7d 0.53 29.34 1.81
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Durante los bioensayos se observo que el pH inicial cambiaba cuando se
adicionaba la solucién de metal. Cuando los valores de pH en los experimentos
eran acidos estos tendian a subir hasta su neutralidad. Tsezos y Volesky (1981),
observaron este proceso y explicaron este aumento de pH como un proceso de
hidrdlisis inversa del ion metalico que libera grupos OH'.

7.4 Cinética de biosorcion (adsorcién) de Cd por Bacillus thioparans bajo

diferentes condiciones de pH y concentraciones inic iales.

Para determinar la capacidad de biosorcion de Cd por Bacillus thioparans a
diferentes pH (3, 4, 5y 6), asi como a diferentes concentraciones iniciales (0.1,
0.5, 1, 5, 10 mg L™), se realizaron bioensayos a una temperatura de 25 °C y una
biomasa de 0.1 g L™ primeramente se determiné el tiempo necesario para
alcanzar el equilibrio entre adsorbente y adsorbato por lo que se muestre6 a 0, 20,
40, 60, 120, 240 y 360 minutos, observandose que alcanza un equilibro en la
adsorcién a concentraciones bajas como 0.1 y 0.5 mg L™ a los diferentes pH
dados. Al igual que el Pb al terminar los bioensayos, la adsorcion alcanzé una
remocion casi total para pH 4.5y 6 (Tabla 7.3).

Tabla 7.3. Porcentajes en la biosorcion de Cd mediante el uso de Bacillus
thioparans no viable a diferentes concentraciones iniciales pH y desviacion
estandar (SD). Prueba de Tukey p<0.05, n=4.

oH % de Cd adsorbido
0.1mglL? #SD 05mglL* #SD 1mglL' #SD S5mgl® +SD 10mgL" #SD
6a 100 0 95.13 228 9399 125 94.86 146 90.62 0.75
45a 100 0 95.04 099 9472 144 9658 1.85 89.51 3.51
3b 13.55 7.95 30.15 12.71 3747 52 2532 071 1214 1.08

A pH 3y concentraciones de 0.1, 0.5, 1, 5, 10 mg L™ se alcanz6 el equilibrio a

los 20, 40, 20, 40 y 40 minutos, respectivamente (Figura 7.16), obteniendo una
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remocion del 13.55, 30.15, 37.47, 25.32 y 12.14 % respectivamente (Figura 7.17).
Para pH 4.5 y concentraciones de 0.1, 0.5, 1, 5, 10 mg L™ el equilibrio se alcanzé
a los 20, 20, 20, 40 y 20 minutos, con remociones del 100, 95.04, 94.72, 96.58 y
89.51 %, respectivamente, observando que el equilibrio se alcanza después de 20

minutos con todas las concentraciones.
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Figura 7.16.- Efecto de la concentracion inicial ( 0.1,0.5,1,5y 10 mg L™) de Cd en
la adsorcion de biomasa no viable de Bacillus thioparans. Temperatura de 25 °C,
biomasa de 0.1 g L™ Andlisis de varianza de dos vias (ANOVA) p<0.05;
Bonferroni post-tests p<0.05 (95% intervalos de confianza), n=4. (Letras diferentes

indican diferencia significativa).

Para un pH de 6 y concentraciones de 0.1, 0.5, 1, 5, 10 mg L™, se alcanzo el
equilibrio a los 20, 20, 20, 20 minutos y 1 h, con una remocion del 100, 95.13,
93.99, 94.86 y del 90.62 %, respectivamente. Se observo que a pH 6 el equilibrio
se alcanz6 a menor tiempo a concentraciones bajas, indicando que al existir pocos
cationes disueltos en las soluciones experimentales asi como que al aumentar el

pH se desprotonan los sitios activos para la interaccion entre metal y la pared
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celular, por lo que hay mas sitios disponibles para una rapida adsorcion. Se
observé una discontinuidad en el equilibrio para el pH de 3, debido a que los sitios
activos estan protonados (Lopez-Mesas et al., 2011).

Concentracién: 10 mg L* Concentracién: 5 mg L*
100 - 100 -
90 + 90 -
80 - 80 -
-1 -1
o 70 - © 70 4
3 3
60 - 60 -
5§ §
g 50 g 504
E a0 E 40
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g 30 g 30+
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X 20 | LT
10 10 |
0 T T T 1 0 T T
2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7
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3 90 3 90 -
% 80 % 80 -
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Figura 7.17.- Porcentaje de remocién de Cd por biomasa no viable de Bacillus
thioparans a diferentes pH y concentraciones iniciales( 0.1,0.5,1,5y 10 mg L") .
Temperatura de 25 °C y biomasa de 0.1 g L™.

Se observd que al incrementar la concentracion inicial de Cd aumenta la
adsorcion (Figura 7.16), debido a la presion ejercida por los iones metalicos que

estdn en competencia con los iones hidrégeno (Adesola-Babarinde et al., 2010;
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Lopez-Mesas et al., 2011).

Se realizaron pruebas estadisticas para cada pH a las diferentes
concentraciones para encontrar si existen diferencias significativas entre las
cantidades adsorbidas de Cd (Figura 7.17) y determinar en qué pH se logro
adsorber mayor cantidad de Cd. Se observd que a un pH de 3 disminuyo la
cantidad adsorbida con respecto a pH mayores, debido a que los sitios activos
disponibles para la interaccion entre el cation y la pared celular se encuentran
protonados.

Puranik et al. (1995) utilizaron Streptomyces pimprina para cuantificar la
remocién de Cd y demostraron que a un pH de 2 no hay adsorcion y que el grado
de adsorcion aumenta conforme incrementa el pH. Por otro lado, no se
encontraron diferencias significativas entre los experimentos realizados a pH 4.5y
6 para todas las concentraciones iniciales de Cd.

En estudios realizados por Rodriguez-Tirado (2006) se observé que existe una
tendencia a incrementar el porcentaje de remocion conforme el pH aumenta y que
el pH o6ptimo encontrado en su estudio es 7; por este motivo, en el presente
estudio se selecciono el pH 6. Esto quiere decir que la biosorcion es dependiente
del pH, asi como de la concentracion inicial de iones metélicos disueltos en la
solucion.

Tangaromsuk et al. (2002) mencionan respecto al rendimiento de remocién por
Sphingomonas paucimobilis en condiciébn no viable, que los procesos de la
autoclave para inactivar las células destruyen los sitios activos entre el metal y la
pared celular, por lo que al utilizarlas no se logra una remocion eficiente. En el
presente estudio no hay lisis celular demostrado en anteriores estudios por Green-
Ruiz et al. (2008) y se presentan resultados de buena biosorcion a pH altos,

debido la menor competencia de H" 0 HsO" en la solucion.

7.5 Efecto de la temperatura en la biosorcién de lo s metales e isotermas en
equilibrio
7.5.1Pb

Se evalud el efecto de la temperatura a 35, 25 y 15 °C, a un pH de 45y
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biomasa de 0.1 g/L. Los datos obtenidos no variaron en su concentracion inicial ya
gue no hubo precipitacion de Pb (tabla 7.4), encontrandose que no hay diferencia
significativa entre las diferentes temperaturas al alcanzar un equilibrio en la
adsorcion (Figura 7.18), y llegando a un porcentaje de remocion casi total (tabla
7.5). Las isotermas de adsorcién se procesaron con los modelos de Freundlich y
de Langmuir (Figura 7.19) para determinar a cual se ajustaban mejor los datos
experimentales y se verificd que el mejor ajuste a temperaturas de 15y 25°C fue
al de Freundlich, debido a que las concentraciones fueron menores a la saturacion
de los sitios superficiales, con un coeficiente R?> de 0.9897 y 0.6596,
respectivamente (tabla 7.6); a la temperatura de 35 °C el mejor ajuste fue con el
modelo de Langmuir, con un coeficiente de correlacién R?> de 0.9665. Los datos
obtenidos por Rodriguez-Tirado (2006) muestran que al realizar el bioensayo con
células viables a temperaturas de 35 °C y una concentracion inicial de 83.0 + 2.2
mg L™ los datos de biosorcién de Pb se ajustaron a la isoterma de Langmuir que
indica que el proceso de adsorcion se lleva a cabo siguiendo una monocapaeste
estudio se observd que al realizarlos con biomasa bacteriana no viable a
temperaturas de 35 °C se ajusta al modelo de Langmuir. La temperatura del medio
afecta el modo en que se ajustan los modelos isotérmicos ya que la energia
depende de la temperatura. A mayor temperatura existira mas movimiento y mayor
energia cinetica entre los cationes, por lo cual existe un constante intercambio con
la membrana celular formando una sola capa como sugiere Langmuir; mientras
gue a temperaturas bajas existe poco movimiento de los cationes y se forma un

agregado de capas multiples como propone Freundlich (Zouboulis et al., 2004).
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Figura 7.18.- Efecto de temperatura en la adsorcion de Pb por Bacillus thioparans
no viable, a diferentes concentraciones (0.1, 0.5, 1, 5y 10 mg L™), biomasa 0.1 g
Lty pH 4.5 (n=4). Andlisis de varianza de una via (ANOVA) p<0.05; post prueba
Tukey p<0.05 (95% intervalos de confianza) (Letras diferentes indican diferencia

significativa).

Tabla 7.4. Concentraciones iniciales de Pb y sus desviaciones estandar (SD) a

diferentes temperaturas.

Concentraciones mg Pb L*

Temperatura

+ SD + SD + SD + SD + SD

15°C 0.1 0.003 0.44 0.034 0.78 0.063 4.665 0.242 9.15 0.118
25°C 0.05 0.013 0.56 0.141 0.74 0.041 3.42 0.103 8.14 0.551
35°C 0.11 0.008 0.44 0.031 0.85 0.083 4.45 0.074 9.53 0.113

Tabla 7.5. Porcentajes en la biosorcion de Pb por Bacillus thioparans no viable,
a diferentes concentraciones iniciales, a diferentes temperaturas, un pH= 45y
desviacion estandar (SD). Las concentraciones fueron promediadas para un mejor
entendimiento ya sea 0.1+ 0.05+ 0.11 promedio = 0.0866 = 0.032 ver tabla 7.6.
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Porcentaje biosorbido
L. Temperatura

Concentracion

35°C + SD 25°C + SD 15°C + SD

0.086 + 0.032 95.77 0.427 91.36 0.484 96.94 0.8877

0.48 £ 0.069 94.09 0.316 91.12 1.9992 94.14 1.1969

0.79 £ 0.055 94.11  2.0819 99.19 1.0334 93.52 1.2529

4.178 £ 0.665 90.05 2.7239  95.87 1.8785  93.63 1.927

8.94% 0.718 96.76 2.848 82.07 7.5247  88.72 1.9816

Tabla 7.6. Pardmetros de los modelos (Langmuir y Freundlich) para la adsorcién

de Pb por Bacillus thioparans no viable (0.1 g L™ de biomasa, pH= 4.5), b (I mg),

Omax(Mg g), 1/n (adimensional), k; (adimensional).

Temperatura Langmuir Freundlich
B Omax Rz 1/” K¢ R2
35°C 0.019 31.746 0.9665 1.084 0.058 0.9373
25°C 0.093 26.881 0.0887 1.349 0.048 0.6596
15°C 0.102 7.745 0.9608 0.834 0.138 0.9897
1
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Figura 7.19.- Isotermas de adsorcion de Freundlich (a) y Langmuir (b) linealizadas

en

la adsorcion de Pb por

Bacillus thioparans no viable, a diferentes

concentraciones iniciales (0.1, 0.5, 1, 5y 10 mg L"), 0.1 g L* de biomasa,

temperaturas de 35, 25y 15 °C y un pH de 4.5.

7.5.2 Cd
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Se evalud el efecto de la temperatura a 35, 25 y 15 °C con un pH de 6 y
biomasa no viable de 0.1 g L* de Bacillus thioparans y concentraciones iniciales
de 0.1, 0.5, 1, 5y 10 mg Cd L™. Se encontré que no hay diferencia significativa
entre las diferentes temperatura al alcanzar un equilibrio en la adsorcion(Figura
7.20), llegando a un porcentaje de remocion por arriba del 90 % (Tabla 7.7). Se
calcularon los parametros de las isotermas utilizando los modelos de Freundlich y
Langmuir (Figura 7.21) para observar a cual se ajustaban mejor los datos
experimentales y se concluyd que se ajustaba mejor al modelo de Freundlich a
temperatura de 15°C con un coeficiente de (R? de 0.8074 mientras que a las
temperaturas de 25 y 35°C se ajust6 al modelo de Langmuir con coeficientes R?
de 0.9735 y 0.9739, respectivamente (tabla 7.8). Se realizaron comparaciones con
los datos obtenidos por Rodriguez-Tirado (2006), quien usé en sus bioensayos
biomasa viable de la misma cepa yencontré6 que sus datos de adsorcién se
ajustaron mejor al modelo de Langmuir a una temperatura de 35 °C y una
concentracion inicial de 42.4 #1.0 mg Cd L™. Como antes mencionado, el cambio
de la temperatura afecta el modo en que se comportan los cationes debido a que a
mayor temperatura existe mas movimiento y mayor energia cinetica entre los
cationes. Al encontrarse inactivas las células no hay intereferencia en la adsorcién
por parte del metabolismo de la célula por lo cual se considera que el uso de
microrganismos no viables es un método de tratamiento mas eficaz que de
manera viable (Zouboulis et al., 2004). Existen un sin numero de trabajos sobre la
biosorcion de metales por medio de bacterias, pero no se puede hacer una
comparacion directa de estos ya que los pardmetros que fueron tomados
inicialmente, o el tiempo de submuestreo, no son los mismos. En la tabla 7.9 se

muestran los resultados de varios trabajos de biosorcidon con bacterias.
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Figura 7.20.- Efecto de temperatura en la adsorcién de Cd por Bacillus thioparans
no viable, a diferentes concentraciones (0.1, 0.5, 1, 5y 10 mg L™), biomasa 0.1 g
Ly pH 6 (n=4). Andlisis de varianza de una via (ANOVA) p<0.05; post prueba
Tukey p<0.05 (95% intervalos de confianza) (Letras diferentes indican diferencia

significativa).
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Figura 7.21.- Isotermas de adsorcion de Freundlich (a) y Langmuir (b) linealizadas

en la adsorcibn de Cd por Bacillus thioparans no viable, a diferentes
concentraciones iniciales (0.1, 0.5, 1, 5y 10 mg L%), 0.1 g L de biomasa,

temperaturas de (35, 25y 15 °C) y un pH de 6.

Tabla 7.7. Porcentajes en la biosorcién de Cd por Bacillus thioparans no viable, a
diferentes concentraciones iniciales, variacion de temperaturas, un pH= 6 y
desviacion estandar (SD).
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Porcentaje biosorbido
Concentracién Temperatura

35°C SD 25°C SD 15°C SD
0.1 88.45 0.452 92.47 0.774 87.73 1.044
0.5 92.3 0.517 95.64 1.331 92.14 0.646
1 91.36 1.539 95.44 1.0145 97.12 0.272
91.7 4.611 93.32 1.618 96.67 0.604
10 100 0 100 0 80.75 9.454

Tabla 7.8. Pardmetros de los modelos (Langmuir y Freundlich) para la adsorcién

de Cd por Bacillus thioparans (0.1 g L™ de biomasa, pH=6), b (L m ™), Omax(Mg g°

Y, 1/n (adimensional), ki (adimensional).

Temperatura Langmuir Freundlich
b Clmax R? 1/n Ks R?
35°C 0.009 89.285 0.9739 1.4799 0.0933 0.955
25°C 0.008 99.009 0.9735 1.4198 0.0205 0.9628
15°C 0.089 7.645 0.4065 1.1642 0.0221 0.8074
Tabla 7.9. Biosorcion de Cd y Pb por diferentes tipos de bacterias.
Temperatura
Metal Bacteria gmax(mgg?’) 1/n pH (°C) Referencia
cd Pseudomonas 47.86 5 30 Hassan et al., 2009
stutzeri
Pseudomonas veronii 54 7.5 32 Vullo et al., 2008
Geobacillus Chatterjee et al.,
+
thermodenitrificans 42.9 6 65+1 2010
Pseudomonas 30.05 36 nd Shu et al., 1997
aeruginosa
. . . . Zouboulis et al.,
Bacillus licheniformis ~ 142.73 7 25
2004
Bacillus licheniformis ~ 140.41 7 37 Zouboulis et al,
2004
Bacillus licheniformis ~ 138.45 7 50 Zouboulis et al,
2004
. Zouboulis et al.,
Bacillus laterosporus  159.5 7 nd 2004
Bacillus jeotgali U3 57.9 7 35 sz(c))gglguez-ﬂrado,
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Pb

Bacillus jeotgali U3

Bacillus thioparans
U3

Bacillus thioparans
U3

Bacillus thioparans
U3

Enterobacter sp

Escherichia coli

Chlorella sp.

Pseudomonas
stutzeri
Pseudomonas putida

Pseudomonas
aeruginosa
Pseudomona putida

Citrobacter sp.

Pseudomonas sp.
Bacillus cereus
Citrobacter freundii
Klebsiella
pneumoniae
Arthrobacter sp.
Corynobacterium
glutamicum
Pseudomonas
aeruginosa

Bacillus jeotgali U3

Bacillus jeotgali U3

Bacillus thioparans
U3
Bacillus thioparans
U3
Bacillus thioparans
U3

Geobacillus
thermodenitrificans
Enterobacter sp

53.5

89.28

99

24.27

103.5

47.86
1.16

123
36
58.5

68.7
72.5
42.5

48.9
130
567

71.56

90.1

200.1

31.74

1.16
0.59

1.34

0.83

5.88
0.219

4.5
4.5

5-5.5

3-6

4.5

4.5

4.5

30

35

25

nd

35

30

35

25

15

6511
25

Rodriguez-Tirado,
2006

Este estudio
Este estudio

Este estudio

Wei-Bin et al., 2006
Almaguer-Cantu et
al., 2010
Almaguer-Cantu et
al., 2010

Oh et al., 2009
Choi et al., 2009

Gabr et al., 2008

Pardo et al.,2003
Puranik y Paknikar,
1999

Chang et al., 1997
Pan et al., 2006

Al garni, 2005

Al garni, 2005
Veglio et al., 1997
Choi y Yun, 2004

Shu et al., 1997

Rodriguez-Tirado,
2006
Rodriguez-Tirado,
2006

Este estudio
Este estudio

Este estudio

Chatterjee et al.,
2010
Wei-Bin et al., 2006
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Escherichia coli

Chlorella sp.

Pseudomonas
stutzeri
Pseudomonas putida

28.14

285.72

153.3
1.76

2542

2542

30
nd

Almaguer-Cantu et
al., 2010
Almaguer-Cantu et
al., 2010

Oh et al., 2009
Choi et al., 2009

nd: no disponible.
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8. CONCLUSIONES

El utilizar biomasa bacteriana viable en experimentos de biosorcion con
diferentes condiciones de pH, temperatura, salinidad y diferentes contaminantes
(Pb, Cd) implica alteraciones y, en algunos casos, inhibicién total de la tasa de
crecimiento. Debido a que la biosorcion depende de la cantidad de biomasa
existente en el bioensayo, no se pudo determinar su biosorcion en estado viable,
por lo cual se optd por seguir los experimentos utilizando biomasa no viable; estas
alteraciones no afectan el desarrollo del bioensayo en términos de produccién de
biosorbente. Los conocimientos obtenidos durante los experimentos de
crecimiento de la cepa fueron utilizados para una mejor y rapida produccion de
biomasa bacteriana.

El valor éptimo de pH en la biosorcion de Cd fue de 6 con un porcentaje de
remocién de 95.37, observandose que con el incremento del pH desde 3 a 6, se
obtuvo una mejor biosorcion; en tanto que para Pb fue de 4.5 con un porcentaje de
biosorcion de 91.92, observandose que al incrementar el pH a partir de 4.5 este
metal precipitaba.

No se observo diferencia significativa en las diferentes temperaturas sobre la
capacidad de biosorcion en Cd o Pb, ni en la adsorcion apH 4.5y 6.

A temperaturas de 15y 25 °C en el caso de Pb y 15 °C para Cd el modelo que
mejor se ajusto fue el sugerido por Freundlich, que explica el proceso de adsorcion
como un sistema heterogéneo en donde actian multiples capas, siendo asi que se
obtienen diferentes sitios activos donde el metal podra adsorberse. A una
temperatura de 35 °C para los experimentos con Pb y 25 y 35 °C para Cd, el
modelo que mejor se ajusto fue el propuesto por Langmuir, que explica el proceso
de adsorcion por mono capas. La temperatura influye en el comportamiento de los
cationes debido a que a mayor temperatura existirdA mas movimiento y mayor
energia cinética de los cationes provocando una configuracion por monocapa, en

tanto que a temperaturas bajas, toma una configuracién de multiples capas.
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