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IO Resumen

Numerosos efluentes industriales presentan concentraciones relativamente elevadas de metales

pesados, como el Plomo, caracterizado por su alta toxicidad a bajas concentraciones y su capacidad para
acumularse en diferentes organismos. En este trabajo se valoraron las potencialidades de la biomasa seca
de Bacillus subtilis CCEBI 1032, Pseudomonas aeruginosa CCEBI 1044 y Kluyveromyces
marxianus CCEBI 2011 para la bioadsorcion de Pb (I1) en soluciones acuosas, teniendo en cuenta tres
niveles de pH. Los mejores resultados de remocion de Plomo se obtuvieron a 60 min de exposiciony a
valores de pH 4,2; 5,2 y 6,2 unidades para Bacillus subtilis CCEBI 1032, Pseudomonas aeruginosa
CCEBI 1044 y Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011, respectivamente.
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® Abstract

Some industrial effluents have high concentrations of heavy metals like lead, which have high toxicity
atlow concentrations and its capacity of been absorbed and accumulated in living organisms. In thiswork
was valuated the potential biosorption of Pb(I1), inaqueous solution, performing the influence of three pH
values, using dry biomass of Bacillus subtilis CCEBI 1032, Pseudomonas aeruginosa CCEBI 1044
and Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011. The best results of lead removal was at 60 min, and pH
4,2; 52 y 6,2 for Bacillus subtilis CCEBI 1032, Pseudomonas aeruginosa CCEBI 1044 and

Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011, respectively.

Keywords: lead, biosorption, wastewater, contamination, heavy metal.

e Introduccion

Numerosos efluentes industriales presentan
concentraciones relativamente elevadas de metales
pesados, entre los que se encuentran tratamientos
superficiales como las galvanoplastias, que producen
habitualmente efluentes con contenido metalico. Los
metales pesados son compuestos quimicos no
degradables ni bioldgica ni quimicamente en la
naturaleza. Portal motivo, unavez vertidosal ambiente,

solo pueden distribuirse entre los entornos aire-agua-
suelo, a veces cambiando su estado de oxidacion, o
incorporandose a los seres vivos.

Debido a la movilidad que presentan en los
ecosistemas acuaticos naturalesy a su toxicidad para
las formas superiores de vida, los iones de metales
pesados presentes en los abastecimientos de aguas
superficiales y subterraneos, se les ha dado prioridad
como los contaminantes inorganicos mas importantes
en el ambiente /1/. Entre los metales pesados, se
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encuentrael plomo, caracterizado por su altatoxicidad
a bajas concentraciones y su capacidad para
acumularse en diferentes organismos /2/.

Las industrias asociadas a metales pesados
efectdan el tratamiento de efluentes basados en la
precipitacion quimica /3, 4/. Sin embargo, dicha
precipitacion no permite la remocion de
concentraciones bajas de los metales, en ocasiones
complejados y en coexistencia con material
organico /5, 6/. Estos métodos convencionales
resultan costosos e ineficientes, especialmente
cuando los iones de metales pesados estan en
soluciones de 1-100 mgL™* /7/.

En los Gltimos afios se ha incrementado el empleo
de sistemas bioldgicos para el tratamiento de las
aguas contaminadas con metales pesados /8-10/. Los
procesos en los cuales los microorganismos
interactan con metales toxicos son muy diversos; sin
embargo, existen tres categorias de procesos
biotecnolégicos: biosorcion, precipitacion extracelular
y captacion a través de polimeros purificados y de
otras moléculas especializadas de origen microbiano.
Estos no son excluyentes y pueden involucrar
fendmenos fisicos- quimicos y biolégicos /11, 12/.

Cuando se trabaja con microorganismos es
necesario evaluar cual serael destino de los residuos
bioldgicos del proceso involucrado. Resulta
entonces imprescindible conocer lainocuidad, desde
el punto de vista sanitario y la implicacion de la
liberaciénde dichos microorganismos al ambiente.
Teniendo en cuenta lo anterior es recomendable la
detoxificacion de metales mediante el empleo de
estrategias basadas en la adsorcion superficial
microbiana del metal de interés. Este mecanismo
se denomina biosorcién /13, 14/.

La eficiencia de un proceso de bioadsorcion
depende de las condiciones fisico-quimicas de la
solucidén en que se encuentre el metal, entre los que
seencuentran, el pH, latemperatura, laconcentracion
inicial del metal, lafuerzaidnica, entre otros/15/. En
tal sentido, este trabajo tuvo como objetivo evaluar el
efecto del pH en el proceso de biosorcion de plomo
por la biomasa seca de las cepas Pseudomonas
aeruginosa CCECBI 1044, Bacillus subtilis CCEBI
1032 y Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011.

® M¢étodos experimentales

La presente investigacion se llevd a cabo en los
Laboratorios de Quimica Ambiental del
Departamento de Quimica (DQ), Laboratorio
Analitico del Centro de Estudios de Biotecnologia
Industrial (CEBI)yenel Laboratorio de Bioquimica
del Departamento de Biologia, todos pertenecientes
a la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad de Oriente y el Laboratorio de
Minerales"Elio Trincado" de laEmpresa Geominera
Oriental.

Cepas microbianas

Las cepas empleadas en este trabajo fueron:
Pseudomonas aeruginosa CCEBI 1044, Bacillus
subtilis CCEBI 1032 y Kluyveromyces marxianus
CCEBI 2011, las cuales poseen potencialidades
para degradar hidrocarburos y adsorber metales
pesados /16-18/.

Cultivos microbianos y obtencién de
biomasa seca

Con el objetivo de obtener mayor cantidad de
biomasa, se realiz6 un pre-indculo a partir de cada
una de las cepas empleadas, para lo cual se partid
de muestras frescas (18 h de incubacion) y se
inocul6 100 mL de caldo nutriente (BIOCEN)
estéril para el cultivo de P. aeruginosa CCEBI
1044 y B. subtilis CCEBI 1032, asi como caldo
YPG (Extracto de levadura 1g - L*, peptona
micologica 2 g - Ly glucosa 2 g.L?), para K.
marxianus CCEBI 2011, contenidos en frascos
erlenmeyers de 250 mL de capacidad. Los cultivos
se incubarondurante 48 ha 150 rpmy 32°C. El pH
se ajustd a 7,2 unidades.

Para el cultivo de Bacillus subtilis CCEBI
1032 y Pseudomonas aeruginosa CCEBI 1044
se tomaron los 100 mL del pre-in6culo y se
sembraron en erlenmeyers de 2 000 mL de
capacidad, conteniendo 1 000 mL de caldo nutritivo
estéril. El cultivo se dejo crecer entre 5-7 dias a
32 °C con agitacion continua a 150 rpm. Para el
cultivo de K. marxianus CCEBI 2011, serealizé el
mismo procedimiento, pero en este caso el medio de
cultivo fue caldo YP G.
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Recuperacion y secado de Ia biomasa

Los cultivos se centrifugaron a4 500 rpm durante
10 min, el precipitado se lavo tres veces con agua
destilada paraeliminar iones u otros residuos propios
del medio. El secado de la biomasa se realiz en
estufaa 105 °C durante 8 -10 h hasta peso constante.
Se determind el peso seco /19/. La biomasa seca
pulverizada se conservd en frascos secos
herméticamente cerrados.

Ensayos de bioadsorciéon de plomo

Preparacién de las soluciones de plomo

Lassolucionesde plomo se prepararon apartir del
nitrato de plomo (Pb[NO,],) grado reactivo MERCK.
Los valores de pH de trabajo oscilaron entre 4 y 6
unidades, los cuales fueron ajustados utilizando NaOH
0,01N o HCL 0,01N.

Cuantificacion de plomo

La concentracion de Pb (Il) remanente en los
sobrenadantes, previamente centrifugadosyy filtrados,
se determind por Espectroscopia Optica de Emision
Atdémicamediante Plasmade Acoplamiento Inductivo
(ICP-AES) en un espectrometro AMETEK,
ALEMANIA.

Estudio del pH 6ptimo de
bioadsorcion por la biomasa

Se utilizé como material adsorbente 0,6 g.L*de la
biomasa seca de los microorganismos escogidos para
el estudio /20/, depositadas en erlenmeyers que
contenian 25 mL de solucion de Pb (Il) de
concentracion de 2,0 mgL2. El pH, se ajusto a. 4,2;
5,2 y 6,2 unidades. Todos los experimentos se
realizaron bajoagitacionen zarandaa 150 rpm durante
1 h, a temperatura ambiente (32 °C).

El calculo de la eficiencia de bhioadsorcion se
determind segun la ecuacion 1.

EBA= (([Pb,]- [Pb])/ [Pb,]) - 100 (1)

Donde: Pb,=concentracion de plomoinicial en la
solucion acuosa; Pb,= concentracion de plomo final
en la solucién acuosa.
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La determinacion de la capacidad de adsorcion
(Q,) fue evaluada segun ecuacion 2.

Q.= (C,-CIX (2)

donde: Q, es la capacidad de adsorcion de Pb (I1) por
las biomasas evaluadas, expresada en. mg/g biomasa
seca; C, y C, son las concentraciones de Pb (lI) en
disolucioninicial y disolucién final luego del contacto
con el bioadsorbente respectivamente, expresadas
en mgL?; X es la concentracion de biomasas,
expresada en g de células secas por L™

Analisis estadistico de los resultados

Los datos fueron procesados por el programa
estadistico Statgraphics plus, versién 5.1. Todos los
gréaficos fueron realizados utilizando el Microsoft
Excel version 2003.

Serealizo unanalisisde varianzasimple (ANOVA-
S), tomando como factor la variable: pH y como
variables dependientes: porcentaje de eficiencia de
remocion (EBA) y capacidad de adsorcion (Q,).

® Resultados y discusion

La bioadsorcidn es una tecnologia basada en la
recuperacion de metales, que utiliza biomasas de
organismos vivos y no vivos como bacterias, hogos,
levaduras, microalgas, plantas, etcétera. Ocurre
cuando los cationes de los metales se unen por
interacciones electrostaticas, a los sitios aniénicos
que se encuentran en la pared celular de los citados
materiales adsorbentes. Estos sitios que sirven
como centros activos se encuentran ubicados en
los grupos carboxilo, hidroxilo, amino, imino,
sulfénico, que forman parte de la estructura
molecular de lamayoriade los polimeros de origen
biolégico/21/.

Estudio del pH 6ptimo de bioadsorcion

El pH es el pardmetro mas importante a tener en
cuenta en el proceso de biosorcion, este afecta la
solubilidad de los metales o laactivacion de los grupos
funcionales en labiomasa, por lo tanto la interaccion
de los cationes metalicos con los sitios de unién de la
biomasa es muy sensible a los valores de este
parametro.
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Se ha demostrado que este puede modificar la
adsorcién de los metales dependiendo del tipo de
biomasa y del sorbato empleado.

Los sitios de union méas potenciales en los
microorganismos son los grupos: carboxilos, aminas,
fosfatos, sulfatos e hidroxilos. EI aumento de estos

sitios disponibles a grupos funcionales, se puede
realizar mediante el desplazamiento de protones que
esta en funcion del pH /22/.

El pH de lasolucidn tiene un efecto significativo
en la capacidad de biosorcién de las biomasas
microbianas, debido fundamentalmente al fendmeno
de protonizacién que ocurre a bajos valores de pH
y al efecto del mismo en la quimica de la solucion;
por lo que, la capacidad de adsorcion puede verse
afectada por el pH.

Lafiguraly latabla 1l muestran lavariaciénde la
remociéndel plomoenfunciondel pH, el cual tieneun
efecto notable en la eficiencia de remocion de este
metal para las tres cepas estudiadas.
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-
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Fig. 1 Variacion delaremociondel plomo (1) en funcion del pH, por las cepas Kluyveromyces
marxianus CCEBI 2011; Pseudomonas aeruginosa CCEBI 1044; Bacillus subtilis CCEBI 1032.

TABLA 1. PARAMETROS OBTENIDOS DE LA ADSORCION DE PB (II)
PORLAS CEPAS ENSAYADAS A3 NIVELES DE PH

pH CCEBI1032 CCEBI 1044 CCEBI20D11
m C. ER C. ER C. ER
mz L") (%) fmz LY (%a) fmz LY (%)
472 0.34 231 0.10 83,0 0.06 072
52 142 191 0.03 074 014 03,0
6.2 047 T6.6 0,40 202 0.06 072

Leyenda:Ce- concentracion de Pb (II) remanente en solucién donde se ha
alcanzado el equilibrio; ER- eficiencia de remocion; Bacillus subtilis
CCEBI 1032; Pseudomonas aeruginosa CCEBI 1044; Kluyveromices
marxianus CCEBI2011.
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En el ensayo de adsorcion de plomo utilizando la
biomasa obtenida a partir de la cepa Bacillus subtilis
CCEBI 1032, se alcanza el mayor valor de
bioadsorcion de plomo (1,66 mgL™) al pH de 4,2
unidades, este valor desciende hasta 0,58 mgL*a pH
5,2 unidadesy luego hay unincrementoen los valores
de bioadsorcién (1,53 mgL™) a pH 6,2.

Estadisticamente no existen diferencias
significativasenlacantidad de plomoremovidaentre
losvaloresde pH de 4,2y 6,2 unidades, pero estos dos
valoressi difierensignificativamente con lo obtenido
parael pH5,2 U. Porlacoincidenciaconlosresultados
obtenidos por otros autores para el pH optimo de
adsorcion de metales por bacterias de género Bacillus,
se considera que el valor de pH al cual se obtiene
mejores resultados en el proceso de bioadsorcion es
a4,2 Uy que ladisminucién del contenido de plomo
en solucion al valor de pH de 6,2 U puede estar
asociado no solo al fenémeno de adsorcion sino
también a procesos de precipitacion de plomo.

Feinetal.en 1997, realizaron un estudio donde se
cuantifico la cantidad de metales pesados adsorbidos
por la pared celular de Bacillus subtilis,
demostrandose que esta bacteriaes capaz de adsorber
cadmio, cobre y plomo a diferentes valores de pH,
siendo 4,2 unidades el valor de pH 6ptimo para la
adosorcion de plomo /21/.

Segun Wightmany Fein (2005), lapared celular de
Bacillus subtilis tiene capacidad para adosorber
hierro a valores de pH cercanos a 4 U, pero
garantizando con tratamientos previos que no ocurra
protonacion, y a la vez competencia por los sitios
activos de las superficies celulares /23/.

De literatura es conocido que las levaduras son
capaces de remover metales pesados presentes en
soluciones acuosas, por esto a pesar de no existir
reportes del género Kluyveromyces, en esta
investigacion se determiné la capacidad que ésta
presenta para laadsorcion de plomo a los tres niveles
de pH estudiados.

Los resultados obtenidos demuestran que
Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 es capaz
deadsorber plomoalostres niveles de pH ensayados,
logrando remocién superior al 90 % del plomo 1l
presente en solucion.

Independientemente de que existan
diferencias estadisticamente significativas en
los resultados mostrados entre pH 5,2 con 4,2y
6,2 unidades, remocion superiora pH 4,2y 6,2
unidades (97,2 %) y mas bajaa pH 5,2 unidades
(93 %), los resultados sugieren que
Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 posee
potencialidades paralaremocién de plomoenel
intervalo de pH de 4,2 a 6,2 unidades.

Estos resultados coinciden con lo reportado por
varios autores acerca de la capacidad de adsorcion
de metales por cepas de hongos y levaduras; tal es el
caso de Saccharomyces cerevisiae, la cual posee
capacidad de adsorber plomo /24/, destacando que el
pH de 6,2 unidades fue el 6ptimo para labioadsorcion
de este metal en soluciones de 20 mgL™*, resultados
que coinciden con el pH al cual K. marxianus CCEBI
2011 obtuvo los mejores valores de adsorcion. Sin
embargo, otro estudio realizado /25/, con la misma
cepa de S. cerevisiae, difiere de lo reportado por los
autores antes mencionados, lo que evidencia que son
diversos los factores que influyen sobre el proceso de
bioadsorcion de metales.

Autores en estudios realizados sobre el efecto
que provocan las condiciones de operacion en la
biosorcion de plomo I, cadmio Il 'y cromo Il en
solucion residual por S. cerevisiae, a un rango de
pH entre 3y 5 unidades, mostraron que la capacidad
de biosorcion de esta levadura se incrementé con
el aumento del pH, siendo mas alta a pH de 5,0 U
para plomoll/26/.

Lo anterior expuesto puede estar dado a que la
pared celular de las levaduras estd compuesta
fundamentalmente por - glucanos y mananos. Las
mananoproteinas, glicoproteinas ricas en mananos,
se encuentran alrededor de la capa interna que
consiste en B-(1,3) glucanos y B-(1,6) glucanos,
ademas de contener quitina en su composicion. Esta
complejaestructuraposibilitaunamayor disponibilidad
de sitios para la adsorcion /27/.

Para el caso de Pseudomonas aeruginosa
CCECBI 1044, se obtuvieron los mayores valores de
remocionde plomoapH iguala5,2 U. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por los autores de las
bibliografias consultadas, donde existen reportes de
la capacidad de adsorcion de metales pesados por
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diferentes especies del género Pseudomonas. Liny
Lai en el 2006, evaluaron la capacidad de adsorcion
de metales pesados por células inactivadas (muertas
por calor) de Pseudomonas aeruginosa, se observo
que estas no fueron capaces de bioadsorber diferentes
metales, incluido el plomo, aun pH por debajo de tres
unidades, sin embargo cuando el pH se elevd
significativamente, increment6 la capacidad de
inmovilizar estos metales pesados /28/.

Otraespecie perteneciente aeste género, reportada
por su capacidad de adsorber metales, es
Pseudomonas aureofaciens, la cual mostrd los
mayores valores de remocion de cobre a valores de
pH de 5,5 unidades /29/.

Conclusiones

Se demostro que el pH influye en la capacidad
de adsorcion de plomo Il por la biomasa seca de
las cepas utilizadas.

Los mejores resultados de remocion por la
biomasa de Bacillus subtilis CCEBI 1032 vy
Pseudomonas aeruginosa CCEBI 1044, se logra
a valores de pH de 4,2 y 5,2 unidades
respectivamente.

Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 posee
potencialidades para remover plomo 11 en los tres
niveles de pH ensayados, demostrando ser la
biomasa mas efectiva en las condiciones
ensayadas.
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