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RESUMEN

Recientemente, se ha establecido el potencial de las hiomasas celulares en

la remocién de iones metalicos de solucicnes acuosas. Entre estas biomasas,

se
han descrito bacterias, algas,

hongoas y muy pocas levaduras, entre las que ge
encuentran Sacharomvces cerevisiae, Cryptococcus albidus, Candida tropicalis,
Candida krusei, Candida robusta, Candida utilis, con diferentes porcentajes de
captaciétn de metales pesados. También se ha reportado el uso de carbén
activade y algunes lodos de ssdimentos de rios para la remocidén de 1ilones
metalicos de soluciones acuosas.. Por otro lado exXisten muy pocos reportes del
aislamiento de levaduras resistentes a metales pesados a partir de muestras de
zonas con altos indices de contaminacién. Por este motive, el objetivo de este
trabajo fue analizar la resistencia Candida albicans a diferentes metales

pesados y su capacidad de captaclidn de diferentes iones metalicos y fluor en
solucioén.

Se analizaron, mediante la técnica de resistencia en placa, ocho metales
(de los principales contaminantes de los mantos =acuiferos de esta ciudad),
encontrando diferentes resistencias: La levadura cre¢e bien a 2000 ppm de
zine, plomo y cobre, a 1500 ppm de arsénico y a BS00 ppm de plata, es mas
sensible a cobalto (300 ppm), mercuric y cadmic (200 ppm).

Con respecto a su potencial de captaciétn de metales pesados, se
analizaron ocho: el cromo por el métode de la difenilcarbazida, el mercurio,
cadmio, plomo por el de la ditizona, el arsénico ¥ el cobre por
Espectrofotometria de Absorcién Atdmica, el fldior por el del idn selectivo y
el cobalto por el de la dimetiliscbutilcetona. Se encontré que esta biomasa
remueve eficientemente cromo (48%), medianamente cadmio (38%), cobre (31.86%),
cobalto (22.8%), plomo (20%) y mercurioc (168%), y no capta arsénico ni fluor.



GENERALIDADES

El género Candida incluye un variado nimerce de especies, bpero solamente
algunas de ellas pueden ser oportunistas,. sobresaliende C. albicans, la que
dependiendo de la topografia de donde se aisle, se puede encentrar entre un 60
hasta un BGX.

Clasificacién:
CLASE: Deuteromycetes
SUBCLASE: Blastomycetidiae
ORDEN: Criptococal

FAMILIA: Criptocaceae

GENERO: Candida

ESPECIES: albicans, tropicalis, stellatoidea, krusei, parapsilcsis,
pseudotropicalis, guillermondi, famata y zeylanoides.

Algunos autores consideran dentro del género Candida a Torulopsis (Torula)
glabrata, situacién sujeta a discusién debido a que este hongo levaduriforme
ne presenta propiedades similares al del género Candida, de las gue scobresale
la produccidén de pseudomicelio.

Para la tipificacidédn del género Candida se realiza la siguiente secuencia
de pruebas:

Cultivos: Aunque puede haber pequefias diferencias entre Ila
morfologia colonial de las especies de Candida, por lo regular es similar.
Desarrollan en el medio de Sabouraud en un tiempo promedioc de 48 a 72 horas a
25°C, dando colonias limitadas, planas, cremosas, copacas, generalmente lisas,
aungue algunas veces Se presentan rugesas, de c¢olor blanco o blanco
amarillento, rara vez pueden dar tonalidades rosas (C. guillermondi). En
algunas especies es posible ver formaciones de pseudomicelio que se entremeten
en €1 agar.

Todas las egpecies de Candida se reproducen por blastogporas, dependiendo
de cada una de ellas fluctdan entre 2 a 10 u de diametro, formando gemas de la
mitad de su tamafic; en ocasiones se logra observar pseudomicelio, sobretodo
cuando provienen de medios muy pobres o viejos. Se tifien bien con azul de
algodén, PAS y Wright; aunque no se rigen por el Gram, generalmente son
positivas, llegando a cambiar cuando las colonias enve jecen.

Al igual que las bacterias, su tipificarcién se hace a base de pruebas
fisiclogicas y morfolégicas, las mas importantes sen las sigulentes:

Filamentacién en suero. Se realiza en suero humano o en sueros con
glucosa, glucosamina o sales de amonio. Se siembra la cepa a investigar en 0.5
ml de suere, se Incuba a 37°C durante 3 a 3.5 horas, posteriormente se
practica un examen en fresco con algun celeorante o tincién (Gram). Esta prueba
es presuntiva de C. albicans, si se forma un tube germinal de aproximadamente



5 a 15 pg de largo, que parte de la célula levaduriforme. Es importante
remarcar que después del periodeo indicade de incubacién, todas las especies de
Candida pueden formar tubos germinativos. Mucho se ha discutido sobre el valor
de esta prueba, debido a que se presentan falsas positivas y negativas, dque
dependen tanto de la cepa como del medio (suero), por ejemplo
Zaragoza-Hernandez y ccls. (1991) analizaron una serie de cepas en diversos
sueros provenientes de personas sanas, diabéticas, sueros lipémicos e
ictéricos, etc., obteniendo en ellos diferentes resultadoes.

Produccién de pseudomicelio y clamidoconidios. Se lleva a cabo en
medios pobres y tensos, como harina de maiz agar (Cornmeal) o papa zanahoria
agar, a los que se les agrega 1% de algin tensoactive como el Tween 80.

Fec (1985) comunica buenos resultados con medios como el Oxgall agar (medio
a base de sales biliares) y leche diluida agar.

Cualquiera de los medios utilizados se siembran en cajas de Petri por
estrias, incubandese a 25°C durante 72 horas, para hacer la observacién se
agrega una gota de colorante ¥ un cubrecbjeteoes sobre la colonia |,
posteriormente la caja se coloca encima de la platina del microscopio, para su
investigacidén microscépica. Todas las especles oportunistas de Candida
presentan pseudomicelic large, ramificade, con acumulos de blastosporas. En el
caso especifico de C. albicans se ven clamidosporas terminales o intercalares
que miden entre 10 y 12 u de diametro, con una doble membrana bien formada.
Esta prueba biclégica es determinante para €. albicans y solo en raras
occasiones se puede presentar en C. stellatoidea.

Pruebas bioquimicas. Se basan en la fermentaciétn (zimograma) y
utilizacién (auxonograma) de carbohidratos. Existe un perfil biocquimico que
identifica a cada una de las especies de Candida.

Zimograma. Debe realizarse en medio de cultive liquide con una
proporcién de carbohidratos que fluctua entre 1 y 5%, agregandole un indicador
para pH 4dcide (rojo de fencl ¢ purpura de bromocresecl) y una campana de
fermentacién, para detectar la produccién de gas. Los medios se siembran a
partir de colonias diferenciadas, posteriormente se incuban a 25°C durante 5
a 15 dias, la lectura debe hacerse por el viraje del indicador, asi como por
la formacién de gas.

Auxonograma. Se realiza en medio sé6lido base peptonado, ausente de
carbohidratos, los cuales se agregan al medic en forma de penicilindros o
sensidiscos (de manera similar a como se emplean en los antibiogramas),
previamente se siembra la cepa problema y el carbohidrato a investigar se
aplica en una solucidén del 1 al 2%, se incuban a 25°C durante 5 a 15 dias. El
desarrollo de 1la colonia alrededor del carbohidrato, indica wuna lectura
pesitiva,

Pueden valorarse otras caracteristicas que nos ayudan en la tipificacién
como son resistencia a la ciclcheximida {(actidione), reduccién de sales de
tetrazolio, utilizaci6on de nitratos y presencia de ureasa.



La resistencia al actidione puede medirse simplemente con el crecimiento en
el medio de micosel.

La reduccidén de las sales de tetrazolio es una prueba importante cuando hay
confusiones entre Candida stellatoidea con clamldoconidias positivas y Candida
albicans.

Ta utilizacién de nitratos y presencia de ureasa los diferencia de otros
géneros de levaduras como Cryptococcus.

PRUEBAS BIOLOGICAS DEL GENEROQ Candida.

Especies Produccion de Formacion de Filamentacién en
pseudomicelio clamidoconidios suerc (37°C, 3h)

albicans
stellatoidea
tropicalis
kruseli
parapsilopsis
pseudotropicalis
guiliermondi
famata
zeylanoides
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Tomado de: Micolegia Médica Basica, Bonifaz, A. 1990. Ed. Méndez Cervantes.

COMPOSICION DE LA PARED CELULAR DE Candida albicans.

La composiciién de la pared celular de las levaduras e hifas de €. albicans
es cuantitativamente distinta. Las paredes celulares de las dos morfologias
tienen concentraciones similares de lipidos, proteinas y carbohidratos, pero
el contenido de mananas de la pared celular de la hifa es 20% menor que el de
la pared de la levadura, mientras que la cantidad de glucana inscluble en
4lcali es mayor en la pared de la hifa.

De acuerdo a la composicién dquimica de la pared celular de €. albicans esta
levadura pertenece al grupo VI (manano-glucanoc) de la clasificacién propuesta
por Bartnicki-Garcia (1968) (tabla No. 1), pues la pared celular esta
compuesta principalmente por manana y glucana, con scolo pequefias cantidades de
quitina. La fraccién de manana (aproximadamente 40%) es un importante
antigeno. Preparacicnes de manana de diferentes cepas de C. albicans indican
que existen dos serotipos, A y B. Anélisis quimicos detallados muesiran que
los polimeros de glucano de las paredes celulares tienen enlaces g8 (1,68) y B
(1,3), mientras que los enlaces de las mananas son o« (1,2) y a (1,B8) con
ramificaciones variables. Variaciones en los enlaces de las mananas, asi como
la constitucién de las proteinas son responsables de dos serotipos de C.
albicans. (San Blas, 1982).



Tabla No.

CELULAR

1.- CLASIFICACION TAXONOMICA DE LOS HONGOS EN BASE A SU PARED

CATEGORIA QUIMICA

GRUPQO TAXONOMICO

A
ITI.
Iv.

VI.

VII.
VIII.

Celulosa-Glucdgeno
Celulosa-Glucana
Celulosa—-Quitina
Quitosana-Quitina
Quitina-Glucana

Manana-Glucana

Manana-Quitina
Poligalactosamina-GCalactano

Acrasiales
Qomycetes
Hyphochytridiomycetes
Zygomycetes
Chytridiomycetes
Ascomycetes
Basidiomycetes
Deuteromycetes
Saccharomycetaceae
Cryptococcaceae
Sporobolomycetaceae
Trichomycetes

Tomado de:

Cell wall chemistry, morphogenesis,

and taxonomy of fungi.

Bartnicki—Garcia, S. 1968. Ann. Rev. Microbiol. 22:87-108.



ANTECEDENTES

Se ha reportade el usc de células microbianas como biocadsorbentes y
bioabsorbentes naturales de metales pesados para la descontaminacién y/o
recuperacién de dichos metales de una gran variedad de nichos ecolégicos
contaminados. La naturaleza de esta biomasa celular es muy diversa, pues se
han utilizado bacterias, algas y hongos, asi como carbdén activado, materia
organica y los lodos de sedimentos de algunos rios.

El usc de 1las biomasas celulares presenta algunas ventajas sobre los
métodos tradicionales existentes, como pueden ser: Su bajo costo y su
selectividad para unirse a diferentes metales pesados, pues algunas de estes
biomasas pueden remover muchos metales pesados, y otras sdlc son especificas
para muy pocos de ellos.

Leyva y cols. (13894) reportaron la remocién de cromo (VI) utilizande carbén
activado y Huang y Wu (1875) cogque calcinado, Balistrieri y Murray, (1882)
reportaron la adgorcién de cobre, plomo, zinc y cadmio por Goetite (oxido de
fierro preparade sintéticamente), Davis (1984) la complejaciédn de cobre vy
cadmio por materia organica natural, extraida del sedimento de la superficie
del lage Urnersee (Suiza) y Tada y Suzuki (1982), la adsorcion y desorcion de
cobre, =zinc, cadmio y plome por lodos de rios urbanos, Namasivajan y
Ranganathan (1995) 1la remocién de cadmio (II) por hidréxide de fierro
(IIT)/crome (III) de lodos residuales. Zacarias y cols (1995) reportan la
captacién de plomo, cadmio, mercurio, flior, cobalto, arsénico, zinc y cobre,
por la quitina comercial, Acosta y cols (1895) estudiaron la captacién de
cromo (VI) por la guitosana y quitina comercial.

Por otro lado, Heorikoshi y cols (1981) reportaron la captura de uranio por
el alga Chlorella vulgaris, Ramos y Cols. (18983), la acumulacion de cobre
plomo y zinc por el alga verde Cladophora glomerata. También se ha descrito la
captura de plomo por la bacteria capsulada Azotcbacter sp (Tornabene and
Edwards, 1972); la captacién de cadmic, estroncio, calcio, magnesio, sodio y
potasio por 2 especies CGram positivags gque son: Bacillus megaterium y
Streptococcus mutants (Beveridge and Murray, 1878); la captura de osmioc por
Escherichia coli K-12 (Hoyle and Beveridge, 1984); la acumulacién de uranio
por Pseudomonas aeruginosa Y Saccharomyces cerevisiae (Strandberg y cols.,

1881), la captacién de cromc (VI) por la microalga Scenedesmus acutus
(Cafiizares y cols., 18995}, la remeocién de cromo (VI) por la levadura
capsulada Cryptococcus neoformans (Carro y cols., 1895), y la captaciéon de

cromo {(VI) por algunos hongos filamentosos (Gutiérrez y cols., 1995).

En cuanto al usc de 1la biomasa celular de algunos hongos para la
eliminacién de metales, también hay diversos reportes entre los que se
encuentran: la absorciédn de uranio y thoric por Rhizeopus arrhizus y Rhizopus
sp (Tobin y cols., 1984; Tsezos and Volesky, 1981) asi comoc por algunas
especies de Penicillium sp (Voleski, 18987); La captura de cobre, =zinec,



manganeso, cadmio, bario, mercuric y plata por 1la biomasa de Rhizopus
arrhizus (Tobin y cols., 1884); la captura de cobre por la cepa silvestre y
algunas mutantes de Mucor rouxii (Chavez Marin y cols., 19393; Cértes Penagos
y cols., 1894); la captacién de cobre y plata por Trichoderma sp (Cértes
Penagos y cols., 1993); la captura de cobre y cobalto por Cunninghamella
blakesleana (Venkateswerlu and Stotzky, 1983), la captdcién de mercurio,
plome, cadmio y arsénico por la fase micelial de una cepa mutantes de Mucor
rouxii (Acosta y Martinez, 1933; Martinez Juarez, 1991; Martinez y cols.,
i994) y la Dbicadsorcién de zinc, mercurio, cobre y plomo por hongos
resistentes a algunos iones divalentes (Mucor rouxii 1 y 2, Cladosporium sp y
Helmintosporium sp) (Acosta y cols., 1983; Garcia Martinez, 1983), vy
utilizando Ia biomasa celular de los hongos mencicnados anteriormente,
Olivares Trejo (1894) y Acosta y Cols. (1894) estudiaron la bioadsorcién de
cobre, cobalte flior y cadmio, la biocadsorcién de crome (VI) por Rhizopus
arrhizus (Tobin y cols., 1884) y Penicillium crysogernum (Paknikar y cols.,
1983), también Acosta y cols (1994) analizaron la capacidad de biocadsorcién
de plome, mercurie, arsénico, zinc, cobalto, fluor, cadmio y cobre por hongos
contaminantes ambientales resistentes a metales pesados, Zacarias y cols
(1985) compararon la captacidén de metales pesados por dos cepas de Mucor
rouxili, ¥ Volesky ¥y Holan (1995), reportan la captura de plomo, cadmio,
cobre, zinc y uranio por las algas cafés Ascophyllum y Sorgassum, y los hongos
Rhizopus sp y Absidia sp.

Solo muy pocas levaduras, se han utilizado como filtrog hiclégices para la
captacién de metales pesados en solucién. Entre estas se encuentran:
Saccharemyces cerevisiae (uranio, plata, cadnio, oro), Candida tropicalis
(cadmio, crome, cobre, oro). Se ha reportade la acumulacién de oro por 14
especies diferentes de levaduras: - C. krusei, C. robusta, €. wutilis,
Cryptococcus albidus, C. laurentii, Debaromyces ~hansenili, Endomycopsis
fibuligera, Hansernula anomala, H. saturnus, Kluyveromyces marxiamus, Fichia
farinosa, &. cerevisiae, Sporobolomyces salmonicolor y Torulopsis aeria, con
diferentes porcentajes de captacién. Por otra parte, casi nc hay reportes del
aislamientoc de levaduras resistentes a metales pesados a partir de muestras de
zonas conh altos indices de contaminacién,

El uso de las biomasas celulares presenta algunas ventajas sobre los
métgdos - tradiciecnales existentes, como pueden ser: Su bajo costo y su
selectividad para unirse a diferentes metales pesados, pues algunas de estas
biomasas pueden remover muchos metales pesados, y otras sélo son especificas
para muy pocos de ellos.



OBJETIVDO GENERAL

Analizar la resistencia de C. albicans a diferentes metales pesados y su
capacidad de captacién de los mismos.



MATERIAL Y METODOS
MATERIAL BICLOGICO

La cepa utilizada fue la levadura Candida albicans del cepario del
Laboratorio del Area Biologica del CIEP/FCQ/UASLP, la cual previamente se
caracterizé.

PRUEBA DE RESISTENCIA EN PLACA.

Se prepararon cajas de Petri de 20 ml con Agar Sabouraud Dexirosa
adicionado de diferentes sales, las cuales se guardarcn en refrigeracién hasta
su uso. Se tomd una asada en condiciones estériles de las levaduras crecidas
en ASD y se colocarcn en un tubo de ensaye conteniende 1 ml de sclucidn salina
estéril al 0.85%. Se hicieron diferentes diluciones (1:100, 1:1000), en la
misma solucién salina y se contaron las levaduras en un Hematocitdmetro.las
placas preparadas, se inocularocn con 1 000 000 de levaduras/ml, se espatularon
(extendiendose uniformemente por teda la caja de Petri con una varilla de
vidrio en forma de tridngulo en condiciones estériles} y se incubaron a 28°C ¥
cuando la caja control alcanzd el maximo crecimiento {(placa llena) se detuvo
la prueba y se compard el crecimiento de las placas restantes con respecto al
centrol. Lo anterior se realizo con el objeto de valorar la resistencia de
Candida albicans a diferentes metales divalentes.

AGAR DE DEXTROSA SABOURAUD (ASD)

Componente concentracién
(g/1)
Peptona de caseina 10
Dextrosa 20
Agar purificado 20

pH= 5.7 + - 0.2

Este medio se utilizé adicionado de los distintos metales a diferentes
concentraciones de los mismeos, para las pruebas de resistencia en placa.

LAVADO DE MATERIAL

Con el fin de evitar al méximo problemas por contaminacién, tode el
material tanto de wvidrio como de pléastico se debe someter al siguiente
tratamiento: se lava de manera comi@n con agua corriente y un detergente neutro
(Extran) previo remojo; se enjuaga con agua destilada y se le pasa a un
recipiente que contiene #4cido nitrice al 10%4 (v/v en agua desjonizada), se
de ja reposar 24 hrs. y se enjuaga con agua tridesionizada. Por dltimo se seca
en un horno (Felisa) a 80°C durante B0 min. Se enfriz e inmediatamente se tapa
c¢on papel aluminio ¥y se guarda protegido del polvo.

El agua utilizada en este trabajo fue tridesionizada y ajustada a un pH de
4.0 con acido clorhidrico 0.2 N.



OETENCION DE LA BIOMASA CELULAR

Se siembran 1 x 10° lev/ml en 200 ml de medio de caldo de Tiocglicolato y se
incuban a 28°C en un bafio con agitacién constante durante 12 hrs (Yamato
constant temp shaking bath Model 131-25). La biomasa celular obtenida se
separa del medio de cultivo mediante filtracién (papel filtro), después se
lava con agua tridesicnizada (obtenida en un desionizador Sybron/Barnstead
Water Purificated Cartridge), se seca a 80°C durante 20 min., se muele
manualmente en un mortero, y se guarda hasta su uso en un frasco color ambar,

DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE BIOADSORCION DE METALES PESADOS

Se prepara una solucién estandar del

metal a probar, en agua
tridesionizada; se ajusta el

pH 2 4.1 ({(potencitmetro de bolsillo PS-15,
Corning) donde se obtiene la mayor captacién de metal, (Acosta y Martinez,

1863). lLa cantidad de biomasa afiadida a cada matraz Eriemmeyer fue de 80
miligrames/200 ml de solucién a probar. Se toman alicuctas de 10 ml a
determinados tiempes, la biomasa es removida por centrifugacién (3000 rpm/S
min. Centrifuga Clinica, Solbat) y =al sobrenadante se 1le determina la
concentracién y/o porcentaje del ién metdlico no adsorbido por la biomasa
celular (ver metodologia abajo), y por diferencia se determina la cantidad

adsorbida por la bliomasa celular. El valor obtenido en el sobrenadante debe
ser inverso 2l adsorbido por la biomasa.

DETERMINACION DE CADMIO POR EL METODO DE LA DITIZONA
(Clesceri y cols., 1989)

FUNDAMENTO

Los iones cadmio reaccionan con la ditizona para formar un compuesto de
color rosa =2 rojo que puede ser extraide con cloroforme. Los extractos

obtenidos con el cloreoformo son medidos fotométricamente y la concentracidén de
cadmio es obtenida a partir de una curva patrén del mismo metal.

REACCION QUIMICA

CgHs
N==N—CgHs NFN \G:N—ILH
2 | - A
CBHS_NH_NH_ﬁ 4+ @ ——  ggHg—NH—N=6—g =N + 24’
s
DITIZONA

DITIZONATO DE CADMIO
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INTERFERENCTIAS

En las condiciones especificadas, las concentracicnes de los iones
metdlicos normalmente encontradas en el agua no interfieren. Tampoco la luz
normal del cuarto afecta el color del ditizonato de cadmio.

APARATOS
Espectrofotémeiro de luz UV Shimadzu modelo 1650-A.
REACTIVOS

a.- Solucién stock de cadmio.- Disolver 0.2272 grames de clorurce de cadmio en
1 litro de agua tridesionizada, 1 mililitro de esta solucién es igual a 100
microgramos de cadmio. Esta solucién se guarda =a 4°C en un frasco de
polietileno.

b.— Solucién de tartrato de sodio y potasio.— Disolver 250 gramos de tartrato
de sodio y potasio en agua tridesionizada y aforar a 1 litro.

c.—- Solucicnes de hidrdéxido de sodio—cianurce de potasio.

Selucién I.- Disolver 400 gramos de hidrdéxido de sodio y 10 gramos de
cianurc de potasio en agua tridesionizada y aforar a 1 litro. Guardar a 4°c
en un frasco de polietileno. Estable por 1 mes.

Solucién II.- Disolver 400 grames de hidraxide de sodio y 0.5 gramos cge
cianuro de potasio en agua tridesionizada y aforar a 1 litro. Guardar a 4°C
en un frasco de polietilenc. Estable por 1-2 meses,

d.- Solucién de hidroclerure de hidroxilamina.— Disoclver 20 grames de
hidroclorure de hidroxilamina en agua tridesionlzada y aforar a 100 ml.
guardar a 4°C en recipiente de pelietileno.

e.— Soulucién stock de Ditizona.- Disolver 100 miligramos de ditizona en 50 ml
de cloroforme y filtrar a través de un papel filtro (Whatman No. 42}, recibir
el fiitradoe en un embudo de separacién, lavando el papel flltro con 3
porciones de 5 ml de cloroformo.

Adicicnar 100 ml de hidréxido de amonio (1:99 v/v en agua tridesicnizada)
al embudo de separacidén y agitar por 1 minuto, dejar gque se separen las fases
de cloroformo y la acucsa. Transferir la fase de cloreformo a un segundo
embude de separacién, reteniendo la capa acuosa de color naranja en el primer
embudo, repitiende la extraccién en la fase de cloroformo del segundo embudo
usando 100 ml de hidréxido de amonio, transferir las fase acuosas a un tercer
embudc de separacién, desechandose las fases de cloroformo.
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Adicionar porciones de 2 ml de &cido clorhidrice 1:1 (v/v con agua
tridesionizada) al tercer embudo que contiene las fases acuosas, mezclando
después de cada adicidn hasta que los precipitados de ditizeona y la soluclén
no presenten un color naranja. Extraer los precipitados de ditizona con 3
porciones de 25 ml de cloroformo, diluir los extractos combinados ajustando
con cloreformo a un 1litreo; 1 ml de la solucién stock corresponde a 100
microgramos de ditizona.

f.- Solucién de trabajo de ditizona.- Diluir la solucién stock de ditizona
con cloroformo para producir una scolucién de trabajo de 10 microgramos/ml.
Esta solucidén debe de prepararse diariamente.

g.— Cloroformo. Grade reactive. Marca Productos Quimicos Monterrey, S.A.
h.- Solucién de acido tartérice.- Disclver 20 gramos de acido tartarico en
agua tridesionizada y aforar a 1 lt. Guardar a 4°C. Este reactive debe de

usarse frio.

.=~ Acido elerhidrico concentrado.

pta

J.- Hidréxido de sodio 6 N.
PROCEDIMIENTDO

1.- Colocar la muestra en un embudo de separacién. Ahadir 1 ml de solucién de
tartrato de sodie ¥y potasic, B ml de solucién I de cianuro de
potasio-hidroxido de sodie, 1 ml de sclucidn de hidrocleoruro de hidroxilamina
¥ 1B ml de solucién stock de ditizona.

2.— Agitar por un minuto pasando la capa cloroférmica a un segunde embudo de
Separacién que contiene 25 ml de solucidon de acido tartarico frio.

3.~ Adicionar 10 ml de cloroformo al primer embudo, agitar y pasar la capa
cloroférmica al segundo embudo, sin permitir que la capa acuosa pase al
segundo embudo, deblido a gque el ditizonato formado se descompone al contacto

con el alcali.

4.~ Agitar el segundo embudo por dos minutos y descartar la capa de
cloroforme, adicionar 5§ ml de cloroformo, =agitar un minuto y descartar la
capa de cloroformo (debide a que el complejeo que forma el metal con la
ditizona, se ha transferido a la solucién de acido tartéarico).

5.- Enseguida adicionar en el siguiente orden: 0.25 ml de socolucién de
hidrocloruro de hidroxilamina, 15 ml de scolucién de trabajo de ditizona (la
cual se preparé en cloroformo), 5 ml de solucién II de cianuro de

potasio—hidréxido de scdio.
B.~- Agitar inmediatamente por un minuto y transferir la capa de cloroformo a

una celdilla; leer la absorbancia de la muestra a 518 nm. La cantidad minima
detectable es de 0.5 microgramos/15 ml de solucién de ditizona.
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DETERMINACION DE MERCURIO POR EL METODO DE LA DITIZONA
(Clesceri y cols., 1989)

FUNDAMENTDO

Los icones mercurio reaccionan ¢on la solucidén de Ditizona en cloroformo
para formar un compuestc de color naranja. Las diferentes tonalidades del
color naranja se miden en un Espectrofotémetro, calculando las
concentraciones a partir de una curva estandar.

REACCION QUIMICA

CeHs
|
T=N—06H5 N=NS—c=n—nH
\
ZCSHS——NH—-—-NH—C 4+ Hg —» CSHS—-NH—-N——(L =N oy

DITIZONATO DE MERCURIO

INTERFERENCTIAS
El cobre, oro, paladio, platino divalente y plata reaccionan con la
Ditizona en solucién acida. El cobre presente en los extractos de Ditizona se

encuentra en la fase osrganica y el mercurio en la fase acuosa. Los otros
contaminantes por lo general no se encuentran en estas soluciones.

APARATDO
Espectrofotémetro UV Shimadzu Modelo 160-A.
REACTIVOS

a.— Agua libre de mercurio.- Se utiliza agua tridesionizada para la
preparacisén de todos los reactivos y diluciones.

b.- Solucién stock de mercurio.- Discolver 135.3 miligramos de cloruro

mercurico en 700 ml de agua, afladir 1.5 ml de acido nitrico concentrade y
aforar a 1000 ml con agua; 1.0 ml= 100 microgramos de mercurioc.
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c.— Solucién estandar de mercurio.- Diluir 10 ml de solucién stock de
mercurio a 1000 ml con agua; 1.0 ml= 1.00 microgramos de mercurio. Preparar
antes de usarse.

d.- Solucién de permanganato de potasio.- Disolver 5 gramos de permanganato
de potasic en 100 ml de agua.

e.— Acido sulfurico concentrade exento de mercurio.

f.- Solucién de persulfato de potasio.- disclver 5 gramos de persulfato de
potasio en 100 ml de agua.

g. - Solucién de hidrocloruro de hidroxilamina.- Disolver 50 gramos de
hidreclorurce de hidroxilamina en 100 ml de agua.

h.- Solucién de Ditizona.- Diluir 60 ml de solucién stock de Ditizona (ver
metodologia de cadmio) con cleroformo a 1 000 ml; 1 ml= B microgramos de

Ditizona.

i.- Acido sulfurico 0.25 N.- Diluir 250 de acido sulfurico 1IN a 1 000 ml con
agua.

J.=- Solucién de bromurc de potasioc.- Disolver 40 gramos de bromuro de potasio
en 100 ml de agua.

k.- Cloroforme. Grado reactivo. Productos Quimicos Monterrey, S.A.

l.- Solucién buffer de carbonato-fosfato.~ Disolver 150 gramos de fosfato de
sodic dodecahidratado y 38 gramos de carbonato de potasio anhidro en 1 000 ml
de agua. Extraser con Ditizona hasta que la sclucién permanezca azul. Lavar
con cloreformo para remover el exceso de Ditizona.

m.— Sulfato de sedie anhidro.
PROCEDIMIENTDO

1.- Afiadir a cada muestra problema obtenida 500 ml de agua (o cualquier otro
volumen selecciconado), 1 ml de sclucién de permanganato de potasio y 10 ml de
Acido sulfurico concentrado, mezclar y calentar a ebullicidn. Si es
necesaric, afiadir més permanganato de potasio hasta que persista un ceolor
rosa, después de gue la ebullicidén ha cesado.

2.— Adiclonar lentamente 5 ml de persulfato de potasie y dejar enfriar durante
30 minutos, agregar una o mas gotas de hidrocloruro de hidroxilamina, bhasta la
eliminacién del color rosa.

3.=- Transferir cada solucién individualmente a embudos de separacién de 1000
ml. Afiadir 25 ml de solucién stock de ditizona, agitar vigorosamente y
transferir las capas organicas a un embudo de separacién de 250 ml. Repetir la
extraccién al menos tres veces para asegurar una extraccién adecuada, la
ultima capa de ditizona debe tener un color azul intenso semejante al de la
solucidn original de ditizona.
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4,- Lavar con aglitacién los extractos acumulados de ditizona en un embudo de
separaclién de 250 ml con 50 ml de &cido sulfurico 0.25 N.

5. - Transferir los extractos lavados a otro embudo de separacién de 250 ml y
afladir 50 ml de acido sulfurico 0.25 N y 10 ml de bromuro de potasio y aglitar
vigorosamente para transferir el ditizonato de mercurio de la capa orgénica a
la capa acuosa. Descartar la capa mas inferior de DitizZona, lavar la capa

acuosSa con un pequefio volimen de cloroformo y descartar el cloroformoe de los
lavados. .

6.~ Afiadir 20 ml de solucidn buffer de fosfato-carbonate a cada embudo de
separacién y afiadir 10 ml de solucién de ditizona. Agitar vigorosamente, dejar
separar y transferir la capa de cloroforme a una celdilla y leer a una
absorbancia de 492 nm.la cantidad minima detectable por esta técgnica es de 1
microgramo/10 ml de sclucidén de Ditizona.

DETERMINACION DE PLOMO POR EL METODO DE LA DITIZONA
(Clesceri y cols., 1983)

FUNDAMENTO

La muestira acidificada conteniendo pequefias cantidades de plomo (ppm) se
pene a reaccionar con la solucién reductora de citrato de cianuro amoniacal y
se extrae con Ditizona en cloroformo para formar un ditizonato de plomo de
color rojo cereza. El color resultante es medideo fotométricamente a una
longitud de onda de 510 nm.

REACCION QUIMICA

'Ta"'ﬁ

i N s

N=N—CgHsg L SN

2 ! )s\ Pb ]
CGHS_NH—NH_‘ﬁ t Pb ——  ggHs—NH—N=O_ NN+ 2y

S
DITIZONATQ DE PLOMO

INTERFERENCI-AS

En una solucién de cianuro amoniacal débil (pH 8.5 a 9.5), la Ditizona
forma complejos coloridos con bismuto, estafic y tallo monovalente.
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APARATOS
Espectrofotémetro luz UV Shimadzu modelo 1BD-A.

REACTIVOS

a.—- Solucidén stock de plomo. Disolver 0.15989 gramos de nitrato de plomo en
200 ml de agua y adcionar 10 ml de Acide nitrico concentrado y diluir a 1 000
ml con agua. 1 ml= 100 microgramos de plomoc.

b.- Solucién de trabajo de plomo.- Diluir 20 ml de sclucidén stock de plomo a
1 000 ml con agua. 1 ml= 2 microgramos de plomo.

c.— Acido nitrico 1 a 5.- Diluir 200 ml de acido nitrice concentrade a 1 000
ml con agua.

d.~- Hidroxido de amonio 1 a 10.- Diluir 10 ml de hidréxide de amonio
concentrado 2 100 ml con agua. ’

.- Soluciédn reductora de cianuro-citrato.- Disoclver 400 gramos de citrato de
amonic dibAsico, 20 grames de sulfito de( sodio anhidro, 10 gramos de
hidroclorure de hidroxilamina y 40 gramos de cianuroc de potasio en agua y
diluir a 1 000 ml: mezclar esta solucidén con 2 litros de hidréxido de amenio
concentrado.

f.- Solucién stock de Ditizona.- Ver metodologia de cadmio.

g.— Solucidén de trabajo de Ditizoma,- Dilujir 100 ml de solucidén stock de
Ditizona a 250 ml con cloroformo; 1lml= 40 microgramos de Ditizona.

h.- Solucidén de sulfito de sodio.- Disolver 5 gramos de sulfite de sodio
anhidro en 100 ml de agu=a.

PROCEDIMIENTDO

1.- A la muestra problema, se le afilade 1 ml de &cido nitrico concentrade, y se
incuba a 4°C hasta su procesamiento.

2.- Adicionar 20 ml de acido nitrico 1 a 5 y filtrar en papel filtro Whatman
No. 541 recibiendo el filtrado en un embudo de separacién de 250 ml, enjuagar
el matraz de la digestién con 50 ml de agua y adicionar al filtrado.

3.- Afiadir 50 ml de la solucién citrato-cianuro amconiacal, mezclar y dejar
enfriar a temperatura ambiente. Adicionar 10 ml de solucién de trabajo de
Ditizona, agitar vigorosamente y dejar gque se separen las capas, descartar 1 ©
2 ml de la capa de cloroformo, y medir la absorbancia del extracto a 510 nm,
utilizando como blanco solucién de trabajec de Ditizona. lLa cantidad minima
detectable por esta técnica es de 1 microgramo/10 ml de solucién de Ditizona.
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DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CROMO HEXAVALENTE (Cr(VI))

FUNDAMENTDO

La concentracién del Cr{(VI) en solucidn acuosa se determina por un método
colorimétrico indirecto. E1 método se basa en la reaccién del Cr(vi) y
difenilcarbazida que produce un complejo de color rojo violeta de
composicidn desconocida. La reaccién es sensible y especifica.

REACTIVOS Y SOLUCIONES

1.- Solucién de acide sulfurico (Productos Quimicos Monterrey) 1:1.
Mezclar volumenes iguales de &cido sulfurico concentrade y agua
tridesionizada.

2.- Acldo fosférico al BS5X.
Esta solucién reactiveo es de la marca Merck.

3.—- Solucion de difenilcarbazida (Fisher Scientific Co.)
Se disuelven 0.2 g de I,5-difenilcarbazida en 100 ml de alcohol etilico,
esta solucidn se agrega a una sclucidn previamente preparada mezclando 40
ml de acido sulfiurico concentrado con 38 ml de agua tridesionizada. El
reactivo debe refrigerarse para mantener la estabilidad,.

4.- Solucién stock de Cromo.
Se seca el dicromato de potasic (KzCrz07) durante 2 hrs. en estufa
(Felisa) a 110°C. Se pesan 203.3 mg de dicromato de potasio, se agregan a
un matraz volumétrico de 1 L y se adiciona agua tridesionizada aforando
hasta la marca. Esta Solucién tiene una concentracidon de 77.11 mg de
Cr{VvVI)/L.

B.- Sclucién patrén de Cromo.
Se pipetean 5 ml de la solucién stock de cromo a un matraz volumétriceo de
50 ml y se afora con agua tridesicnizada. La concentracién de esta
solucisn patrén es de 7.711 mg de Cr(VI)/L.

PROCEDIMIENTDO

1.~ Se colocan 5 ml de muestra en un matraz volumétrico de 50 ml. La muestra
debe tener una concentracién en el rango de 0.154 a 0.616 mg/lt. En caso
de que la concentracién sea mayor se deberdn hacer las diluciones
adecuadas.

2.—- Se adiciconan 0.5 ml de una solucidn de acidec sulfarico y se =agita
levemente durante 1 min.
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3.—- Se adicionan 0.1 ml de 4cido fosférico al 85%, y se afora a la marca con
agua tridesionizada del pH deseado y se agita levemente durante 30
segundos.

4.- Se agrega 1 ml de sclucién de difenilcarbazida y se agita levemente
durante 1 min.

5.- Se deja reposar por espacic de 10 min. para que se desarrolle
completamente el color.

2
g

La absorbancia de la muestra se mide en un Espectrofotéometro de doble haz
{Espectrofotémetro de luz Uv Shimadzu modelo 180-A) a una longitud de
cnda de 540 nm ¥y usande como referencia un blanco preparado con agua
tridesionizada de acuerdo al procedimiento anterior. La concentracién de
la muestra se determina por medio de una curva de calibracioén,

NOTA: Una mayor exactitud se obtiene si las muestras se realizan por duplicado
y si1 el Espectrofotometroe se calibra 2z 0 con un blanco gue se prepara
siguiendc el procedimiento antericor, perc usando agua tridesionizada.

La curva de calibracién concentracion de Cr(VI) contra Absorbancia, que se
usa para calcular la concentracién de la muestra = partir de la Absorbancia,
se hace cada vez que se prepara una nueva solucién de difenilcarbazida (minimo
2 veces y por duplicadco), y se obtlene por el siguiente procedimiento:

1.- Se pipetean de 1 a 4 ml de la sclucién patrén de Cr(VI) de concentracién
de 7.711 mg/L en matraces volumétricos de 50 ml.

2.— Se desarrolla el color y se mide la Absorbancia de acuerdo al
procedimientse descrito anteriormente.

3.- Los datos de concentracién contra Absorbancia se grafican para observar
si son lineales.
4.- Los dates de concentraciéon Contra Absorbancia se correlecionan por medio

de la ecuacion.
CONCENTRACION= K % ABSORBANCIA + B

donde: K= Pendiente
B= Ordenada al origen

NOTA. Todos los experimentos se realizaron minime 2 wveces y por duplicado.
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DETERMINACION DE COBRE Y ARSENICO EN SOLUCION POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION ATOMICA. (Asha Varma, 1987).

FUNDAMENTO

Esta técnica se fundamenta en las caracteristicas propias de los atomos.
Cada &tomc tiene un numero especifico de electrones asociado con su nicleo,
en una estructura orbital, la cual es Unica para cada elemento. La
configuracién electrénica mas estable de un adtomo conocida como "estado
basal” es la configuracién orbital normal de menor energia de un atome. Si se
aplica energia de magnitud adecuada a un atomo, éste absorbe dicha energia y
un electrén exterier seréd promovido a una configuracién orbkital superior
inestable o "estado excitado". El1 &tomo de manera espontdnea e inmediata
regresa a su estado basal inicial, emitiendo la energia radiante equivalente
a la cantidad de energia inicialmente absorbida.

La cuantificacién de interés en Absorcién Atémica es medir la cantidad de
luz absorbida a determinada longitud de onda, cuando su trayectoria pasa a
través de una nube de atomos. (Clesceri y cols., 1989).

El uso de fuentes de Juz especiales y la seleccién culdadosa de la
longitud de onda especifica, permite la determinacién cuantitativa individual
de los elementos en presencia de otros. La nube atdmica requerida para las
determinaciones en Absorcién Atdmica, es producida por el suministro
suficliente de energia térmica a la muestra para disociar los compuestos
guimicos en atomos libres. Para este propésiteo, un volumen de la solucidn de
la muestra se conduce a la flamz alineada en la trayectoria de la luz. Las
fuentes de luz con lineas estrechas de longitud de onda, no sélo propercionan
alta sensiblidad, sino que también hacen de la Absorcién Atémica una técnica
analitica muy especifica con pocas interferencias espectrales.

INTERFERENCTIAS 7

A pesar de la alta especificidad de 1la técnica de Absorcidn Atémica pueden
existir interferencias que disminuyan su capacidad analitica. Sin embargo,
puesto que estas interferencias estéin bien definidas, es facil eliminarlas o
compensarlas. Entre ellas, las mas comunes son la interferencia de matriz y
la absorcidon de fondo. La primera ocurre cuando las caracteristicas fisicas
de la muestra (vicosidad, tensién superficial y caracteristicas de
temperatura) y del standard difieren considerablemente, Esto puede suceder,
cuandce la solucién de la muestra tiene una alta concentracién de sales
disueltas o acido, cuando se han usado diferentes solventes en las sclucicones
de la muestra y del standard o cuando las soluciones de la muestra y del
standard estdn a temperaturas radicalmente diferentes. (Asha Varma, 13987).
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Una de las formas que compensan las interferencias de matriz es el empleo
del método de adiciones de standard, ésta es una fécnica dtil que a menudo
hace posible trabajar en la presencia de una interferencia y aan hacer
determinaciones precisas de la concentracién del analito. En el método de
adiciones de standard se toman tres alicuotas de la muestra. Se diluye la
primera a un volumen conocido con el solvente adecuado. A la segunda y tercer
alicuotas se 1le afiaden cantidades adecuadas de estandares conocidos y se
lleva al mismo volumen, para que las scoluclones finales contengan diferentes
adiciones del metal a ser analizado. Se determina la absorbancia de cada
golucién. Se grafican las lecturas obtenidas de absorbancia contra la
concentracién afiadida y se extrapola la linea resultante hasta cero de
abgorbancia. El intercepto sobre el eje de las X da la concentracién del
metal en la solucién de la muestra diluida. Con esto, tanto la solucién de la
muestra como la de los esténdares se ajusta a las mismas condiciones.

La interferencia por absorcidén de fondo se debe a dos causas: dispersién
de la luz por particulas en la flama y absorcidén molecular de la luz de la
lampara por diferentes moléculas presentes en la flama. Ciertas muestras
cuando son atomizadas, absorben o dispersan la luz de la fuente debido a la
existencia de especies moleculares gaseosas, particulas salinas, etc., etc.
La absorbancia mclecular puede controlarse a menudo, usando una flama de
temperaturas méas altas, gque rompa a las especies moleculares absorbentes.
Afortunadamente, la absorcidn de fondo puede distinguirse de la absorcion
deblda al elemento de interés, El elemento puede absorber sélc la linea
estrecha emitida por la fuente primaria; la absorcién de fondo es menos
especifica y se extiende sobre una amplia banda de longitud de onda Asha
Varma, 1987}.

La manera més comin de compensar esta absorcién de fondo, es usar un
corrector de fondo, el cual emplea una fuente continua (una lampara de arco
de deuterio en el ultravioleta o una lampara de ioduro-tungstenc para las
longitudes de onda visible). Una fuente continua emite luz de un amplio
espectro de longitudes de onda en lugar de lineas especificas. Con la
correccién de fondo, se obtiene simultaneamente la compensaciéon a la misma
longitud de onda usada para medir la Absorcién Atémica. Con este sistema, 1la
luz de la fuente primaria y de la fuente continua pasan alternativamente a
través de la flama. El elemento a determinar absorbe la luz sélo de la fuente
igualmente. For tanto, cuando electrénicamente se miden ambos haces de luz,
el efecto de la absorbancia de fondo es eliminada.

El método espectrofotométrice de Absorcion Atdmica es tan precise y exacto
gue para obtener resultados confiables, las técnicas empleadas requleren de
contreles estrictos en la realizacion de cada una de las etapas del proceso
{mediciones adecuadas, un gran cuidado al realizar la técnica, calibracion
correcta del aparato, etc). (Asha Varma, 1987; Clesceri y cols., 1889).
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APARATOS

En este trabajo, se ulilizé un Atomic Abseorption Spectrometer Varian,
Modelo Spectr AA-20, localizado fisicamente en el Centro de Investigacién y
Estudlos de Posgrado de esta Facultad.

SISTEMA DE ATOMIZACION DE FLAMA PARA LA DETERMINACICN DE COBRE Y ARSENICO EN
SOLUCION
(Asha Varma, 18987)

FUNDAMENTDO

Este método, es simple y facil de usar, y preoporciona un medio ambiente
estable para el Analisis por Absorcién Atdmica. El primer pasc es la
conversién de la muestra en solucién en un vapor atémico. E1 proceso
involucra nebulizacién o atomizacidén, la seleccidn y distribucién de las
gotas de vapor de la medida correcta, el mezclade del vapor seleccionado con
la flama del gas, y su introduccién en el mechero {quemador del aparato).

El sistema de flama utilizado mids comianmente en Analisis de Absorcién
Atémica es el de Alire-Acetileno. La temperatura de la flama es
aproximadamente de 2 300°C, ¥y requiere un flujo de acetileno de 4 lts/min.,
ademéas, es recomendable y muy seguro, sobre todo en lengitudes de onda de
cerca de 2 000 Amstrongs, y se utiliza para analizar 1la mayoria de elementos
que no forman o6xidos refractarios. Por este sistema se realizdé la
determinacion de cobre de las muestras en estudio.

PROCEDIMIENTDO

El aparato se calibra con estandares de concentracion conocida del mismo
metal (la concentracién depende de la naturaleza de 1la muestra).
Posteriormente se coloca la muestra en el sistema de capllaridad del aparato
(minimo 25 ml), el cual absorbera automAticamente la cantidad necesaria para

dar la lectura correspondiente a la concentracioén del metal contenidce en la
sclucidén.
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METODO DEL ELECTRODO PARA LA DETERMINACION DE FLUQR
(Clesceri y cols., 1989)

FUNDAMERNTDO

El método se basa en el uso de un electrodo de Ién Especifico, disefiado
para usarse Jjunto con un electrodo de referencia de Calomel y un
potencidmetro gue tenga una escala expandida en milivoltics. El elemento
clave del Electrecdo Selectivo para fluoruros es un cristal de fluoruro de
lantano a través del que se establece un potencial en soluciones de fluoruros
a diferentes concentracicones. El cristal contacta con la solucidén o muestra
por unh lado y una solucién interna de referencia por otro lado.

La actividad del fluoruro depende de la fuerza idénica teotal de la solucidn
y del pH, asi como de las especies acomplejantes de fluoruros. La adicidn de
un amortiguador apropiados (TISAB= Total Ionic Strength Activity Buffer),
provee una fuerza idénica suficiente para ajustar el pH y romper los complejos
de manera dque en efecto el electrodo mida concentracién.

b) INTERFERENCIAS

Los caticnes polivalentes como el Al III, Fe III y Si IV acomplejan el ién
fluorure. El grado al cual sucede el acomplejamiento depende del pH de la
solucién y los niveles relatives de fluoruros y especiez acomple jantes. Sin
embargo, la adicién de CDTA (&cide ciclohexilen diamino tetracético) 6
citrato de sodic, acomplejaron preferentemente concentraciones de aluminio
superiores a 5 mg/lt. y likeraron fluoruro como ién libre; de la misma manera
los iones hidrbégeno en solucidén acida formaron complejos con el ién fluoruro,
peroc el acomplejamiente es insignificante si el pH es superior a 5. En
soluciones alcalinas, el ién hidrégeno interferird con la respuesta del
electrodo, cuando la concentracién del ién fluoruro sea mayor a 1710 del
nivel del ién fluoruro. A pH menor o igual a 8, la concentracidn de

. ss . <6 . s .
hidréxido es menor 6 igual a 10 M y no causard interferencia.

El electrodo de flucoruro no responde al i6n fluoroborato (BF4}; si se
sospecha gque una muestra contiene fluoroboratcs, destilar para activar la
hidrolisis del flucroborato a fluoruro libre.

APARATOS

a) Medidor de pH con escala expandida, digital y/o0 medidor del ién selectivo.
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b) Electrodo de referencia tipo manga (ORION .90-0100. Beckman 43462, CORNING
476012 ¢ equivalente.). No usar electrodos de referencia de punta fibra,
debido a que muestran un comportamiento erratico en soluciones muy diluidas.

c} Electrodo de fluoruros.

d) Agitador magnético, con barras de agitacién cubliertas de teflén.
e) Cronémetro.

REACTTIVOS.

a) Solucién stock de fluorurcs. Disolver 221 mg de flucruro de sodic anhidro
en agua destilada y diluir a 1000 ml; un ml. equivale a 100 ug de fltor.

b) Solucién standard de fluoruros. Diluir 100 ml. de la solucién stock de
fluoruros a 1000 ml. con agua destilada; un ml. equivale a 10 ug de fldor.

c) Solucién buffer de ajuste 6 regulacién de fuerza idnica tatal (TISAB).
Poner aproximadamente 500 mi.de agua destilada en un vaso de 1 litro y
afladir 57 ml. de acido acético glacial, 58 g. de clorurc de sodic y 4 g. de
1-2 acido clclohexilen diamino tetracético (en lugar de CDTA pueden usarse 12
gramos de citrato de sodio dihidratado, pero puede haber alguna pérdida de
sensibilidad). Agitar para disolver. Poner el vaso en un bafic de agua fria y
afiadir lentamente hidréxido de sodic 6 N (125 ml. aproximadamente} con
agitacién, hasta que el pH esté entre 5 y 5.5. Transferir a un matraz
volumétrico de 1 litro y afiadlir agua destilada hasta la marca,

PROCEDIMIENTO
a) CALIBRACION DEL APARATO.

Normalmente no se requieren mayores ajustes del medidor de pH, s1 se
usan electrodos en el rango de 0.2 a 2 mg. de fluor por litro. Para aquellos
instrumentos con 0 en la escala central, ajustar el control de calibracioén,
de manera que el standard de 1 mg. de fldor por litro lea en el cero (100
mY); cuando el medidor esté en la posicidn de escala expandida, estos no puede
hacerse en algunos medidores que no tienen un control de calibracién de mV.
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b} PREPARACION DE LOS ESTANDARES DE FLUORURO.

Preparar una serie de estandares afladiendo respectivamente 0.5, 5, 10
ml. de solucidén standard de fluoruroc en matraces wvolumétricos de 100 ml. A
cada matraz afiadir 50 ml. de la solucién TISAB y diluir a 100 ml con agua
destilada; mezclar bien. Estos esténdares son equivalentes a 0.5, 1 y 2 mg de
fluior por litro (debide a que la concentracién de la muestra se reduce a la
mitad por la adicidén de la solueidn TISAB, multiplicar por 2 la concentracidn
verdadera de los estandares, para que se pueda leer la concentracién original
de la muestra directamente).

c) TRATAMIENTO DE LA MUESTRA.

En un matraz volumétrico de 100 ml afadir 50 ml. de la muestra (solucidén
problema de fluor); diluir a la marca con TISAB y mezclar bien; ajustar tanto
los estandares como la muestira a la misma temperatura.

d) MEDICION CON EL ELECTRODO.

Transferir cada standard y muestra a una serie de vasos de 150 ml.
Intreoducir los electredos y medir el potencial desarrollado mientras se agita
en un agitador magnético. Evitar la agitacidén antes de introducir los
electrodos a la solucién, debide a que se atrapa aire alrededor del cristal y
pueden producirse lecturas errdneas é fluctuaciones de la aguja.

Dejar que los electrodos permanezcan en la soluciéon 3 minutos, antes de
tomar una lectura final positiva en nV. Enjuagar los electrodos en agua
destilada y secar con papel entre cada lectura. En alguncs casos, alargar el
pericdo de medicidén a 5 minutos para alcanzar el equilibrio. Para disminuir
los canmbios de temperatura es Gtil una capa de material aislante como corcho,
entre el agitader y el contenedor de la muestra.

Cuando se usen medidores de pH de escala expandida ¢ medidores de 1ién
selectivo, recalibrar frecuentemente el elecircedo, checando la lectura del
potencial del estandard de 1 mg. de fluor por litro y ajustar el control de
calibracién, si es necesario, hasta qus el meaidor lea come antes. Confirmer
la calikracién después de la lectura de cada standard.

Graficar los potenciales medidos de los estandares de fluor contra la
concentracidén, en papel semilogaritmicc de 2 ciclos. Graficar mg de Fluor/lt,
en el eje logaritmico con la menor concentracién al final de la pagina.
Usando el potencial medido de cada muestra, leer la concentraciéon
correspondiente de fluoruro de la curva estandard.
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DETERMINACION DE COBALTO PCR EL METODO COLORIMETRICO DE

LA
METILISOBUTILCETONA. (Charlot, 1978).

FUNDAMENTDO

Los lones cobalto, en presencia de tiocianato de amonio reacciconan con

la
metilisobutilcetona para formar un complejo azul estable.

REACCION QUIMICA

i 0 [ e
3
\CH—CHZ—C—CHS + € ——» (|3"—'0 —? Co &— OZCI:
CHy THZ THZ
CH CH
METILISOBUTILCETONA |
(CHa)o (CHa)s

INTERFERENCTIAS

Algunas veces puede haber interferencias por icnes férricos, pero estas se
eliminan por la adicién de flucoruro de sodio a2 la mezcla de reaccién.

APARATOCS

Espectrofotometro de luz Uv-visible Shimadzu 160-A.

REACTIVOS

a.— Solucién stock de ceobalto.- Disolver 500 miligramos de nitrato de cobalto

en 100 ml de agua tridesionizada. Un ml de esta solucién equivale a 5§
miligramos de nitrato de cobalto.
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b.- Solucién de tiocianato de amonioc al 20% (p/v).- Disolver 20 gramos de
tiocianato de amonio en 100 ml de agua tridesionizada. Guardar a temperatura
ambiente en recipiente de cristal.

c.— Fluoruro de sodio en cristales,

d.- Metiliscbutilcetona. Marca Productos Quimices Monterrey, S.A.

PROCEDIMIENTO

1.- En un embudo de separacién, a la solucién problema se le agrega 0.5 ml de
solucién de tiocianato de amonic al 20% (p/v).

2.— Después se le agregan 5 miligramos de fluoruro de sodio para eliminar el
fierro y algunos iones interferentes de la muestra problema.

3.- Agregar 4 ml de metilisobutilcetona y agitar suavemente durante 1 min.

4.- La aparicidén en el disolvente de un color azul, indica la presencia de
cobalto, siendo la intensidad directamente proporcional a la concentracién
del metal (sensibilidad hasta 25 ppm), ¥ se lee a una absorbancia de 622 nm,

obteniéndose la concentracion del metal en base a una curva patron.

NOTA: TODOS LOS EXPERIMENTCS SE REALIZARON POR DUPLICADO Y UN MINIMO DE DOS
VECES CADA UNO.
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RESULTADOS

Se analizaron ocho metales (de los principales contaminantes de los mantos
acuiferos de esta ciudad), encontrando diferentes resistencias: La levadura
crece bien a 2000 ppm de zinc, plomo y cobre, a 1500 de arsénico, a 500 de
plata y es mAs sensible a cobalto (300 ppm), mercurio y cadmio (200 ppm).
Ademas hay muy pocas alteraciones microscépicas en presencia de los diferentes
metales, en presencia de plomo las colonilas desarrollan un color café
oscuro. (Figuras 1-7, Tabla No. 1).

Con respecto a su potencial de captacién de metales pesados se encontré que
esta biomasa capta eficientemente crome (48%), medianamente cadmio (36%);
cobre (31.6%), cobalto (22.6), plomo (20%) y mercurio (16%). No capta arsénico
ni fldor, ademds, no se presentan alteraciones microscépicas. (Figura No. 8,
Tabla No. 2).
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1.~ LEVADURAS DE Candida albicans.

Figura No.



Figura No. 2.-LEVADURAS DE Candida albicans EN PRESENCIA DE 2000 PPM DE ZINC



Figura No. 3.—- LEVADURAS DE Candida albicans EN PRESENCIA DE 1500 PPM DE
ARSENICO



Flgura No.

pONE e

CULTIVO DE Candida albicans
CONTROL SIN METAL.
1000 PPM DE PLOMO.
1500 PPM DE PLOMO.
2000 PPM DE PLOMO.



Figura No.

5.-CULTIVO DE Candida albicans

1.— CONTROL SIN METAL.
.— 500 PPM DE PLATA.
1000 PFM DE PLATA.
.— 1500 PPM DE PLATA.
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Figura No. 6.-CULTIVO DE Candida albicans
1.- 500 PPM DE MERCURIO
2.- 200 PPM DE MERCURIO
3.— CONTROL SIN METAL



TABLA No. 2. RESISTENCIA DE C.albicans A LGS DIFERENTES METALES ANALIZADOS.

| METAL ANAILIZADO CONCENTRACION DEL METAL (PPM)
! Zinc . ! 2000 |
Plomo 2000
Cobre 2000
Arsénico 1500
Plata 500
Cobalto 300
Mercurio ) 200
Cadmio ) 200




2,500

1.- Zinc

2.- Plomo

3.- Cobre
2,000 4.- Arsénico

5.- Plata

6.- Cobalto
1,500 1.7.- Mercurio

8.- Cadmio

1,000

5001

CONCENTRACION DEL METAL (ppm)

1 2 3 4 5 6 7 8
METAL ANALIZADO

FiguraNo.7.-RESISTENCIADE C. &al/bscarrs ADIFERENTES
CONCENTRACIONES DE LOS METALES ANALIZADOS (4-5 dias de incubacion. 28°C.
Agar Sabouraud Dextrosa.



TABLA Ne. 3. PORCENTAJE DE BIOADSORCION DE DIFERENTES METALES Y FLUOR POR LA
BIOMASA CELULAR DE C. albicans.

:METAL ANALIZADO ! PORCENTAJE DE CAPTACION
. |

! Cromo ! 48.0 |

Cadmio 36.0

Cobre 31.6

Cobalto 22.8

Plome 16.0

Mercurio i6.0

Arsénico 0

Fltor 0
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1.- CROMO
2.- CADMIO
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= 5.~ PLOMO
< 30 6.- MERCURIO
. 7.- ARSENICO
w 8.- FLUOR
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O
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METALES ANALIZADOS

Figura No. 8.- PORCENTAJE DE BIADSORCION DE LOS DIFERENTES METALES
ANALIZADOS POR LA BIOMASA CELULAR DE «<—. =/s/forcarrs



DISCUSION

En el presente trabajo, se analizé la resistencia de Candida albicans a
diferentes metales pesados. Dicho estudio se realizé con la finalidad de
conocer el comportamiento de esta levadura en presenclia de los mismos, ya que
en la literatura hay muy pocos reportes del alislamiento de este tipo de
microorganismos a partir de zonas contaminadas con metales, comec por ejemplo
Mendoza y cols, (1984) aislaron una cepa de Cryptococcus albidus resistente a
platza a partir de Jjales de minas de Cuanajuato.

Con respecto a la resistencia de la levadura a los ocho metales pesados
(plomo, zinc, cobalto, cobre, arsénico plata, mercuric y cadmio), se encontrd
que es mas resistente a plomo, zinc y cobre (2000 ppm), concidiendos con lo
reportadoc por Diaz Pérez (1994), quien aislé diferentes especies de
Aspergililus sp a partir de desechos mineros resistentes a plomo y zinc, con
Carro y cols (1995) para la levadura capsulada Cryptococcus necformans,
reportando resultados similares y con Garcia Martinez (1993) con dos cepas de
Mucor sp, Cladosporium sp y Helmintosporium sp, aislados de zonas aledafias a
la planta de zinc de la ciudad de San Luis Potosi, y con Ramos y cols (1993)
con el =amlga Cladophora glomerata, que puede crecer en presencia de cobre,
plomo y zinc.

Con respecto al arsénico, se encontré que Candida albicans crece hasta
en 1500 ppm de arsénico, lo que no concuerda con los reportes de la
literatura, pues la mayoria indican crecimiento hasta en 200 ppm de arsénico
(Carro y cols, 1995; Diaz Pérez, 1984).

Por otro lade la levadura fue medianamente sensible a plata (500 ppm),
coincidiendo ccon lo reportado por Mendeza y c¢ols (18394) con Cryptococcus
albidus y es muy sensible a ccobalto, mercurio y cadmio, lo que concuerda con
la dificultad reportada para el aislamiento de mutantes resistentes a estoes
metales (Cervantes y Vaca, 18392).

También en este trabajo se analizé la capacidad de biloadsorcién de
diferentes metales pesados que fueron: Cromo, cadmio, cobre, cobalto, plomo,
mercuric y arsénico, ademds de fldor, por una cepa silvestre de Candida
albicans, pues en la literatura se ha reportado la captacidén de diferentes
metales por algunas levaduras, incluideo el oro, con diferentes porcentaljes de
captacién (Volesky y Heolan, 1995; Sakaguchi y cels., 1994; Carro y cols.,
1995; Mattuschka y cols., 1993].

La biomasa celular de €. albicans presenta diferentes porcentajes de
captacién de los diferentes metales anallizados, siendo el cromo (VI), cadmio y
cebre los que se bicoadsorbieron més eficlientemente, mientras que el arsénico y
el fldor no fueron removides por la biomasa estudiada.

Se ha sugerido que la pared celular de los hongos, es el primer sitio de
interaccidn con especies metalicas; la remocién de metales de la solucién
depende del tipo ¥ concentracién del metal, factores ambientales y biomasa. La
asocliacién de algunos iones metilicos a las paredes de los hongos puede
deberse a: la carga del mismo, la absorcién, al acomplejamiento, precipitacién
Y cristalizacién (Mullen y cols., 1982). La pared celular estia compuesta por
polisacaridos, algunos de los cuales esté&n ascciados a proteinas o con otros
componentes que incluyen lipidos y melaninas. Tedos los hongos filamentosoes a

38



excepciétn de los QOomycetes, contienen quitina y quitcsana, las cuales son
polimeros de N-acetilglucosamina y D-glucesamina, respectivamente, ¥y se cree
que participan activamente en la biloadsorcién de metales en la pared celular
de los hongos; el contenido de estos polisacaridos puede wvariar durante las
diferentes etapas del desarrollo de los hongos (Bartnicki Garcia, 1968), ¥
Muzzarelll ¥y cols., (1986) reportan que el calcio y el magnesio no son
atrapados por estos componentes de la pared celular.

Por otra parte, segin la clasificacién taxondémica de Bartnicki Garcia
(1968), C. albicans, pertenece al grupo VI, debido a que su pared celular esta
compuesta principalmente de glucanas y mananas, los cuales pudieran ser los
responsables de la remocidén de metales pesados en solucién por el hongo, ¥y
también puede ser 1la causa de las diferencias en la captacidén de los
diferentes metales estudiados por los hongos, junto con algunos parametros
come: temperatura, pH y tiempo de incubacién. Por ejemple, el M. rouxii, que
capta eficientemente plomo, mercurio y cadmio, pertenece al grupo IV,
(quitosana-quitina), el Helmintosporium sp, el cual es la unica biomasa

estudiada que remueve arsénico, esta clasificado en el grupo 111
{celulosa~quitina), Penicillium chrysogenum capta eficientemente cadmio y se
encuentra en el grupc V (quitina-glucana), y otras especies del mismo grupo

comoc el Aspergillus flavus, bloadsorben eficientemente flior.

Los resultados obtenidos en este trabajo, confirman la capacidad de
captacidén especifica de diferentes metales pesados y fluor por diferentes
biomasas celulares, pues dependiendo de la biomasa estudiada los porcentajes
de bioadsorciéon de los iones metalicos varian, por lo gque estos
microorganismos sSe pueden utilizar para la eliminacién selectiva de metales
gque contaminan en gran medida los ecosistemas naturales (rios, mantos
acuiferos, zonas de cultivo, mares, etc.) o la recuperacién y/o purificacidén
de metales preciosos de desechos mineros (como la eliminacién de cobre a
partir de soluciones ricas en oro, plata y cobre) por las biomasas mas
eficientes en la captacidén de dichos metales pesades.
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CONCLUSIONES

1.—- Candida albicans es mAs resistente a zinc, plomo, cobre y arsénico ¥ es
mas sensible a mercurio y cadmio.

2.~ Las diferencias en log patrones de resistencia indican una capacidad
selectiva de la levadura para crecer en presencia de los diferentes metales
anal izados.

3.- No se encontraron alteraciones micrescépicas en presencia de los
diferentes metales.

4.— En presencia de plomo los cultivoes desarrcllan un color oscuro.

5.- La biomasa celular de €. albicans capta eficientemente cromoc (48%),
medianamente cadmio (36%), cobre (31.6%), cobalto (22.6%), pliomo y mercurio
(16%) y no capta arsénico ni fluor.

6. Los resultados encontrados en este trabajo indican que la biomasa de la
levadura €. albicans presenta diferentes porcentajes de captacidén de metales
pesados ¥y fluor, especialmente, de crome y cadmio por lo que en un futuro se
pudieran implementar filtros biolégicos con esta biomasa sola ¢ mezclada con
otras, para tratar de eliminar metales pesados de niches acuaticos y zonas
urbanas que presentan contaminacién por 1los mismes, ¥ asi  tratar de
disminuir los riesgos que representan para la salud humana.
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