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RESUMEN

En la actualidad esta bien documentado que las biomasas microbianas son
capaces de bioadsorber lones metdlicos en solucién, ain cuande las células
estan muertas, lco cual abre una alternativa potencial para la eliminacién de
metales pesados de aguas residuales, asi como para su recuperacién de
soluciones diluidas. Por otro lado, los bioadsorbentes naturales de facil
acceso, pueden ser wtlllzados en 1los lugares donde los costosos
intercambladeres iénicos no son factibles. :

FPor lo anterior, el cbjetive de este trabajo fue evaluar la captacién de
metales pesados (Pb++, Cd++, As+++, Hg++, Cu++, Zn++, Co++ y F-) por tres
biomasas celulares (Cepa silvestre de Mucor rouxii IM-80, Cepa mutante de
Mucor rouxii, resistente a cobre y mercurio, asi como la quitina comercial).
Para cada prueba, se preparé una serle de soluciones con concentracién
conocida del ién metdlico a probar, ajustando a un pH de 4.1. La cantidad de
biomasa utilizada fue de 80 mg/200 ml de solucién metadlica a probar.
Posteriormente, se tomarcn muestras a determinados tiempos, la biomasa se
removidé por centrifugaci6én a 3 000 rpm/5 min., ¥y el sobrenadante se analizé
para determinar la concentracién del i6n metdlico. Las determinaciones de
Pb++, Hg++, Cd++ y Zn++ fueron realizadas por el método de la ditizona, las
determinacicnes de As+++ y Cu++ por Espectrofotometria de Absorclén Atémica,
la de F- por el método del Ié6n Selectivo y la de Co por €l de 1la
metilisobutilcetona.

Los resultados obtenidos fueron los sigulentes: 1la cepa mutante adsorbe
eficientemente plomo, cadmio, mercurio, cobre y fluor (96.2%, 57.7%, 53.6%,
39% y 38.4% respectivamente, adsorbe muy poco cobalte (9.5%) y nada de
arsénico y zinc. Por otro lado, la cepa silvestre sé6lo adsorbe con eficiencia
plomo (91.5%), medianamente cobre (28%), muy poco cadmio, mercurio y cobalto
(5%, 4.5% y 11.3% respectivamente) y no capta ninguna concentracién de fluor,
arsénico y zinc, mientras que la quitina capta un 91.5% de plomo, 36.5% de
flGor, 13.3%4 de cobalto, 10.5% de cadmic, 9.6% de mercurio y nada de
arsénico, zinc y cobre.



GENERALIDADES

Mucor rouxii es un hongo dimérfico de la familia de los Zigomicetos, el
cual en presencia de oxigenc se desarrolla en forma de micello y bajo
condiclones anaerébicas y en presencla de CO2 crece como levadura (Acosta,
1984; Bartnickl Garcia, 1968). AdemAs de la composicidon de la atmésfera de
crecimiento, la fuente de carbono y de nitrégeno tamblén influyen sobre el
dimorfismo de Mucor. En general, el desarrollo de la forma de levadura
requiere de altas concentraclones de hexosas. Por otra parte, el desarrollo
micelial puede ocurrir sobre una gran variedad de fuentes de carbono que

incluyen hexosas, disacaridos, pentosas y otros compuestos de 3 y 4 Atomos de
carbono (Bartnicki Garcia, 1968).

El ciclo asexual de Mucor rouxii puede ser dividido en 3 etapas:

1.- Germinacién de las esporas.
2.- Crecimiento vegetativo.

3.=- Formacidn de esporangioforos.

La pared celular de Mucor rouxii en sus diferentes fases de desarrcllo
presenta una composicién quimica compleja (Tabla No. 1), siendo la quitina el
componente estructural mas importante de la cubiertaza, asi comoc también puede
abservarse una proporcién mayoritaria de meanosa en la forma de levadura y la
presencia de glucosa unicamente en la espora. (Bartnicki Garcia, 1968).

CARACTERISTICAS DE LA QUITINA

La quitina es un polisacarido cristalino formade por cadenas lineales de
unidades de N- acetil-D-glucosamina (2 acetamido-2-deoxi-D Glucosa) unidas
por enlace glucosidico B(1-4), segin la siguiente férmula:

CHJ“‘




En la naturaleza la quitina se presenta en forma de microfibrillas. Es un
s6lido Insoluble en agua, 4acides organicos diluidos, &lcall concentrado,
alcohol y otros solventes organicos. Se puede disolver en aclidos minerales
concentrados, tales como HC1l, H2SO4, H2P0Os4, etc (Acosta y Cols., 1987).
La quitina se encuentra en tres formas polimérficas: o, B y ¥, las cuales
difieren en el arreglc de las cadenas dentro de las celdas del cristal. La a-
quitina es la forma polimédrfica mas compactada y cristalina, y las cadenas
estin arregladas en forma antiparalela; la B-quitina es aquella forma en que
las cadenas son paralelas y la y-quitina es agquella forma en gque las cadenas
corren en formas alternadas, existiendo dos en un sentido y otra en sentido
contrario. La forma poliméorfica més ilmportante es la a-quitina, la cual es
ademds la mAs estable; bajo ciertas condiciones la 8 y y-quitina tienden a
adquirir esta forma. La a-quitina forma celdas ortorémbicas, las cuales
tienen las sigulentes dimensiones: a=0.478% b=1.030, c=1.885 nm. La cadena de
quitina puede ser vista como una hélice de poli-N- acetil-D-glucosamina con
un valor de traslaciédn de 0.515 nm y 2 residuos de azicar por vuelta de
hélice (Bartnickl Garcia, 1968). La unidad de celda consta de 2 cadenas
corriende en direccién opuesta. La celda cristalina de B-quitina es
monoclinica con las sigulentes dimensiones: a=0.485, b= 0.926 nm. La
B-quitina contiene cadenas paralelas extendidas que pueden ser visuallizadas
como arreglos laminares unidos por puentes de hldrégeno. la quitina tiene un
gradao de polimerizacién de 2000-3000 residuos de azicar por cadena ¥y un peso
molecular promedio de 4.2 x 105 a 6.3 x 2105 daltones (Acosta, 1984).

MECANISMOS DE SINTESIS DE QUITINA

la biosintesis de quitina in vitro fue descrita primeramente por Glaser y
Brown (1957) quienes emplearon extractos libres de celulas de Neurospora
crasa, las cuales catalizaban 1la incorporacién de N-acetilglucosamina
(GlcNac) a partir de UDP-GlcNac en un polisacAride insoluble susceptible a la
acciétn de la quitinasa. El mecanismo de sintesls de quitina es un proceso de
transglicosilacién, por el cual un donador, en este caso un azldcar
nucleétido, transfiere el azidcar a un aceptor mediante la enzima quitina
sintetasa (UDP-2-acetamido-2-deoxi-D-glucosa: quitina 4-B-acetamido-deoxi~
4 glucosiltransferasa), en presencia de ATP, Mg"'+ ¥y GlcNac, los cuales aungue
actian 1in vitro, no es seguro que se requlera in vivo para el funcionamiento
de la enzima (Bartnicki Garcia, 1968).

Posteriormente se demostré por estudios de microscopia electrénica que la
la enzima se hallaba asociada con unas microvesiculas de una morfologia
peculiar y de un diaémetro de 40-70 nm lo que las c¢onvierte en las vesiculas
mads pequefias aisladas hasta ahora (Acosta y Cols,, 1987), ya que su unica
funci6n conocida es la sintesis de microfibrillas de quitina. Per estudios in
vitrec se ha observado que los guitosomas sufren una serie de transformaciones
durante el proceso de fibrilogénesis, la quitina cristaliza en el interior
del quitcsoma dando lugar a la apariclién de estructuras de aspecto fibroide,
hasta que la cubierta del quitosoma se abre y permite la cristalizacién de la
quitina en forma de una microfibrilla (Acosta, 1984).



Como ya se menclondé, los quitosomas son microvesiculas generalmente
esferoldales de 40-70 nm de dismetro, cuya apariencia al microscopio
electrénico varia. Algunos revelan una estructura interna granular rodeada
por una cubierta de 6-12 nm de espesor (cicloide), en tanto que otras no
muestran la estructura interna sino que aparecen s6lidos con una marcada
depresién en su superficie externa (proctolde) (Acosta, 19g4).
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ANTECEDENTES

Se ha reportado el uso de celulas microbianas como biocadsorbentes y
biocabsorbentes naturales de metales pesados para la descontaminacidén y/o
recuperaciétn de dichos metales de una gran variedad de nichos ecolégicos
contaminados. La naturaleza de esta blomasa celular es muy diversa, pues se
han utilizado bacterias, algas y hongos, asi como otro tipo de materiales
(lodos, materia organica, etc.,). Davis (1984) reportdé la complejacién de
cobre y cadmio por materia organica mnatural, extraida del sedimento
de la superficie del 1lago Urnersee {Sulza), Balistrieri y Murray,
(1982) 1la sadsorcidén de cobre, plome, zinc y cadmio por Goetlte (6xido de
fierro preparado sinteticamente), Tada y Suzuki (1982), la adsorcién ¥
desorcidédn de cobre, zinc, cadmic y plomo por lodos de rios wurbanos.

Por coiro lado, Horikoshi y cols (1981) reportaron la captura de uranio por
el alga Chlorella vulgaris, Ramos y Cols. (1893), la acumulacién de cobre
plomc y zinc por el alga verde Cladophora glomerata. También se ha descrite
la captura de plomo por la bacterla capsulada Azotobacter spp (Tornabene and
Edwards, 1972): la captaciéon de cadmio, estroncio, calcico, magnesio, sodio y
potasio por 2 especles CGram posltivas que son: Baclillus megaterium vy
Streptococcus mutants (Beveridge and Murray, 1976); la captura de osmio por
Escherichia coli K-12 (Hoyle and Beveridge, 1984); la acumulaci6én de uranio
por Pseudomonas aeruginosa ¥y Saccharomyces cerevisiae (Strandberg y cols.,
1981).

En cuanto al uso de la biomasa celular de algunos hongos para la
eliminacién de metales, también hay diversos reportes entre los que se
encuentran: la absorciétn de uranio y thorliec por BRhizopus arrhizus y Rhizopus
sp (Tobin y cols., 1984; Tsezos and Volesky, 1981) asi como por algunas
especies de Penicillium gsp (Voleski, 1987); La captura de cobre, zinc,
manganeso, cadmio, baric, mercurio y plata por 1la biomasa de Rhizcpus
arrhizus (Tobin y cols., 1984); la captura de cobre por 1la cepa silvestre y
algunas mutantes de Mucor rouxii (ChAvez Marin y cols., 1893; Cértes Penagos
y cols., 1994); la captacién de cobre y plata por Trichoderma sp (Cortes
Penagos ¥y cols., 1993); 1la captura de cobre y cobalto por Cunhinghamella
blakesleana (Venkateswerlu and Stotzky, 1989), 1la captacién de mercurio,
plomo, cadmio y arsénico por la fase miceljal de una cepa mutantes de Mucor
rouxii (Acosta y Martinez, 1893; Martinez Juarez, 1991; Martinez y cols.,
1994) y la bioadsorcién de zinc, mercurio, cobre y plome por hongos
regsistentes a algunos iones divalentes (Mucor rouxii 1 y 2, Cladogporium sp y
Y Helmintogporium sp) (Acosta y cols., 1993; Garcia Martinez, 1992), ¥y
utilizando la biomasa celular de 1los honges mencionados anteriormente,
Olivares Trejo (18994) y Acosta y Cols. (1994) estudiaron la bloadsorciétn de
cobre, cobalto fldor y cadmio. Por lo anterior, seria de interés e] estudiar
la captacién de alguncs iones metdlicos por 1la biomasa celular de otros
hongos, asi como por algunos componentes de la pared celular de los mlismos,
para Lratar de implementar técnicas que impliquen el uso de la biomasa
celular de los hongos mas eficientes en la captaciédn de dichos metales, para
su eliminacién de algunos mantos acuiferos contaminados.




OBJETI VO GENERAL

Realizar un anAlisis comparativo de la capacidad de bioadsorcién de
diferentes metales pesados por dos cepas de Mucor rouxii y 1la quitina
comercial. -

OBJETIVOS PARTICULARES

=-=~= Comparar la capacidad de captaciétn de algunos metales pesados en soluclén
por las 2 cepas de M.rouxii con un trabajo previo {Martinez y cols. 1994).

—~— Determinar sl la quitina es la principal responsable de la bioadsorcién
de metales pesados.

——— Determinar cual de las biomasas celulares analizadas es mas eficliente en
la captacién de metales pesados para tratar de implementar filtros biolégicos
para la eliminacién de dichos metales de aguas residuales.



MATERTIAL Y METODOS

Las cepas de hongos utilizadas en este trabajo fueron la cepa silvestre de
Mucor rouxii IM-80 y una mutante de la wmlsma cepa resistente a cobre y
mercurio cbtenlda por mutagénesis con nitrosoguanidina, las cuales fueron
proporclionadas por el Dr. Lulis Sosa del Instituto de Investigacidm en
Biologia Experimental de la Facultad de Quimica de 1la Universidad de
Guanajuato. Ademés, se utilizé w-quitina comercial (Sigma Chemical Company).
la cepa sllvestre se conservé y subcultivdt en Agar Dextrosa Sabouraud,
mientras que la mutante lo fue en el sigulente medio minimo:

COMPONENTE CONCENTRACION
(g71t)
Agar bacteriolégico 20
Dextrosa 20
Fosfato acido de potasio 6

Nitrato de amonio 1.B
Sulfato de magnesio-heptahidratado 1.0
Sulfato de flerro-heptahidratado 0.001
Sulfato de zinc-heptahidratado 0.00D18
Sulfato de magnesio-heptahidratado 0.003

A este medilo se 1le agregan 200 miligramos de sulfate de cobre
heptahidratado/lt, ya que los hongos pueden perder su resistencia a metales
pesados si se mantienen en medios sin metal.

LAVADO DE QUITINA

Con objeto de eliminar el exceso de niquel contenido en la quitina, ésta
se lava con acido etilendiamino tetraacético (EDTA) al 5% (p/v) durante una

semana con agltacidén constante a 28°C, cambiando la solucién de EDTA cada 24
hrs.

LAVADO DE MATERIAL

Con el fin de evitar al miximo problemas por contaminacién, todo el
material tanto de vidrio como de plastico se debe someter al siguliente
tratamiento: se lava de manera comin con agua corriente y un detergente
neutro (Extran) previo remojo; se enjuaga con agua destilada y se le pasa a
un recipiente que contiene acido nitrico al 10 % (v/v en agua desionizada),
se deja reposar 24 horas y se enjuaga con agua tridesionizada. Por ultimo, se
seca en un horno (Felisa) a 1la temperatura requerida segin el tipo de
material. Se enfria e inmediatamente se tapa con papel aluminio y se guarda
protegido del polvo.

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



OBTENCION DE LA BIOMASA CELULAR

Se toma una asada en condiciones esteriles de las esporas creclidas en los
medios anteriores (dependiendo de la cepa), y se coloca en un tubo de ensaye
conteniendo 1 ml de solucién salina estéril al 0.85%. Se hacen diferentes
diluciones (1:100 y 1:1000) en la misma solucién salina y se cuentan las
esporas en un hematocitédmetro. Posterlormente, se siembran 1 X I0 esporas en
200 ml de medio de caldo de tloglicolato y se incuban a 28 °C en un bafio con
agitaciétn constante durante 12 hrs. (YAMATO constant temp. shaking bath model
131-25). La biomasa celular obtenida se separa del medio de cultivo mediante
filtracion (papel filtro), después se lava con agua tridesionizada (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 solucidén estandar del metal a probar, en agua
tridesionizada; se ajusta el pH a 4.1 (potenciémetro de belsille PS-15,
Corning) donde se obtiene la mayor captacién de metal, (Acosta y Martinez,
1993). La cantidad de biomasa afiadida a cada matraz FErlenmeyer fue de 80
miligramos/200 ml de solucidtn a probar. Se toman alicuctas de 10 ml a
determinados tiempos, la blomasa es removida por centrifugaciétm (3000 rpm/5
min. Centrifuga Clinica, Solbat) y al sobrenadante se le determina 1la
concentracion y/o porcentaje del 1i6n metdlicoe no adsorbido por la biomasa
celular (ver metodologia abajo), y por diferencia se determina la cantidad
adsorbida por la biomasa celular. El valor obtenide en el sobrenadanie debe
ser inverso al adsorbido por la biomasa.

DETERMINACION DE CADMIO POR EL METGDO DE LA DITIZONA
{Clesceri y cols., 1989)

FUNDAMENTO

los iones cadmio bajo ciertas condiciones reaccionan con la ditizona para
formar un compuesto de color rosa a rojo que puede ser extrajido con
cloroformo. Los extractos obtenidos con el cloroformo son medidos
fotométricamente y la concentraciétn de cadmio es obtenida a partir de una
curva patréon del mismo metail.



REACCION QUIMICA
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DITIZONATO DE CADMIO (RO)

INTERFERENCTIAS

En 1las condiciones especificadas, las concentraciones 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

Espectrofotémetro de luz UV Shimadzu modelo 1B60-A.

REACTIVOS

a.— Solucibdn stock de cadmio.- Disclver 0.2272 gramos de cloruro de cadmio en
1 1litro de agua tridesionizada, 1 mililitro de esta solucién es igual a 100
microgramos de cadmio. Esta solucidén se guarda a 4°C en un frasco de

polietilenoc.

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.— Soluciones de hldroxido de sodio-clianuro de potasio.

Solucién I.- Disolver 400 gramos de hidréxido de sodio y 10 grames de
cianurp de potasio en agua tridesionizada y aforar a 1 litro. Guardar a 2°c
en un frasco de polietileno. Estable por 1 mes.

Solucién II.- Disolver 400 gramos de hidréxido de scodio y 0.5 gramos de

cianuro de potasic en agua tridesicnizada y aforar a 1 litro. Guardar =a A°c
en un frasco de polietlleno. Estable por 1-2 meses.
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d.=- Soluclién de hidrocloruro de hidroxilamina.- Disolver 20 gramos de
hidrocloruro de hidroxilamina en agua tridesionizada y aforar a 100 ml.
guardar a 4°C en recipiente de polietileno.

e.- Solucién stock de Ditizona.- Disolver 100 miligramos de ditizona en 50 ml
de cloroformo y filtrar a través de un papel filtro (Whatman No. 42), recibir
el filtrado en un embudo de separacién, lavando el papel filtro con 3
porciones de S5 ml de cloroformo.

Adicionar 100 ml de hidréxide de amonio (1:99 v/v en agua tridesionizada)
al embudo de separacién y aglitar por 1 minuto, dejar que se separen las fases
de cloroformo y la acuosa. Transferir la fase de cloroformo a un segundo
embudo de separacién, reteniendo la capa acuosa de color naranja en el primer
embudo, repitiendc la extraccién en la fase de cloroformo del segundo embudo
usando 100 ml de hidroxido de amonio, transferir las fase acuosas a un tercer
embudo de separacion, desechandose las fases de cloroformo.

Adicionar porciones de 2 ml de &acido clorhidrico 1:1 (v/v con agua
iridesionizada) al tercer embudo que contiene las fases acuosas, mezclando
después de cada adicién hasta que los precipitados de ditizona y la solucién
no presenten un color naranja. Extraer los precipitedos de ditizona con 3
porciones de 25 ml de cloroformo, diluir los extractos combinados ajustando
con clorefermo a un litro; 1 ml de la solucién stock corresponde a 100
microgramcos de ditizona.

f.—- Soluclién de trabajo de ditizona.—- Diluir 1la sclucién stock de ditizona
con cloroformo para producir una solucién de trabajo de 10 microgramos/ml.
Esta solucidén debe de prepararse diariamente.

g.— Cloroformo. Grado reactivo. Marca Productos Quimicos Monterrey, S.A.

h.- Solucién de acido tartarico.- Disclver 20 grames de #fcide tartarico en
agua tridesionizada y aforar a 1 1lt. Guardar a 4°C. Este reactivo debe de
usarse frio.

i.- Acido clorhidrico concentrado.
J.— Hidréxido de sodio 6 N.
PROCEDIMIENTO

Adlicionar los reactivos en el siguiente orden, mezclando después de cada
adlicién: 1 ml de solucién de tartrato de sodio y potasio, més 5 ml de
solucién I de cianuro de potasio-hidréxido de sodlio, mas 1 ml de solucién de
hidrocloruro de hidroxilamina y 15 ml de solucién stock de ditizona y agitar
por un minute. Pasar la capa de cloroformo- dentro de un segundo embudo de
separacién que contiene 25 ml de solucién de aclido tartarico frio. Adiclionar
10 ml de cloroformo al primer embudo, agitar y pasarlo dentro del segundo
embudo, sin permitir que la capa acuosa pase al segundo embude, debide a que
el ditizonato formado se descompone al contacto con el &alcall,
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Agitar el segundo embudo por 2 minutos y descartar la capa de cloroformo,
adicionar 5 ml de cloroformo, agitar 1 min. y descartar la capa de
cloroformo (debido a que el complejo que forma el metal con la ditizona, se
ha tranferide a la solucién de acido tartarico). Enseguida adlclonar en el
siguiente orden: 0.25 ml de solucién de hidrocloruro de hidroxilamina y 15 ml
de solucién de trabajc de ditizona (la cual se preparé en cloroformo),
adiclonar 5 ml de solucién II de clanuro de potasio-hldréxido de sodio,
inmediatamente agitar por 1 min. y transferir la capa de cloroformc a una
celdilla; leer la absorbancia de 1la muestra a 5S18 nm obteniendo la
concentraclén de cadmic de la curva de calibracién; teniendo en cuenta que la
concentracién minima detectable es de 0.5 microgramos/15 ml de solucién de

ditizona.

DETERMINACION DE MERCURIO POR EL METODO DE LA DITIZONA
{Clesceri y cols., 1989)

FUNDAMENTO

Los iones mercurio reaccionan con la solucidén de Ditizona en cloroformo
para formar un compuesto de color naranja. Las diferentes tcnalidades del
color mnaranja se miden en un Espectrofotémetro, calculando las
concentraciones a partir de una curva estandar.

REACCION QUIMICA

Cs Hs
/
Ce H:z H N=N-Ce¢Hs Ce Hs N=N s Cs Hs
\ /7 \ / \ y,
2 N-N-C +Hg —- > N-N=C Hg C=N-N +.’!H+
7 W 7 N e % Y \
H HH H S N=N H
DITIZ Ol X ERDEY INTIZONAT D DE MERTURIO (NARANJAS

INTERFERENCIAS

El cobre, oro, paladio, platine divalente ¥y plata reaccionan con 1la
Ditizona en sclucién acida. El cobre presente en los extractos de Ditizona se
encuentra en la fase organica y el mercurio en la fase acuosa. Los olreos
contaminantes por lo general no se encuentran en estas soluciones.
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APARATO
Espectrofotémetre UV Shimadzu Modelo 160-A,
REACTIVOS

a.— Agua libre de mercurio.- Se wutiliza agua tiridesionizada para la
preparacién de todos los reactivos y diluclones.

b.- Solucién stock de mercurio.- Disolver 135.3 miligramos de cloruro
mercirico en 700 ml de agua, afiadir 1.5 ml de #&cido nitrico concentrado y
aforar a 1000 ml con agua; 1.0 ml= 100 microgramos de mercurio.

Cc.- Solucidtn estandar de mercurio.- Diluir 10 ml de solucidn stock de
mercurio a 1000 ml con agua; 1.0 mi= 1.00 microgramos de mercurio. Preparar
antes de usarse.

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

e.- Acido sulfirice concentrado exento de mercurio.

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

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

h.- Sclucién de Ditizona.— Diluir BO ml de sclucién ctock de Ditizona (ver
metodologia de cadmic) con cloroformo a 1 000 ml; 1 ml= 6 microgramos de
Ditizona.

i.- Acido sulfarico 0.25 N.- Diluir 250 de éacido sulfirico 1N a 1 000 ml con
agua.

J.- Solucién de bromuro de potasio.- Disclver 40 gramos de bromuro de potasio
en 100 m] de agua.

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

1.- Solucidén buffer de carbonato-fosfato.- Disolver 150 gramos de fosfato de
sodio dodecahldratade y 38 gramos de carbonato de potasio anhidro en 1 000 ml
de agua. Extraer con Ditizona hasta que la solucién permanezca azul. Lavar
con cloroforme para remover el excesoc de Ditizona.

m. - Sulfato de sodioc anhidro.
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PROCEDIMIENTO

Afiadir a cada muestra problema obtenida S00 ml de agua (o cualquier otro
volumen seleccionado), 1 ml de sclucisn de permanganato de potasio y 10 ml de
éicido sulfirico concentrado, mezclar y calentar a ebullicidén. Si es
necesario, afiadir mas permanganato de potasio hasta que persista un color
rosa, después de gue 1la ebulllcién ha cesado. Posteriormente, afladir
lentamente 5 ml de persulfato de potasio y dejar enfriar durante 30 min.
Afiadir una ¢ mAs gotas de hidreocloruro de hidrexilamina, hasta la
eliminacion del color rosa. Despuésg, transferir cada solucién individualmente
a embudos de separaciétn de 1 000 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 3 veces, para
asegurar una extraccién adecuada. La Ultima capa de Ditlzona debe tener un
color azul intenso semejante al de la solucién original de Ditizona.

Lavar con agitacldén los extractos acumulados de Ditizona en un embudo de
separacién de 250 ml con 50 ml de dAcido sulfirico 0.28N. Transferir los
extractos lavados a otro embudo de separacién de 250 ml y afiadir 50 ml de
&cido sulfurico 0.25N y 10 ml de bromuro de potasio y agitar vigorosamente
para transferir el ditizonato de mercurio de la capa organica a la capa
acuosa. Descartar la capa mas inferior de Ditizona, lavar la capa acunsa con
un pequefio volimen de cloroformoc y descartar el cloroformo de los lavados.
Afadlr 20 ml de soluclén buffer de fosfato-carbonato a cada embudo de
separacién y afiadir 10 ml de soluclidén de Ditizona. Agitar vigorosamente,
dejar separar y tranferir la capa de cloroformoa una celdilla y leer a una
Absorbancia de 4392 nm, obteniendo la concentracién de mercurio de una curva
patrén. lLa conceniracién minima detectable es de 1 microgramo/10 ml de
solucién de Ditizona.

DETERMINACION DE PLOMO POR EL METODO DE LA DITIZONA
{Clesceri y cols., 1989)

FUNDAMENTDO

La muestra acidificada conteniendo pequefias cantidades de plomo (ppm) se
pone a reaccionar con la solucién reducteora de citrato de cianuro amoniacal y
se extrae con Ditizona en cloroforme para formar un ditizonato de plomo de
color rojo cereza. El color resultante es medido fotométricamente a una
longitud de onda de 510 nm.
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REACCION QUIMICA

Cs Hs

. 7

Ce Hs H N-=N-CsHs Cs Hs N=N s Cs Hs
s . 1:; ; . \ / \ s \ 7

,N-N-C + Pb ~—> N-N=C Pb C=N-N +2H"
o NS / N e £ N / \
is: H s N=nN H
TIZONA (VERDE)

UIMIZOHATD DE PLOMO (ROOY

INTERFERENCTIAS

En una solucién de cilanuro amoniacal débil (pH 8.5 a 9.5), 1la Ditizona
forma complejos coloridos con bismuto, estafio y talio monovalente.

APARATOS

Espectrofotémetro luz UV Shimadzu modelo 160-A.
REACTIVOS

a.— Solucién 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 0G0
ml con agua. 1 ml= 100 microgramos de plomo.

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

¢.- Acido nitrico 1 a 5.- Diluir 200 ml de acido nitrico concentrado a 1 000
ml con agua.

d.- Hidréxido de amonio 1 a 10.- Diluir 10 ml de hidréxido de amonio
concentrado a 100 ml con agua.
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e.- Soluclién reductora de cianurc-citrato.—- Disclver 400 gramos de citrato de
amonio dibasico, 20 gramos de sulfito de sodle anhidro, 10 gramos de
hidrocloruro de hidroxilamina y 40 gramos de clianuro de potasio en agua ¥
diluir a 1 000 ml: mezclar esta soluclén con 2 litres de hidréxido de amonio
concentrado.

f.- Sclucldn stock de Ditizona. - Ver metodologia de cadmlo.

g.~ Solucién de trabajo de Ditizona.— Diluir 100 ml de solucién stock de
Ditizona a 250 ml con cloroformo; 1ml= 40 microgramos de Ditizona.

h.~ Sclucidén de sulfito de sodio.- Disolver 5 gramos de sulfito de sodio
anhidro en 100 ml de agua.

PROCEDIMIENTO

A la muestra problema, se le afiade 1 ml de édcido nitrico concentrado, y se
incuba a 4°C hasta su procesamiente. Después, adicionar 20 ml de 4écido
nitrice 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 adiclonar al filtrado.

Posteriormente adicionar S0 ml de la solucién citrato-cianuro amoniacal,
mezclar y dejar enfriar a temperatura ambiente. Adicionar 10 ml de solucién
de trabajo de Ditizona, agitar vigorocamente y dejar gque se separen las
capas, descartar 1 ¢ 2 ml de la capa de cloroforme, ¥y medir la absorbancia
del extracto a 510 nm, utilizando como blanco solucién de trabajo de
Ditizona, La cantidad minima detectable por esta técnica es de 1
microgramo/10 nl de scolucién de Ditizona.

DETERMINACION DE Z2INC POR EL METODO DE LA DITIZONA
(Clesceri y cols., 1989)

FUNDAMENTO

El zine es separado de olros metales por extraccién con Ditizonz ¥y se
determina midiendo el c¢oler del complejo zinc-Ditizona en tetracloruro de
carbono, a una absorbancia de 535 nm.
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REACCION QUIMICA

Ce Hs
CcHs H N=N-CsHs Ce Hs N:N / ¥ Ce Hs
\ /20 - \ s N/ \ /
2 N-N-C +Zn m———3 N-N=C Zn C=N-N .
/ W ’ LN Y % \
H PSS H - ¥ N=X H
T I0HA (VERDED INTIZONATO DE TINC (ROS8)

INTERFERENCIAS

Puede haber interferencias con cadmio, cobre, plome y niquel.
APARATOS
Espectrofotémetro luz UV Shimadzu modelo 1B80-A.
REACTIVOS |

a.— Solucién stock de zinc.- discelver 100 miligramos de zinc metdlico en un
pequefic exceso de écide clorhidrico 1 a 1 (aproximadamente 1 ml). Diluir a
1 000 ml con agua. iml= 100 microgramos.

b.=- Soluciédn estandar de zinc.- Diluir 10 ml de solucién stock de zinc a
1 000 ml con agua, 1 ml = 1 micrograme de zinc.

c.— Aclido clorhidrico 0.02N.- Diluir 1 ml de Acido clorhidrico concentrado a
600 ml con agua.

d.- Acetato de sodio 2 M.- Discolver 68 gramos de acetatc de sodio
trihidratado y diluir a 250 ml con agua.

e.~ Acido acético 1 a 8.
f.- Solucién buffer de acetatos. - Mezclar volumenes iguales de acetato de
sodio 2 M y acldo acético 1 a 8. Extraer con porciones de 10 ml de solucién I

de Ditizona, hasta que el udltimo extracto permanezca verde, y posteriormente
se extrae el exceso de Ditizona con tetracloruro de carbono.
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g.- Solucién de tiosulfato de sodlo.- Disclver 25 gramos de tiosulfato de
sodio pentahidratado en 100 ml de agua, purificar con extraccién de ditizona
como en el paso anterior.

h.~ Solucién stock de Ditizons.- Ver metodologia de cadmio.

i.- Solucion I de Ditizona.- Diluir 40 ml de solucién stock de Ditizona a 100
ml con tetraclorurc de carbono. Preparar diarlamente,

J. - Solucidén 11 de Ditizona.- Diluir 10 ml de solucidn I de Ditizona a 100 ml
con tetracloruro de carbono. Preparar diariamente.

k.- Tetracloruro de carbono. Grado reactivo. Productos quimicos Monterrey,
S. A.

PROCEDIMIENTO

Colocar la muestra en un embudo de separacién de 250 ml, adicionar S ml de
buffer de acetatos y 1 ml de tiosulfato de sodio y mezclar, el pH debe de
estar entre 4.0-5.5. Adiclionar 10 ml de solucién II de Ditizona y agltar
vigorosamente por 4 min. y dejar reposar S5 min, midiendo la formacién de
color rojo de ditizonato de zinc a 535 nm. La cantidad minima detectable es
de 1 microgramo de zinc en 15 ml de solucién.
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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 proplias de los atomos.
Cada atomoc tiene un nidmero especifico de electrones asociado con su nicleo,
en una estructura orbital, la cual es 1Unica para cada elemento. La
configuracion electrénica mas estable de un Atomo conocida como "estadeo
basal" es la configuracién orbital normal de menor energia de un Atomeo. Si se
aplica energia de magnitud adecuada a un Atomo, éste absorbe dicha energia y
un electrén exterior sera promovido a una configuracidénm orbital superlor
inestable o "estado excitado". El Atomo de manera espontinea e jnmediata
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
l1uz absorblida a determinada longitud de onda, cuando su trayectoria pasa a
través de una nube de aAtomos.

El uso de fuentes de 1luz especiales y la seleccién cuidadosa de la
longitud de onda especifica, permite la determinacién cuantitativa individual
de los elementos en presencla de otros. La nube atdémica requerida para las
determinaciones en Absorcidén Atémica, es producida por el suministro
suficiente de energia térmica a la muestra para disociar los compuestos
quimicos en Atomos libres. Para este proposito, un volumen de la solucidn de
la muestra se conduce a la flama alineada en la trayectoria de la luz. Las
fuentes de luz con lineas estrechas de longitud de onda, no sélo proporcionan
alta zensiblidad, sino que también hacen de la Absorcioéon AtdSmica una técnica
analitica muy especifica con pocas I1nterferencias espectrales.

INTERFERENCIAS

A pesar de la alta especificidad de la técnica de Absorcion AtOmica pueden
existir interferencias gue disminuyan su capacidad analitica. Sin embargo,
puesto que estas interferencias estan blen definidas, es facil eliminarlas o
compensarlas. Entre ellas, las mAds comunes son la Interferencia de matriz y
la absorcidén de fondo. La primera ocurre cuandeo las caracteristicas fisicas
de la muestra (vicosidad, tensitn superficial y caracteristicas de
temperatura) y del estandar difieren considerablemente. Esto puede suceder,
cuande la solucién de 1z muestra tlene una alta concentracion de gales
disueltas o dacido, cuandec se han usado diferentes solventes en las soluciones
de la muestra y del standard o cuando las soluciones de la muestra y del
standard estan a temperaturas radicalmente diferentes.

Una de las formas que compensan las interferencias de matriz es el empleo
del método de adiciones de estandar, é¢sta es una técnica 1uUtil que a menudo
hace posible trabajar en 1la presencia de una Interferencia y aan hacer
determinaciones precisas de la concentracién del analito. En el método de
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adiciones de estandar se toman tres alicuotas de la muestra. Se diluye la
primera a un volumen conocldo con el sclvente adecuado. A la segunda y tercer
alicuotas se le afiaden cantidades adecuadss de esténdares conocldos ¥y se
lleva al mismo volumen, para que las soluciones finales contengan diferentes
adiciones del metal a ser determinado. Se determina la absorbancia de cada
soluclén. Se grafican las lecturas obtenidas de absorbancia contra 1la
concentracién afiadida y se extrapola la linea resultante hasta cero de
absorbancia. El intercepto sobre el eje de las X da la concentracidon del
metal en la solucidén de la muestira diluida. Con esto, tanto la solucién de la
muestra como la de los estandares se ajusta a las mismas condiciones.

La interferencia por absorcién de fondo se debe a dos causas: dispersion
de la luz por particulas en la flama y absorcién molecular de la luz de la
lampara por diferentes moléculas presentes en la flama. Cliertas muestras
cuando son atomizadas, absorben o dispersan la luz de la fuente debido a la
exlistencia de especies moleculares gasecsas, particulas salinas, etc., etc.
La absorbancla molecular puede controlarse a menudo, usando una flama de
temperaturas mas altas, que rompa a las especies moleculares absorbentes.
Afortunadamente, la absorciétn de fonde puede distinguirse de 1la abseorcién
debida =al elemento de Interés. El1 elemento puede absorber sélo la linea
estrecha emitida por la fuente primaria; la absorclén de fondo es menos
especifica y se extiende sobre una amplia banda de longitud de onda.

la manera mas comin de compensar esta absorciétn de fonde, es usar un
corrector de fondo, el cual emplea una fuente continua (una lampara de arco
de deuterio en el ultraviocleta o una lampara de ioduro-tungsteno para las
longitudes de onda visible)}. Una fuente continua emite luz de un amplio
egspectro de longitudes de onda en Jlugar de lineas especificas. Con la
correccién de fondo, se obtiene simultAneamente la compensaciétn a la misma
longitud de onda usada para medir la Absorcién Atémica. Con este sistema. la
luz de la fuente primaria y de la fuente continua pasan alternativamente a
través de la flama. El elemento a determinar absorbe la luz sdlo de la fuente
igualmente. Por tanto, cuando electrénicamente se miden ambos haces de luz,
el efecto de la absorbancia de fondo es eliminada.

El método espectrofotométrico de Absorcién Atébémica es tan precisc y exacto
que para obtener resultados confiables, las técnicas empleadas requieren de
controles estrictos en la realizacién de cada una de las etapas del proceso
(mediciones adecuadas, un gran cuidade al realizar la técnica, calibracién
correcta del aparato, etc).

APARATOS
En este trabajo, se utilizé un Espectrofotémetro de Absorcién Atdmica

marca Varlan Modelo Spectr AA-20, locallzado fisicamente en el Centro de
Investigacién ¥y Estudios de Posgrado de esta Facultad.
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SISTEMA GENERADOR DE HIDRUROS PARA LA DETERMINACION DE ARSENICO EN SOLUCION

FUNDAMENTO

Esta técnica se emplea para la determinaclén de elementos metAlicos que
formen hidruros volatiles tales como: arsénico, mercurio, bismuto, antimonio,
selenio, estafio y telurio. La soluciétn que contiene la muestra, se trata en
primer lugar de manera que el metal se encuentre presente en su forma idnica
en una solucién Acida, ensegulda el agente reductor (borohidruro de sodio) es
agregado a la muestra donde reacciona para liberar hidrégeno, dque a su vez
reduce los lones del metal generando quimicamente un hidruro veolatil. EIl
hidruro gaseoso ¥y el hidrégeno producidos son arrastrados por un flujo de
nitrogenc 6 argén hacia una celda de absorciétn de cuarzo calentada por una
flama alre-acetileno, colocada en la trayectoria optica del
Espectrofotéometro. Cuandoc el wvapor del metal es atomizado en la celda de
absorcién, absorbe energia de longitud de onda especifica y se produce una
sefial, registrandose wun pico, la altura del cual es proporcional a la
cantidad de analito presente en la muestra.

la siguiente ecuacién representa wuna simplificacién del proceso de
reduccidén para el arsénico:
As™™+ 3BaT-————- AsHs + 3/2 BHe
AsH3--—— Ag

PROCEDIMIENTO

La determlnacién de Arsénico se realiza a partir de una soluclién patrén de
1 000 ppm de As en &cido clorhidrico al 1.5%. Se emplea como agente reductor
una solucidén de borochldruro de sodio al 5% en hidréxido de sodio al 2X.

Para esta cuantificacion se utilizé el método de adicidn de estandar.
Inicialmente, se realiza una curva de adicién de S puntos por duplicado con
un volumen de calibracién de 12 ml: Un primer punto con muestras sin adicion
(1 ml de muestra adicionada con 1 ml de agua regia), un segundo punto con 1la
muestra adicionada de 5 ppb de As (1 ml de muestra adicionada de 1 ml de agua
regia con 0.6 ml de estandar conteniendo 1 ppb de As), los puntos restantes
son adiciones de 10, 20 y 40 ppb, se preparan afiadiendo 0.12, 0.24 y 0.48 ml
respectivamente del estandar de 1 ppm. También se prepara un duplicado para
el control de agua de la EPA y otro para un blanco de reactivos. Todos se
incuban durante 24 hrs. a temperatura ambiente, posteriormente se incuban a
60°C en acido clorhidrico al 32%.

Finalmente se somete la reaccién al agente reductor para la cuantificacién

del elemento, la linea de absorcién utilizada es de 193.7 nm utilizando una
lampara de descarga sin electrodo y una flama de aire-acetileno.
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SISTEMA DE ATOMIZACION DE FLAMA FPARA LA DETERMINACION DE COBRE EN SOLUCION
(Asha Varma, 1987)

FUNDAMENTO

Este método, es simple y facil de usar, y proporciona un medio amhiente
estable para el Analisis por Absorclén Atémica. El primer paso es la
conversion de la muestra en soluciétn en un vapor atémico, El proceso
involucra nebulizacién o atomizacidén, la selecclétn y distribucién de las
gotas de vapor de la medida correcta, el mezclado del vapor seleccionado con
la flama del gas, y su introduccién en el mechero (quemador del aparato).

El sistema de flama utilizade méis comunmente 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.,
ademds, es recomendable y muy seguroa, sobre todo en longitudes de onda de
cerca de 2 000 Amstrongs, y se utiliza para analizar la mayoria de elementos
que ne forman 6xldos refractarlos. Por este sistema se realizé 1la
determinacién de cobre de las muestras en estudio.

PROCEDIMIENTDO

El aparato se calibra con estandares de concentracién conocida (la
concentracién depende de 1la naturaleza de 1la muestra). Posteriormente se
coloca la muestra en el sistema de capilaridad del aparato (minimo 25 ml}, el
cual absorbera automaticamente la cantidad necesaria para dar la lectura
correspondiente a la concentracién del metal contenido en la solucién.

Las determinaciones de arsénico y cobre =e rezllzaron en el Centro de
Investigaciétn y de Estudios de Posgrado de esta Facultad, contando con la
ayuda de la Q, Laura Fuentes Rubio.

METODO DEL ELECTRODO PARA LA DETERMINACION DE FLUOR
(Clesceri y cols., 19839)

FUNDAMENTDO

El método se basa en el uso de un electrodo de I6n especifico, disefiado
para usarse junto con un electrodo de referencia de Calomel y un
potenciémetro que tenga una escala expandida en milivoltios. El1 elemento
clave del Electrode Selectivo para fluoruros es un cristal de fluoruro de
lantano a través del que se establece un potencial en soluclones de fluoruros
a diferentes concentraciones. El1 cristal contacta con la solucién o muestra
por un lado y una solucién interna de referencia por otro lado.

La actividad del fluorure depende de la fuerza iénica total de la sclucién
y del pH, asi como de las especies acomplejantes de fluoruros. lLa adiclién de
un amortiguador apropiados (TISAB= Total Ionic Strength Activity Buffer),
provee una fuerza iénica suficiente para ajustar el pH y romper los complejos
de manera que en efecto el electrodo mlda concentracion.
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b) INTERFERENCIAS

lLos cationes polivalentes como el Al III, Fe II1 y Si IV acomplejan el ién
fluoruro. El grade al cual sucede el acomplejamlento depende del pH de la
sclucién y los niveles relativos de Fluoruros y especies acomplejantes. Sin
embargo, la adici®n de CDTA (4cido ciclohexilen diamino tetracético) 6
citrato de sodio, acomplejaron preferentemente concentraciocnes de aluminlo
superiores a 5 mg/lt. y llberaron fluoruro como ién libre; de la misma manera
los iones hidrégeno en solucidén acida formaron comple jos con el ié6n fluoruro,
pero el acomplejamiento es insignificante si el pH es superior a B. En
soluciones alcalinas, el 16n hidrégeno interferirda con la respuesta del
electrodo, cuando la concentracién del 1é6n fluoruro sea mayor a 1710 del
nivel del i6n fluoruro. A pH menor 6 igual a 8, la cconcentracion de
hidréoxido es menor 6 igual a 10 M y no causard interferencia.

El electrodo de fluoruro ne responde al 16én fluoroborato (BFi); si se
sospecha que una mnuestra contiene fluoroboratos, destilar para activar la
hidrélisis del flucroborato a fluoruro libre.

APARATOS

a) Medidor de pH con escala expandida 6 digital 6 medidor del ién selectivo.
b) Electrodo de referencia tipe manga (ORION .90-0100. Beckman 43462, CORNING
476012 & equivalente.). No use 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 cublertas de teflén.
e) Cronémetro.

REACTIVOS.

a) Solucién stock de fluoruros. Disolver 221 mg de fluoruro de sodio anhidro
en agua destilada y diluir a 1000 ml; 1 ml. equivale a 100 ug de fluor.

b) Solucién standard de fluoruros. Diluir 100 ml. de la solucién stock de
fluoruros a 1000 ml. con agua destilada; 1 ml. equivale a 10 ug de fluor.

c) Solucién buffer de ajuste 6 regulacién de fuerza iénica total (TISAB).

Poner aproximadamente 500 ml.de agua destilada en un vaso de 1 litro wy

afiadir 57 ml. de &cido acético glacial, 58 g. de clorurc de sodio y 4 g. de
1-2 écido ciclohexilen diamine tetraacético (en lugar de CDTA pueden usarse 12
gramos de citrato de sodio dihidratado, pero puede haber alguna pérdida de
sensibllidad). Agitar para disolver. Poner el vaso en un bafio de agua fria y
afindir lentamente hidréxido de sodio 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 afiadir agua destlilada hasta la marca.
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PROCEDIMIENTO
a) CALIBRACION DEL APARATO.

Normalmente no se requieren mayores ajustes del medidor de pH, si 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 callbracién,
de manera que el standard de 1 mg. de flior por litro lea en el cere (100
mV); cuando el medidor esté en la posiciédn de escala expandida, esto no puede
hacerse en algunos medidores que no tienen un control de calibracién de mV.

b) PREPARACION DE LOS ESTANDARES DE FLUORURDO.

Preparar una serie de estandares afiadiende respectivamente 0.5, 5, 10
ml. de solucién estandar de fluoruro en matraces velumétricos de 100 ml. A
cada matraz afiadir 50 ml. de la solucién TISAB y dilulr a 100 ml con agua
destilada; mezclar blen. Estos estidndares son equivalentes a 0.5, 1 y 2 mg de
flaor por litro (debido a que la concentracién de la muestra se reduce a la
mitad por la adiclén de la soluci6édn TISAB, multiplicar por 2 la concentracién
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 afiadir 50 ml. de la muestra (solucidn
problema de fluor); diluir a la marca con TISAB y mezclar bien; ajustar tanto
los estandares como la muestra a la misma temperatura,

d) MEDICION CON EL ELECTRODO.

Transferir cada estandar y muestra a una serie de wvasos de 150 ml.
Introducir los electrodos y medir el potencial desarrollado mientras se agita
en un agitador mapgnético. Evitar la agitacién antes de introducir los
electrodos a la solucién, debide a que se atrapa aire alrededor del cristal vy
pueden producirse lecturas errdneas ¢ fluctuacliones de la aguja.

Dejar gque los electrodos permanezcan en la solucidén 3 minutos, antes de
tomar una lectura final positiva en mV. Enjuagar los electrodos en agua
destilada y secar con papel entre cada lectura. En algunos cases, alargar el
periodo de medicién a 5 minutos para alcanzar el equilibrio. Para disminuir
los cambios de temperatura es Util una capa de material aislante como corcho,
entre el agitador y el contenedor de la muestra.

Cuando se usen medidores de pH de escala expandida ¢ medidores de i6n
selectivo, recalibrar frecuentemente el electrodo, checando la lectura del
potencial del standard de 1 mg. de fluor por litro y ajustar el control de
calibracioén, si es necesario, hasta que el medidor lea como antes. Confirmar
la calibraclén después de la lectura de cada estandar.
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Graficar los potenclales medidos de los estandares de fliuor contra la
concentracién, en papel semilogaritmico de 2 ciclos. Graficar mg de Fluor/1lt.
en el eje logaritmico con la menor concentracién al final de la pagina.
Usando el potencial medido de cada muestra, leer 1a concentraclén
correspondiente de fluoruro de la curva estandar.

DETERMINACION DE COBALTO POR EL METODO COLORIMETRICO DE LA
METILISOBUTILCETONA. (Charlot, 1978).

FUNDAMENTDO

Los iones cobalto, bajo clertas condiciones reaccionhan con la
metllisobutilcetona para formar un complejo azul estable.

REACCION QUIMICA

HaC CH=
N/
CH
/
CHs= t0: CHa CH>
A} r’f ++ - as /
CH-CHz - C -CHsz + Co - ——53C=0->Cos-0=C-CHs
\
C—Ha/ CH:z
\
CH
AN
CHs CHas

METL ISOBLITLCE TONA (INCOLORR COMPLEJO METH ISOBUTILCETONA-COBAL TD LATULY

INTERFERENCIAS

Algunas veces puede haber interferencias por iones férricos, peroc estas se
eliminan por la adicién de fluoruro de scdio a la mezcla de reaccién.

APARATOS
Espectrofotéometro de luz UV Shimadzu 1680-A.
REACTIVOS
a.- Solucién stock de cobalto.- Disolver 500 miligramos de nitrato de cobalto

en 100 ml de agua irideslonizada. 1 ml de esta solucién equivale a 5
miligramos de nitrato de cobalto.
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b.- Solucién de tiocianato de amonio al 204 (p/v).— Disolver 20 gramos de
tiocianato de amonio en 100 ml de agum tridesionizada. Guardar a temperatura

amblente en recipiente de cristal.
c.= Fluoruro de sodio en cristales.

d. - Hefilisobutilcetona. Marca Productos Quimicos Monterrey, S.A.

PROCEDIMIENTO

1.- En un embudo de separacién, a la solucién problema se le agbega 0.5 ml de
solucién de tiocianato de amonioc 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 metiliscobutilcetona y agitar suavemente durante 1 min.

4.- La aparicién 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), ¥y se lee a una absorbancia de 622 nm,
obteniéndose la concentracién del metal en base a una curva patrén.

PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION {para Cd, Hg, Pb, Co y Zn).
Se preparan una serie de estandares (microgramos/mi) y se tratan de la
misma manera que las muestras problema (ver metodologia), trazéndose una

curva de 5 estédndares contra la absorbancia de la muestra, corrigiéndose las
graficas resultantes por el méiodo de minimos cuadrados.

NOTA: TODOS LOS EXPERIMENTOS SE REALIZARON UN MINIMO DE TRES VECES CADA UNO Y
POR TRIPLICADO.
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RESULTADOS

En este irabajo se probé la capacidad de los hongos Mucor rouxii silvestre
y una cepa mutante del mismo hongo, asi como la quitina comercial (ver
material y métodos) para bioadsorber diferentes metales pesados en solucién,
utilizando las sales de sulfato de cobre, nitrato de cobalte, tridxido de
arsénico, fluoruro de sodio, cloruro de cadmio, cloruro de mercurio
¥y nitrato de plomo, asi como zinc metdlico, empleando diferentes métodos para
la determinacién de los metales, encontrando que la cepa mutante adsorbe
eficlentemente plomo, cadmio, mercurlo, cobre y fluor (96.2%, 57.7%4, 53.6%,
39% y 38.4% respectivamente), =adsorbe muy poco cobalto (9.5%) ¥y nada de
arsénico y zinc (Tablas No. 2-7).

Por otro lado, la cepa silvestre de Mucor rouxii sélo adsorbe con
eficiencia plomo (91.5%)}, medianamente cobre (28%), muy poco cadmio, mercurio
y cobalto (5%, 4.5% y 11.3% respectivamente) y no capta ninguna concentracién
de fludor, arsénico y zinc. (Tablas No. 2-7).

Asi mismo, la quitina también capta un 91.5% de plomo, 368.5% de fldGor,

13. 3% de cobalto, 10.5% de cadmio, 3.6% de mercurio, ¥ ninguna concentracién
de arsénico, zinc y cobre (tablas No. 2-7).
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Fig. No. 1.- CINETICA DE BIOADSORCION DE
PLOMO EN SOLUCION POR LAS TRES BIOMASAS
CELULARES.
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Tabla No. 2.- PORCENTAJE DE BIOADSORCION DE PLOMO EN SOLUCION POR LAS TRES
BIOMASAS CELULARES ESTUDIADAS (en 200 ml, con una concentracion de 200 ppm
con 80 mg de blomasa en agitacién constante a 28°C)

. ——— . — — T i e . e B o e T B e e B e T e o W o i o - e T s T T el T - . S o e o . e e . . A e . S et e T T W S o g

PORCENTAJE DE BIOADSORCION DE FLOMO

TIEMPO Mucor rouxii mutante Mucor rouxii IM BO Quitina
(horas) (*)
o 0 0 Q
2 40.7 31.1 48,3
4 41.3 91 89.1
8 70.0 91 a0.5
24 "96.2 g91.4 91.8

——— — ——— . — T T Tl —— . " o S S T " . o o . A . Y T M o e S o S i T i T i o o . o . o S T - D . e e e e S

(* ) Martinez, V., Moctezuma, M.G. y Acosta, I. 1984. Captaciétn de metales
pesados por la biomasa celular del hongo Mucor rouxii. Biotecnologia. Vol. 4.
No. 1. pp 17-20




Fig. No. 2.- CINETICA DE BIOADSORCION DE
tADMIO EN SOLUCION POR LAS TRES BIOMASAS
CELULARES.
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Tabla No. 3.- PORCENTAJE DE BIOADSORCION DE CADMIC EN SOLUCION POR LAS
TRES BIOMASAS CELULARES ESTUDIADAS [en 200 ml, con una concentracién de
200 ppm, con 80 mg de biomasa, en agitacién constante a 28°C).

- — ———— i — . — — - o — g T— T O S L ek s i — D — T . T O W e o S . o e A S i A T S N —— e T . . S St — — - e

PORCENTAJE DE BIOADSORCION DE CADMIO

TIEMPO Mucor rouxii mutante Mucer rouxii IM-80 Quitina
(horas) (")
0 D 0 (o)
2 0 4.3 1.5
4 0 5.0 1.5
8 4.6 5.0 1.5
24 57.7 5.0 10.5

——— o — ! — i L Sl T — T —— T T T — T o Y T — T — T — T — T —— " - G o [ S Gt o e . M . S . Tt S M R S o . o S o =

(*) Martinez, V., Moctezuma, M.G. y Acosta, 1. 1994. Captaciédn de metales
pvesados por la blomasa celular del hongo Mucor rouxii. Biotecnologia. Vol. 4.
No. 1. pp 17-20.



fig. No. 3.- CINETICA DE BIOADSORCION DE
MERCURIO EN SOLUCION POR LAS TRES
BIOMASAS CELULARES.
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Tabla No. 4.- PORCENTAJE DE BICADSORCION DE MERCURIO EN SOLUCION POR LAS TRES
BIOMASAS CELULARES ESTUDIADAS (en 200 ml, con una concentracién de 200 ppm
con 80 mg de biomasa, agitacién constante a 28°C)

——— —— — — — T ——————— i . S o T W o, S g e . e g S g Wl gt Sy o A e e i P S . S T o . . S o S T . S T T e R W il T

PORCENTAJE DE BIOADSORCION DE MERCURIO

TIEMPD Mucor rouxii mutante Mucor rouxii IM 8O Quitina
(horas) (*)
o 0 0 o
2 36.1 2 4
4 37 2.1 4
8 a7 4.6 9.8
24 53.6 4.6 9.6

. . S S T T ) . o . S e . o . S . S o . . T T . . . ., o . S N W YD Sy A L e . i . S T R o T B . g . T ot R W

(*)Martinez, V., Moctezuma, M.G. y Acosta, I. 1994, Captacién de metales
pesados por la biomasa celular del hongo Mucor rouxii. Biotecnologia. Vol. 4.
No. 1. pp 17-20.




Fig- No. 4.- CINETICA DE BIOADSORCION DE
(0BRE EN SOLUCION POR LAS TRES BIOMASAS.
CELULARES.
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Tabla No. 5.- PORCENTAJE DE BIOADSORCION DE COBRE EN SOLUCION POR LAS TRES
BIOCMASAS CELULARES ESTUDIADAS (en 200 ml con una concentracién de 200 ppm
con BO mg de blomasa, en agitaclédn constantie a 28°C).

—— . e % e e . e e e, e e, e e . W . S e e, R T S O Vi gl Ul e . . e . T . S . o — T T " B o S o oy o e o o S . T o o o, i e, T . e e

PORCENTAJE DE BIOADSORCION DE COBRE

TIEMPO Mucor rouxii mutante Mucor rouxii IM-80 Quitina
(horas)
0o-8 0 0 4]

24 39 28 0

S e e . e S . . S . S T Y T . T . T o T o T T St T . " T W T S ——— T T . T i T Tt . o . T o o . . o S T S W U o /P T T T




Fig- No. 5.- CINETICA DE BIOADSORCION DE
WOR EN SOLUCION POR LAS TRES BIOMASAS
CELULARES.
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Tabla No. 6.~ PORCENTAJE DE BIOADSORCION DE FLUOR EN SOLUCION POR LAS TRES
BIOMASAS CELULARES ESTUDIADAS {(en 200 ml, con una concentracién de 200 ppm,
con 80 mg de biomasa, en agitacién constante a 28°C).

— e —————— T —— — T — T ——— T — T — . T T o N T—— —— o T T . ! o o W T Wt T i e . g T ., T T T . e o W 2

PORCENTAJE DE BIOADSORCION DE FLUOR

TIEMPO Mucor rouxij mutante Mucor rouxil IM-80 Quitina
{horas)
o 0 Q O
2 9.2 1] 5.1
4 15.6 0 27.5
8 28,31 ¢ 32.7

24 38.41 o 3.5

T — o — S T o T T o S T P gt W W Y G S i . L o e S et o S S, T R S T e T et B o T . ., T Mt S - T T B B M B . o g et . e . S R . P




;. No. 6.- CINETICA DE BIOADSORCION DE
COBALTO EN SOLUCION POR LAS TRES
BIOMASAS CELULARES.
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Tabla No. 7.~ PORCENTAJE DE BIOADSORCION DE COBALTO EN SOLUCION POR LAS
TRES BIOMASAS CELULARES ESTUDIADAS {en 200 ml con una concentracién de
200 ppm, con 80 mg de biomasa, en agitaclén constante a 28°C).

i ———— " —— T — i —— T T o o T e W S o W e o et i e B o T M o T T M T . i S S . T . . Tt . W O S W S B e e i B e

PORCENTAJE DE BIOADSORCION DE COBALTO

TIEMPO Mucor rouxil mutante Mucor rouxii IM-80 Quitina
(horas)
0 18] 0 0
2 i.2 3.0 3.9
4 1.5 11.3 4.4
[+ 5.0 11.3 13.4
8 7.4 11.3 13.4




Tabla No. B.- BIOADSORCION DE METALES PESADOS EN SOLUCION POR LAS TRES
BIOMASAS CELULARES ESTUDIADAS {conc. 1lnlicial del metal=200 ppm. Biomasa=80 mg
en 200 ml. 28°C.

S —— e . T A - e e — et — A — i W — o —— T —— o S T T T —— T i _—— . i e e T e e et e et T T e e . o

METAL ANALIZADO PORCENTAJE DE BICADSORCION A LAS 24 HRS.

M. rouxii mutante M. rouxii silvestre Quitina
Plomo 86.2 al1.8 91.5
Cadmio 57.7 5 10.5
Mercurio 53.6 4.5 9.6
Flior 38.4 0 36.45
Cobalto 9.5 11.3 13.3
Arsénico 0 0 0
Zinc ) 0 0

Cobre 38 28 0

——— — . e e . o e S . S . i T S e m— — T — - T — A —— T . - r  — — — — — —  —  fa — — T — — T — o ——




DISCUSION

En este trabajo, se probd la capacidad de captacién de diferentes metales
en solucion que fueron: plomo, mercurio, zinc, arsénico, fldor, cobre, cgbalto
y cadmio, por 2 cepas de Mucor rouxii (la cepa silvestre IM-80, ¥y una
mutante del mlsmc honge resistente a cobre y mercurio, obtenida por
mutagénesis con nitrosoguanidina, encontrande gque presentan diferentes
porcentajes de bloadsorcién. La cepa mutante ¥y la quitina captan con moderada
eficiencia flaor (38.4% y 36.45% respectivamente), mientras que 1la cepa
silvestre IM-80 neo tiene ningin porcentalje de captacién. Estos datos son
menores a lo reportado por Olivares Trejo (19%94), Acosta y Cols., (1934),
qulenes reportan 46.7% y 49% de captacién de floor para Mucor rouxii-1 y
Cladosporium sp, que son hongos ambientales resistentes a metales pesados.

Por otro lado, Las 3 blomasas celulares captaron muy poco cobalto (3.5%
la capa mutante, 11.3% la quitina y 13.3% la cepa sllvestre), slendo
mayores estos porcentajes a los reportados por Olivares Trejo (1994), dquien
reporté que el Cladesporium sp capta muy poco cobalte (9%), perc menores en
comparacién con una cepa resistente a metales pesados de Mucor rouxii, la
cual tiene una eficiencia de 46.7% (Acosta y cols., 1994).

Con respecto al cobre, la cepa mutente adsorbié 394 y la silvestire 28%,
mientras que la quitina no presentd ningun porcentaje de captacién. En la
literatura se menciona una mayor eficiencia de captacidén de cobre por cepas
tolerantes al mismo metal, aungue no se reportan porcentajes, debideo a gue
fueron estudios citolégicos (Chavez Marin y cols., 1983). Tobin y cols.,
(1884) reportan menor porcentaje de captacién de cobre (13%) por la biomasa
de DBhizopuz arrhizus, asi como Olivares Trejo (1994) para una mutanie de
Cladosporium sp. Por otra parte, Acosta y Cols., (18894) reportan porcentajes
similares de biocadscrcién a la cepa silvestre por una cepa mutante de Mucor
Touxii (28%).

Con respecto al cadmio, la cepa mutante presenté muy buena eficiencia de
captacién (57% Martinez y Cols. 1994), mientras que la cepa silvestre y la
quitina comercial tienen muy poca capacidad de captacién (5% la silvestre y
10.5% la quitina), siendo similar a lo reportado por Olivares Trejo (1994)
(5.2% Cladosporium sp y 7.6% el Mucor rouxii-1).

Por otra parte, la cepa mutante capta eficientemente mercurio (53.6%),

lo cual coincide con lo reportado por Tobin y cols., (1884) (49%)
utilizando la biomasa de Rhlzeopus arrhizus, y con los reportes de Acosta y
cols., (1994), quienes reportan 44% de bicadsorcién para una cepa de M.

rouxii-2 y 54% para Helmintosporium sp, mientras que la quitina y 1la cepa
silvestre IM-80 tienen muy baja eficiencia de captacién, (9.6% y 4.5%,
respectivamente). Estos datos son simllares a lo reportado por Olivares Trejo
(18994) con la blomasa celular de Mucor rouxii-1 (6%), aunque este mismo autor
no reporta captacion de mercurio por Cladosporium sp.
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El plomo fue el metal que se biocadsorbié mas eficientemente de todos los
analizados, pues las tres biomases presentan porcentajes mayores de 80%
(96.2% la cepa mutante y 91.5% 1la cepa silvestre IM-80 y 1la quitina
comercial). Estos datos son mayores que los reportados en la literatura, entre
los que se encuentran los de Tobin y Cols. 1984), quienes utilizaron la
biomasa de Rhizopus arrhizus (25%) y los de Garcia Martinez, 1893; Acosta y
Cols., 1983 utllizando hongos contaminantes amblentales resistentes a metales
pesados.

Los Unicos metales que no fueron bioadsorbldos por las biomasas celulares
obtenidas fueron el zinc y el arsénico, colnclidiendo con lo reportado por
Acosta y cols., (1983) utilizando hongos contaminantes ambientales
resistentes a metales pesados, aunque son diferentes & 1lo reportade por
diversos autores (Tada y Shizuo, 1984; Tobin ¥y cols., 1984; Balistrieri y
Murray, 1882; Acosta y cols., 1893]) quienes reportan diferentes porcentajes
de captacién utilizando diversas biomasas celulares.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo, 1indican que las
biomasas celulares estudladas tienen diferentes porcentajes de captacién de
algunos iones metdlicos en soclucién, lo cual coinclide c¢on lo reportado por
Cervantes y Gutiérrez (1994}, gquienes reportan que dependiendo del tipo de
hongo, asi como la pureza de uno o varios de los componentes de la pared
celular, y el utilizarlos sélos (sin ningun otro componente de la misma)
influye conslderablemente en la bioadsorcién de diferentes metales.
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CONCLUSIONES

Las biomasas celulares estudiadas presentan diferentes porcentajes de
captacién de los diversos hongos estudlados.

la biomasa mas eficlente fue la de la cepa mutante de Mucor rouxil,
resistente a cobre y mercuric, ¥y la menos eficiente la de 1la cepa
silvestre IM-BO.

El plomo fue el metal que se bicadsorbié més eficientemente por las 3
biomasas celulares.

El tdnice metal gque fue captado més eficientemente por 1a quitina
comercial con respecto a las otras 2 blomasas analizadas fue el cobalto.

La biomasa celular de la cepa mutante no capté zinc, ni arsénico, 1la de la
cepa silvestre no capté fliuor, arsénico y zinc, mientras gque la quitina
comercial no bliocadsorbié arsénico, zinc y cobre.

Estas biomasas celulares se pueden utilizar como Filtros bloléglcos para

la descontaminacién de aguas residuales contaminadas con metales pesados,
sobre todo de plomo,.cadmico, mercurio, cobre y fluor.
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