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RESUMEN

Gran parte de los residuos industriales contienen cominmente metales pesados, como:
plomo, cobre, zinc, cadmio, niquel, mercurio, arsénico, cromo, entre otros, y estos no
son biodegradables, y ademas son bioacumulables, lo cual pone en peligro la
biodiversidad y la vida humana.

Debido a esto, y a su valor comercial existe un gran interés para la remocién y
recuperacion de los metales pesados de los efluentes contaminados, utilizando técnicas
que en ocasiones son toxicas para el ambiente.

Esto, estimula la biisqueda de métodos alternativos que sean mas amigables al ambiente
y con menor costo que los procesos ya existentes.

Se sabe que algunos microorganismos son capaces de retener iones metalicos en su
pared celular (bioadsorcion) o introducen estos iones a su citoplasma (bioabsorcion), lo
cual hace posible la utilizacién de biomasa viva o muerta, libre o inmovilizada como
material biosorbente de metales, siendo muy atractiva esta técnica desde ¢l punto de
vista econdmico, ecolégico y tecnolégico.

El presente trabajo se realizd con el fin de determinar la posible utilizacién de biomasa
de un alga aislada de efluentes industriales que fue identificada como Chlorella sp,
como material biosorbente de metales pesados entre los que se encuentran: Pb(Il),
Cr(V]), Cd(Il), Cu(Il), Ni(IT), Zn(II), asi como la determinacién de los posibles grupos
funcionales a los que se une el metal a la pared de alga.

Se encontrd que la resistencia del alga hacia los metales se encuentra en el siguiente
orden: Zn"?> Pb*?> Ni*?> Cd™ > Cu™ = Cr'®, asi mismo se determino que la afinidad
de los metales en la biomasa del alga fue: Pb*% > Cr'® > Cu™? > Cd*? > Ni*? > Zn*%

Se prepararon aguas modeladas con mezclas binarias, ternarias y una mezcla de los seis
metales de estudio, y se encontrd que existe competencia de los metales por los sitios de
union a la biomasa.

Los sitios de union del metal a la biomasa, son principalmente grupos que contienen
hidrégeno.

Para la determinacién de la concentracion de metal en solucién, se utilizé la técnica de
Espectroscopia de Absorcion Atomica (EAA), y para la determinacion de los posibles
sitios de union al metal, se utilizé la Espectroscopia de Infrarrojo (IR).

Los resultados obtenidos de este trabajo revelaron que el sistema microbiano estudiado
es una buena alternativa para utilizarse en el tratamiento secundario de aguas residuales.
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Introduccion y Antecedentes

1. INTRODUCCION

Meéxico es un pais que se caracteriza por una enorme concentracion de poblaciéon en
grandes metropolis o ciudades medias, asi como por una fuerte dispersion del resto de los
habitantes en comunidades rurales distribuidas por toda la Republica, las cuales presentan
altos grados de marginacién, es decir, seres humanos que no tienen acceso a los beneficios
del desarrollo alcanzado por €l pais en el que viven.

El acelerado crecimiento demografico, particularmente en la década de los afios 50 y 60,
acompafiado de grandes migraciones internas, principalmente hacia las metrépolis como las
ciudades de México, Guadalajara y Monterrey, el desarrollo industrial y ¢l establecimiento
de centros maquiladores en ¢l norte de la Reptblica, han sido en buena parte causas del
fuerte deterioro ambiental del que ahora somos victimas los mexicanos.

Hace muchos aifios, cuando habia menos poblacién y pocas industrias, los desechos que
llegaban a los lagos y a los rios eran escasos y la propia naturaleza podia hacerse cargo de
los contaminantes; es decir, las bacterias presentes en el agua transformaban los residuos y
asi el agua se depuraba. Actualmente, los altos indices demograficos y la gran cantidad de
industrias y fabricas hacen imposible a la naturaleza la tarea de eliminar una enorme
cantidad de impurezas'.

Algunas industrias como: Petroquimica, Pinturas y Pigmentos, Metalurgica, Quimica,
Minera, generan metales pesados en sus efluentes lo cual es un riesgo para la salud y pone
en peligro la biodiversidad de los ecosistemas.

Por otro lado, la demanda de los metales para uso industrial ha conducido a una sobre
explotacion de los recursos naturales como se muestra en la siguiente tabla®.

Tabla 1. Nivel de afectacion y riesgo ambiental de algunos metales pesados

Prioridad | Riesgo | Agotamientode| Factores
Relativa | Ambiental Reservas Combinados |-
Alto Cd Cd Cd
Pb Pb Pb
Hg Hg Hg
- Zn Zn
Medio -~ Al -
Cr - -
Co Co Co
Cu Cu Cu
Ni Ni Ni
Zn
Bajo Al - Al
- Cr Cr
Fe Fe Fe

METALES TOXICOS

Metales tan conocidos y utilizados como plomo, cadmio, niquel, cromo, cobre, aluminio,
etc., son sustancias toxicas, tanto en su forma iénica como combinada. Muchos de estos
elementos son micronutrientes necesarios para la vida de los seres vivos y deben ser
absorbidos por las raices de las plantas o formar parte de la dieta de los animales, pero
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cuando por motivos naturales o por la accion del hombre se acumulan en los suelos, las
aguas o los seres vivos en concentraciones altas se convierten en toxicos peligrosos’.

En los paises desarrollados la contaminacion con el plomo procedente de los tubos de
escape de los vehiculos ha sido un importante problema, aunque desde hace unos afios se
estd corrigiendo con el uso de gasolina sin plomo. También la contaminacién en los
alrededores de las grandes industrias metalurgicas y siderurgicas puede alcanzar niveles
muy altos y desechos tan frecuentes como algunos tipos de pilas pucden dejar en el
ambiente cantidades dafiinas de metales t6xicos, si no se recogen y tratan adecuadamente’.

NiQUEL

El niquel se encuentra en la primera serie de transicién de los elementos de la tabla
periédica®:

Tiene un alto punto de fusién de 1453°C

Forma peliculas de 6xido adherentes

Resiste la corrosion por dlcalis

Forma aleaciones rapidamente, como soluto y como solvente
Es ferromagnético a temperatura ambiente

Es facilmente depositado por electro platinado

Tiene actividad catalitica

Es utilizado en la fabricacion de baterias

El niquel le proporciona al vidrio un color verde

La técnica de electroplatinado ha sido utilizada para proveer de resistencia a la corrosion de
otros metales y para decoracién, y también es utilizado para crear el substrato del familiar
recubrimiento con cromo. El niquel y sus aleaciones son muy resistentes al calor®,

Cabe destacar que €l niquel es un oligoelemento esencial en pequeiias dosis, en altas dosis
es toxico e incluso fatal, su requerimiento de ingesta no se ha establecido atn’. Hay
numerosas referencias de dermatitis y otros efectos dermatolégicos por exposicion al
niquel. Se asocia también con enfermedades respiratorias como asma branquial, bronquitis.
Se ha observado incremento en el riego de desarrollar tumores malignos, incluyendo
carcinoma de laringe, rifion, préstata, estomago y también de tejidos blandos.

CADMIO

El cadmio es naturalmente un constituyente menor en la superficie y aguas freaticas. Este
puede existir en ¢l agua como ion hidratado, como compuestos inorganicos como son los
carbonatos, hidréxidos, cloruros o sulfatos, o como compuestos organicos. El cadmio entra
a los sistemas acudticos a través de la erosién de suelos y rocas, deposiciones atmosféricas,
descargas directas de operaciones industriales, y del uso dispersivo de fertilizantes en
agricultura. La mayor parte del cadmio que entra a los mantos acuiferos, de fuentes
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industriales, puede ser rdpidamente adsorbido por materia particulada, y en el sedimento
puede quedar la mayor parte del cadmio emitido al ambiente acuatico®.

Las emisiones de cadmio que genera el hombre, provienen de la manufactura, uso y
disposicién de productos que utilizan cadmio intencionalmente, o de la presencia de cadmio
como contaminante en productos que no deben contenerlo’.

El cadmio es utilizado para formar cubiertas (usualmente por electroplatinado), para
proteger metales como el hierro y es usado como protector en reactores nucleares.

Este metal es un componente en algunas aleaciones incluyendo soldadura y aleaciones con
un bajo coeficiente de fricciéon y buena resistencia. Algunos semiconductores contienen
cadmio. El sulfuro de cadmio (CdS) es utilizado como pigmento amarillo.

3
Usos comunes”;

35% en plateado de metales

25% en baterias de Niquel-Cadmio y otras baterias

20% en pigmentos

15% en estabilizadores de plastico

5% tiene otros usos incluyendo pesticidas, aleaciones, y reactivos quimicos y/o

intermediarios

e ¢s también usado para el electroplatinado de acero y en la manufactura de partes
mecanicas.

e Compuestos organo-cadmio son utilizados como estabilizadores de PVC>!. El

cadmio metdlico es utilizado para baterias recargables, equipo electrénico

especializado, platinado de metales, soldadura para aluminio, pigmentos (rojo y

amarillo) pinturas y plasticos.

El cadmio, se acumula en ¢l rifion humano por un tiempo relativamente largo, de 20 a 30
afios, ocasionando daifios en este 6rgano y a altas dosis, se sabe que produce efectos a la
salud en el sistema respiratorio, produciendo enfisema pulmonar y ha sido asociado con
enfermedades de los huesos’.

PLOMO

El plomo es un metal blando téxico, que desde los comienzos de la civilizacion ha sido
usado como un aditivo en la manufactura de numerosos productos comerciales'”.

El plomo ha sido utilizado en aplicaciones industriales y residenciales por siglos. Este
provee de una proteccion a la corrosién que resulta econémica y es un excelente pigmento
para uso residencial. Es extensamente usado para aplicaciones en puentes, tanques de
almacenamiento, torres de transmision, y estructuras similares.



Introduccion y Antecedentes

Usos comunes!!-12.

* Manufacpyy, de

pinturag e Vidriado de ceramica e Barnices
e Bateriag e Equipo médicoy e Vidrio
e Gasoling cientifico e Plasticos
e Pigment, oS ® Reﬁ{lacic’m de s Cristales
¢ Municigpeg petréleo o Tuberia
e Aparatog * Soldadura ¢ Recubrimiento de
electrénicos ¢ Elomerla tanques
e Recubrimiento de e Proteccién de
cables radiacion

El plomo también ha sido utilizado para formar diferentes aleaciones como el bronce, laton
y acero; en la imitacién de perlas, insecticidas y lubricantes.

La EPA estima que el agua para beber es el medio de exposicion al plomo de
aproximadamente el 20% de los estadounidenses. El plomo llega al agua a través de tuberia
antigua a base de plomo, y lineas de servicio en los sistemas de las ciudades y de las
tuberias de los hogares.

Los vertederos de minas y las industrias metalurgicas son otra fuente de contaminacién con
metales muy importante en las zonas en las que estin situadas. En los vertederos se suele
producir lixiviacion cuando el agua de lluvia disuelve y arrastra las sustancias téxicas y las
transporta por los rios o contaminan las aguas subterraneas’.

El plomo es muy téxico para los seres vivos. Afecta el sistema endocrino, cardiovascular,
respiratorio, inmunolégico, neuroloégico y gastrointestinal, ademas de afectar la piel, y los
rifiones. La exposicion al plomo, ain a niveles bajos, afecta a nifios y adultos. En
cantidades muy pequefias, interfiere con el desarrollo del sistema neuroldgico, causa
crecimiento retardado y problemas digestivos. En casos extremos causa convulsiones,
colapso e incluso la muerte. La exposicion a cantidades muy pequeifias puede causar a largo
plazo dafios irreversibles en nifios aun cuando éstos no muestren sintomas particulares.

La Academia Americana de Pediatria ubica el nivel deseable de plomo en la sangre de los

nifios en cero'4.

COBRE

El cobre es un elemento esencial en muchos de los productos que hacen posible nuestro
moderno estilo de vida y es uno de los recursos mas importantes en el mundo. Es un
elemento metilico que estd presente naturalmente en muchas sustancias, incluyendo rocas y
tierra, algunas plantas e insectos, caracoles y también, el higado humano. Los recursos
comerciales de cobre se encuentran en depdsitos formados bajo la tierra como resultado de
disturbios volcanicos.

El cobre fué uno de los primeros metales en ser utilizados por el hombre, su primer uso data
de hace mas de 10,000 afios, las sociedades prehistéricas usaron cobre en utensilios,
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herramientas, instrumentos quirirgicos, armas y ornamentos. Hoy en dia, el cobre es usado

en la construccion, telecomunicacién y transportacién’,

Usos comunes:

Cables y alambres eléctricos

Switches

Plomeria

Calefaccion

Techos y construccion

Maquinaria quimica y farmacéutica

Aleaciones (latén, bronce y una nueva aleacion con 3% de berilio que es
particularmente resistente a la vibracién)

¢ Cobertura de proteccién por electroplatinacion y pre-recubrimiento para niquel,
cromo, zinc, etc.

El cuerpo requiere cobre como nutriente esencial y diariamente necesita que en la dieta
alimenticia exista entre 1 y 2 miligramos en el caso de los adultos y entre 0.5 y 1 miligramo
en el caso de los nifios'®.

El envenenamiento agudo por cobre es un suceso raro, y solo ocasionado por la ingestion
accidental de soluciones de cobre, nitrato o sulfato de cobre. Las sales anteriores y aquellas
sales organicas de cobre son poderosas sustancias heméticas. El envenenamiento crénico de
cobre por la ingestion de alimentos es también muy raro y los pocos informes existentes se
refieren a pacientes con enfermedades del higado.

La acumulaciéon de cobre en el higado lleva a un dafio progresivo de este 6rgano cuya
expresion mas severa es la cirrosis hepatica. El depésito de cobre en el sistema nervioso
central produce un dafio neurolégico, que en algunos aspectos se parece a la enfermedad de
Parkinson. Al nivel de la cornea la acumulacién de cobre se aprecia como un anillo
parduzco pericorneal (anillo de Kayser-Fleisher)'®,

CROMO

Encontrado en Sudafrica y Zimbabwe. Usado principalmente en la industria metalirgica y
quimica.

Usos Comunes!"7:

e Para endurecer el acero, en la manufactura de acero inoxidable, y para formar
aleaciones.

» En platinacion para producir superficies bellas y durables, y para prevenir la
COITosion

e Para dar un color verde esmeralda al vidrio. Es responsable del color verde de las
esmeraldas y del color rojo en los rubies.
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Ampliamente usado como catalizador

Los dicromatos como el K,Cr,O7 son agentes oxidantes y son utilizados en anilisis
cuantitativo y también en el curtido de pieles

El cromato de plomo es un pigmento amarillo

Sus compuestos son utilizados en la industria textil como mordientes

Utilizado en la industria aérea y otras industrias para anodizar aluminio

Curtido de pieles

El cromo VI puede pasar ficilmente a través de las membranas de las células y se absorbe
facilmente produciendo varios efectos toxicos dentro de las células. Causa reacciones
alérgicas fuertes incluso en pequefias concentraciones. La bronquitis asmdtica es otra
reaccion alérgica conectada con el cromo VI. Puede también afectar el DNA.

Ademés, los compuestos hexavalentes del cromo son téxicos para el hombre. Esta bien
documentado de que los residuos contaminados pueden lixiviar de los terraplenes. La
incineraciéon da lugar a la generacion de las cenizas volantes de la cual el cromo es
particular, y hay acuerdo extenso entre los cientificos de que los desechos que contienen el
cromo no deben ser incinerados.

ZINC

El zinc es un metal blanco azulado y lustroso. Es quebradizo a temperatura ambiente pero
maleable de 100 a 150°C. Es un buen conductor de la electricidad, arde en presencia de aire
con un color rojo y desprende vapores blancos de oxido'®.

Usos mas comunes'®- 2%
Anodos

Baterias de celdas secas
Grabado de laminas

Recubrimiento protector en acero

Como aleacién con cobre para
hacer laton

e Y como compuesto quimico en Envoltura de cables
goma y pinturas Monedas
Utilizado como hojas de zinc El 6xido de zinc es utilizado en
Para galvanizar hierro medicina, pinturas, vulcanizacion
Electroplatinado de hule.

Partes electromotrices
Fusibles eléctricos

El 6xido de zinc (ZnO) es utilizado en la manufactura de pinturas, productos de caucho,
cosmeéticos, farmacos, cubiertas de pisos, plasticos, cartuchos de tinta para impresion,
jabones, equipo eléctrico, y otros productos. También es usado en ungiientos.

El sulfuro de zinc (ZnS) es usado para fabricar lamparas de rayos X, pantallas de televisidn,
pinturas (relativamente no toxicas) y luces fluorescentes™.
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Ante esta situacion, existe un gran interés por remover los metales de aguas y suelos
contaminados, principalmente por dos aspectos: el econdmico y el ecoldgico. En el
primero, debido a que la remocion y recuperacion de los metales, puede ayudar a disminuir
la sobre explotacion de estos metales, y poder reutilizarlos, y en cuanto a lo ecolégico,
debido a que se disminuye en gran medida la fuerte contaminacién que existe hoy en dia 'y
que afecta la biodiversidad asi como la salud del hombre.

Hay diversas tecnologias para la remocion de los metales pesados, de los efluentes
contaminados con dichos metales, entre las que se encuentran las basadas en procesos
quimicos, fisicoquimicos, y biologicos, los primeros dos métodos, son procesos caros y en
ocasiones toxicos para el ambiente, lo que dificulta su utilizacién; en cambio los procesos
biologicos, tienden a ser mas amigables al ambiente, y pueden ser una alternativa
economica para la eliminacion de este tipo de contaminacion.

La biosorciéon puede ser definida como la remocién de metal o especies metaloides,
compuestos o particulas en solucién por material biologico (Gadd, 1990). Una gran
cantidad de metales, pueden ser acumulados por procesos dependientes o independientes
del metabolismo®.

Existe una amplia variedad de microorganismos como las algas que tienen la propiedad de
retener iones metalicos de una forma pasiva acomplejandolos en su pared celular
(Adsorcioén), o activa, mediante la introduccién de estos hacia el citoplasma, sin que llegue
a dafiar a la célula (Absorcion).

Algunas de las interacciones alga-metal pueden ser: acumulacion intracelular, formacion de
complejos, precipitacion, reacciones de oxido-reduccion, metilacién, etc.

La eficiencia para la remocién de metales pesados utilizando biomasa algica puede ser
determinada principalmente por los siguientes cinco parametros: 1) velocidad de
crecimiento de la biomasa; 2) factor de acumulaciéon de metal (Q); 3) concentracion de los
metales pesados en el medio; 4) porcentaje deseado de remocion de metal del medio; y 5)
recuperacion de metal en relacién al capital y costos de operacion®.

Durante afios se ha sugerido en miultiples ocasiones por algunos investigadores que los
metales pesados de sistemas acuaticos contaminados pueden ser removidos por algas
fitoplanctonicas. Este método, incluyendo la separacion del alga saturada de metal del
medio, es un método econdémico para la remocion de metales pesados de aguas residuales,
resultando en un efluente de agua de alta calidad reutilizable, y valiosa biomasa de alga, la
cual puede ser utilizada para diferentes propositos. Esta bien establecido que muchos tipos
de algas marinas y de agua dulce 23pueden asimilar algunos metales pesados del medio
acuoso y acumularlos en sus células™.

En condiciones naturales, la mayoria de las algas crecen como comunidades mixtas, las
cuales incluyen una variedad de géneros y especies. Para estudiar una especie individual,
se requiere realizar el aislamiento de la misma lo cual depende de proveer un ambiente

adecuado para su crecimiento y la utilizacién de las técnicas de purificacién de algas®.
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Para tener éxito en la produccién de algas en un cultivo, el ambiente debe ser
acondicionado para satisfacer tantos requerimientos intrinsecos del organismo como sea
posible. Los factores ambientales deben ser tanto fisicos (temperatura y luz), como
quimicos, los cuales proporcionan el material utilizado para la sintesis estructural y
protoplasmica de las células de las algas™.

La pared celular de algas presenta varios sitios ligantes de iones metilicos, la mayoria
presentes en su pared, por ejemplo celulosa y otros carbohidratos como pectinas, xilanas,
mananas y acido alginico ademas de liptdos y proteinas. Estos compuestos crean sitios de
alta afinidad para cationes metilicos monovalentes como plata, divalentes como mercurio o
trivalentes como aluminio, fierro y oro.

Crist et al., en 1981, encontraron que las proteinas, proporcionan grupos funcionales para
que pueda ocurrir la unién de los metales, y que algunas de las proteinas presentes en la
pared celular de las algas, contienen estos grupos funcionales.

En la biosorcion se plantean dos vias para la remocion de metales:
a).- con la biomasa viva (activa)
b).- con la biomasa muerta (pasiva)®.
La biomasa puede ser tratada con calentamiento o agentes quimicos para utilizarla como

biomasa muerta.

Una caracteristica importante de la biosorcion es que las células muertas pueden ser las
responsables del acomplejamiento y acumulacion de metales. Los residuos de células,
como son la pared celular, representan un potente biosorbente®®.

Volesky?’ demostré que algunas especies de levaduras y algas son adsorbentes mas
eficientes cuando estdn muertas.

Se han hecho estudios sobre la sorcion de metales pesados en Chlorella vulgaris
encontrandose dos procesos por los cuales ocurre esto; 1) uno rapido, independiente del
metabolismo y 2) otro dependiente del metabolismo, lo que causa una disminucion de la
asimilacién de estos metales™.

Wehrheim?® trabajé con Chlorella fisca en la sorcién de cadmio, cromo y plomo. También
se trabajé con Chlorella pyrenoidosa para remocién de cadmio, a pH 7-8. Brady>® trabajé
con las algas de los géneros Scenedemus, Selenastrus y Chlorella encontrando en ellas
capacidad sorbente de plomo, zinc, cadmio y cobre.

De Carvalho®! utilizé Ascophillum nodosum para sorcién de cobre, cadmio y zinc.  En el
mismo afio Sandou E. y colaboradores estudiaron los factores Optimos de sorcion de
metales pesados por las algas: Fucus vesiculosis y Ascophillum nodosm.

Matheickal J.T.** utilizé Durvillea potatorum y Ecklonia radiata para investigar la sorcién
de plomo, cadmio y cobre. Volesky trabajo con el alga del género Sargassum logrando
remover uranio, cromo y cobre.
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En un estudio, realizado en Rio de Janeiro, en el cual se utiliz biomasa de Chlorella
homosphaera inmovilizada en alginato de calcio, para comprobar la sorcién de cadmio,
zinc y oro, v algunas mezclas de estos, se encontré que para el cadmio y el zinc por
separado, el sistema tenia una eficiencia de casi el 100%, y para el oro fue del 90%, cuando
se realiz6 con las mezclas, se detecté una disminucién en la sorcién de los metales. ™.

Matheickal Jose Ty Yu Qiming®*, determinaron que el alga parda marina Ecklonia radiata,
puede ser utilizada para desarrollar un potente material sorbente para remover metales de
aguas residuales, observandose que tiene una alta afinidad por plomo, cadmio y cobre.

Winter C, Winter M y Pohl P*°, determinaron la adsorcién de cadmio por biomasa muerta
por congelamiento del alga parda Ectocarpus siliculosus, demostrando que habia un alto
equilibrio en la asimilacion del cadmio en soluciones acuosas.

Aksu Z, Sag Y y Kutsal T, investigaron la biosorcién de Cobre II en Chilorella vulgaris y
Zoogloea ramigera, determinando que el pH inicial éptimo del medio de adsorcion era de
4.0-4.5 para ambos microorganismos, y la maxima adsorcién se llevo a 25°C.

Yu Quiming y Kaewsarn Pairat’’, determinaron la adsorcién binaria de Cu*? y Cd* en
soluciones acuosas por biomasa del alga marina Durvillaea potatorum, observando que la
capacidad de asimilacion era mucho mayor que para cada uno de los metales por separado,
pero la capacidad total del sistema binario fue similar a la biosorcién obtenida para cada
metal por separado. El pH 6ptimo fue cercano a 5.0. La adsorcién binaria fue exitosamente
predicha por el modelo de Langmuir, utilizando los parametros y capacidades obtenidas
para un sistema simple.

Metha S.K., Tripathi B.N. y Gaur J P*®. determinaron los factores que afectaban la
adsorcion y asimilacion de niquel por Chlorella vuigaris, distinguiendo que habia una
adsorcion y una acumulacion intracelular, observando que la adsorcién contribuia en un
80% en la acumulacion total del niquel, y €sta era maxima y con igual intensidadapH 3.5y
5.5, sugiriendo la participacion de grupos funcionales acidos, fuertes y débiles. También
observaron que los cultivos en fase de declive mostraban una adsorcién mayor de niquel,
pero la velocidad era reducida. El cromo no mostré inhibicién durante la adsorcién y
asimilacién del niquel, pero en cambio, se observé este efecto con el Zn y el Cu, debido a
sus propiedades idnicas similares. El cobre estimulé la asimilacion del niquel posiblemente
al incremento en la permeabilidad de la membrana celular.

Donmez G.C., Aksu Z., Ozturk A. y Kutzal T., realizaron un estudio comparativo en la
biosorcién de Cu'?, Ni*2 y Cr'™® utilizando células deshidratadas de las algas Chlorella
vulgaris, Scenedesmus obliquus y Synechocystis sp, probandose bajo condiciones
controladas en el laboratorio como funcién de pH, concentracién inicial de iones metalicos
y concentracion de biomasa. Se observo que la absorcién 6ptima para Cu, Ni y Cr fue
determinada a pH 5.0, 4.5 y 2.0 respectivamente, para las tres algas. La maxima asimilacién
de metal, se llevo a cabo cuando la concentracién de metal fue de 250mg/l. Los modelos de
Freundlich y Langmiur describieron la biosorcién de Cu, Ni y Cr para las tres especies de
algas.
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En Montreal, Canada, la empresa B.V. Sorbex Inc. ha desarrollado diferentes bioreactores
para la recuperacion de metales especificos utilizando todos los tipos de biomasa,
incluyendo algunas algas. Estos bioreactores pueden trabajar a diferentes condiciones de
pH y ser usados en un amplio rango de concentraciones de metales y ser facilmente
regenerados™’.

Aksu Z, Acikel U, Kuttsal T*, determinaron la sorcién simultanea de Cu'?, y Cr*® en
Chlorella vulgaris en una mezcla binaria que fue comparada con el comportamiento del
metal por separado en un sistema de lecho fluidizado. Se estudio la influencia del pH y de
la concentracion del metal en la mezcla y libre en el equilibrio de asimilacion.

La investigacién multimetal se llevo a cabo a pH 4.0 y 2.0, el cual habia sido reportado
previamente como el pH 6ptimo para la biosorcion de Cu*? y Cr*® respectivamente. Los
isotermas de sorcion se desarrollaron para los sistemas simple y dual y pH 4.0y 20 y
expresados por los modelos de adsorcién mono- y multicomponente de Langmiur y
Freundlich.

Naja G., Denux-Mustin S., Mustin C.42, determinaron los posibles sitios de unién de metal-
biomasa en biomasa bacteriana, utilizando técnicas analiticas como la titulacién
potenciométrica y la espectroscopia infrarroja.

Carvalho de R.P., Guedes K.J. y Krambrock K.*, estudiaron la sorcién de iones de cobre
por hojas secas de flora de Brasil, y utilizaron técnicas analiticas como Espectroscopia de
Absorcion Atomica, Resonancia Paramagnética Electronica y Absorcion Infrarroja con
Transformadas de Furier, con esta Gltima técnica, determinaron los posibles sitios de union
del metal a las particulas de las hojas

Fomina M., Gadd G.M.*, estudiaron la interaccién entre los minerales del barro, y la
melanina fiingica usando el método de Espectroscopia Infrarroja (IR). Para llevar a cabo el
estudio, mezclaron la biomasa fiingica con bromuro de potasio, y lo comprimieron para
obtener una pastilla transparente, y utilizaron un disco de KBr puro como blanco.

10
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Hipotesis

I1. HIPOTESIS

La flora microbiana de un ecosistema contaminado con metales pesados, puede desarrollar
resistencia a los mismos como un mecanismo de supervivencia. Dicha resistencia puede
estar relacionada con su capacidad de sorcién de estos contaminantes, por lo cual su
biomasa puede ser utilizada para producir biosorbentes de metales pesados.

11
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III. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General:

Estudiar un sistema microbiano autdctono para la sorcion de Pb(Il), Cr(VI), Cd(II), Cu(Il),
Ni(II), Zn(Il) a fin de obtener biosorbentes para dichos metales que puedan ser una
alternativa economica y ecoldgica para la remocion de metales pesados de disoluciones
acuosas.

3.2. Objetivos Particulares:

Aislamiento, purificacion e identificacion del alga.

Determinacion de la resistencia a Pb(Il), Cr(VI), Cd(I), Cu(ll), Ni(1l), Zn(II).
Obtencién de la biomasa.

Determinacioén de la capacidad de sorcion.

Influencia de la concentracién de biomasa sobre la capacidad de sorcion.

Estudiar la biosorcion de Pb(ll), Cr(VI), CA(D), Cudll), Ni(Il), Zn(Il) en aguas
modeladas o sintéticas.

Determinacion de los posibles sitios de unién del metal a la biomasa.

YV VVVVVYY
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4.1. Material, Reactivos y Equipos

Material

Agitadores de vidrio y magnéticos

Algodoén

Asas bacterioldgicas de platino

Canastillas de hierro

Embudo de filtracion rapida

Filtro Secitz de acero

Gasa

Guantes de Latex

Gradillas de madera, plastico y acero

Mangueras de caucho de diferentes diametros

Matraces Erlenmeyer de 250, 500 y 6000 ml, marca Pyrex y Schott Duran
Matraces volumétricos de 100ml

Mechero Bunsen

Palanganas de plastico

Pipetas seroldgicas de 0.1, 1 y 10 marca Kimax y Pyrex

Pipetas volumétricas de 5, 10 y 20ml

Pizetas de plastico

Portaobjetos marca Corning

Propipeta

Micropipetas de 5, 20, 25-250, 100-1000uL marca Schott Duran
Puntillas para micropipetas marca Eppendorf

Tubos de ensaye de 16x100, 18x150 y 22x200mm marca Pyrex y Kymax
Vasos de precipitado de 100, 250 y 2000ml, marca Pyrex y Schott Duran

13
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Equipo

Autoclave marca Felisa, modelo FE-399

Bacto-incinerador III, marca Lab-ware, modelo Oxford

Balanza analitica marca AND, modelo HR 200

Bomba de vacio, marca Siemens, modelo 69, No Serie 300137

Campana de Flujo Laminar Clase II, marca LABCONCO

Ollas de Presion eléctricas marca All American, modelo 25 X-1

Horno de conveccion marca THELCO, modelo 17

Incubadora con agitacién marca Lab line, modelo No. 3525

Microscopios bifocales marca Zeiss: modelos: KF 2 y estiandar 25

Plancha de agitacion y calentamiento, marca EQUATHERM, mode¢lo 267-914
Potenciometro marca Beckman, modelo PHI-40

Espectrofotémetro de Absorcion Atémica marca Varian modelo GBC932AA
Espectrofotémetro de IR PerkinElmer modelo Paragon 1000

Reactivos

Agua destilada y bidestilada

Acido nitrico

Estandar de referencia de Plomo marca RICCA Chemical Co.
Estindar de referencia de Cromo marca RICCA Chemical Co.
Estandar de referencia de Cobre marca RICCA Chemical Co.
Estandar de referencia de Cadmio marca RICCA Chemical Co.
Estandar de referencia de Niquel marca RICCA Chemical Co.
Estindar de referencia de Zinc marca RICCA Chemical Co.
Energizar de Quimiproductos, S.A. de C.V.

14



4.2. Origen de la Muestra

La muestra se obtuvo de agua residual proveniente de una industria localizada en el drea
metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn.

El muestreo de aguas industriales se realizé en una sola toma cerca de la orilla de la
descarga, utilizando envases de vidrio de 2L de capacidad de acuerdo a la norma NMX-
AA-003-1980 AGUAS RESIDUALES-MUESTREO.

Una vez colectada la muestra, se cerré el recipiente y se almacené a bajas temperaturas, se

trasladaron en hiclo y en el laboratorio se almacenaron a 4°C en un cuarto frio.

4.3. Aislamiento del alga

Para realizar el aislamiento del alga, se utilizaron matraces Erlenmever de 500 ml, con
medio de cultivo BG11 (tabla 1*°), esterilizado en autoclave (15Ib de presién, 15 minutos,
121°C), y una mezcla de antibiéticos esterilizados por filtracion, para evitar el desarrollo de
bacterias y hongos indeseables. En este medio se inoculé un volumen de 10ml de las
muestras de las aguas recolectadas, y se incubé a temperatura ambiente, con periodos de luz
de 12:00 horas por 3 secmanas.

Los cultivos obtenidos fueron resembrados por diluciones seriadas en tubos de ensaye de
18x150mm e incubadas a las condiciones antes mencionadas, para realizar el aislamiento
de las algas predominantes en las muestras, efectuando observaciones microscopicas de las

diluciones a fin de detectar las diferentes algas encontradas.

Tabla 2. Composicién del medio de cultivo BG11*

Compuesto Cantidad(g/L) Compuesto Cantidad(g/L)
NaNO; 1.5 Citratico Férrico Amdnico 0.006
K:HPO43H,0 0.04 EDTA 0.001
MgS04-7TH,0 0.075 Na,CO; 0.02
CaCl,-2H,0 0.036 Trazas de Metales A5 1mL
Acido Citrico 0.006 Agua Desionizada all

15



Tabla 2. Composicién de las Trazas de Metales AS*

Compuesto Cantidad (g/L)
H;BO; 2.86
MnCl,-4H,O 1.81
ZnS04-7TH,0 0.222
Na;Mo0O4-2H,0 | 0.390
CuS0O4-2H,0 0.079
Co(NO3)2-6H20 | 0.049

4.4. Identificacion del alga

Metoologia

La identificacion del alga se basé en pruebas morfologicas macroscopicas y microscopicas

y la consulta bibliografica.

a) Observacién microscopica.

Se realizaron preparaciones en fresco entre porta objetos y cubre objetos de

muestras obtenidas de los cultivos, y se observaron al microscopio con un aumento

de 10x, 40x y 100x.

b) Observacién macroscopica.

Se monitorearon los cultivos cada 24 horas durante 7 dias observandose €l color, la

forma de crecimiento y los cambios en el aspecto del medio.

4.5. Determinacion del comportamiento de la cepa a la presencia de cada uno

de los seis metales de estudio

Se prepararon series de matraces conteniendo el medio de cultivo BG11 y se esterilizaron a

121°C y 15 Ib de presion por 15 min.

16
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El medio fue enriquecido con un preparado comercial de vitaminas y minerales
(Bioenergizer “Quimiproductos S.A. de C.V”) y posteriormente se adicionaron las

soluciones de los metales ajustandose la concentracién a 50 mgL ™.

Posteriormente los matraces fueron inoculados con 1x10° células/ml y se monitore6 el
crecimiento del alga, tomando muestras cada 24 h, durante 10 dias, y determinando el
numero de células por el método de contec directo al microscopio con ayuda de un
hemacitémetro, y la concentracién de metal residual, por medio de Espectroscopia de
Absorcion Atomica. Los resultados fueron comparados con un testigo, el cual no contenia

ninguno de los metales de prueba.

Se realizaron tres réplicas del experimento y se obtuvo la media con una desviacion

estandar menor al 0.05.

4.6. Procedimiento del conteo directo de células

Se tom¢6 1 ml de un cultivo del alga y se diluy6 a 2 ml en solucién salina 0.85% en un tubo
de 13x100 mm estéril. Se homogenizé y se¢ tomé una alicuota con una pipeta Pasteur
estéril. Se eliminaron las primeras gotas y se deposité una gota entre ¢l hemacitémetro y ¢l
cubreobjetos para llenar la cAmara.

Se llevé al microscopio y se determiné el nimero de células/ml, contando 5 cuadros y
multiplicando por 5000.

Se realizaron tres réplicas del experimento y se obtuvo la media con una desviacion
estandar menor al 0.05.

17
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4.7. Procedimiento de medicion de la concentraciéon de metal por

Espectroscopia de Absorcién Atémica

Para determinar la concentracion de metal residual, el sobrenadante se separé de la biomasa
por decantacién, y se realizaron las diluciones necesarias, para medir en el equipo de
Absorcion Atémica.

Se prepararon las curvas de calibracion para cada uno de los metales a medir, como se

menciona en las siguientes tablas:

Tabla 3. Preparacion de la curva de calibracién de Pb(II)

Estindar certificado 1000mgL™ (ml) | Acido Nitrico 3% | Concentracién Final mgL™
5.0 Aforar a 100 ml 50
10.0 Aforar a 100 ml 100
20.0 Aforar a 100 ml 200
30.0 Aforar a 100 ml 300

Tabla 4. Preparacion de la curva de calibracién de Cr(VI)

Estandar certificado 1000mgL ™" (ml) | Acido Nitrico 3% | Concentracion Final mgL™”
1.5 Aforara 100 ml 15
3.0 Aforar a 100 ml 30
4.5 Aforar a 100 mi 45
6.0 Aforar a 100 ml 60

Tabla 5. Preparacion de la curva de calibracién de Ni(IT)

Estandar certificado 1000mgL ™" (ml) | Acido Nitrico 3% | Concentracién Final mgL™”
2.0 Aforar a 100 ml 20
4.0 Aforar a 100 ml 40
6.0 Aforar a 100 ml 60
8.0 Aforar a 100 ml 80
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Tabla 6. Preparaciion de la curva de calibraciéon de Cd(1II)

Estandar certificado 1000mgL ™" (ml) | Acido Nitrico 3% | Concentracién Final mgL™
0.04 Aforar a 100 ml 0.4
0.08 Aforar a 100 ml 0.8
0.14 Aforar a 100 ml 1.4
0.18 Aforar a 100 ml 1.8
Tabla 7. Preparacion de la curva de calibracién de Cu(II)
Estandar certificado 1000mgL™~ (ml) | Acido Nitrico 3% | Concentracion Final mgL™
0.5 Aforar a 100 ml 5
1.5 Aforar a 100 ml 15
2.0 Aforar a 100 ml 20
3.0 Aforar a 100 ml 30

Tabla 8. Preparacién de la curva de calibracién de Zn(II)

Estandar certificado 1000mgL™~ (ml) | Acido Nitrico 3% | Concentracién Final mgL™
0.08 Aforar a 100 ml 0.8
0.1 Aforar a 100 ml 1.0
0.13 Aforar a 100 ml 1.3
0.15 Aforar a 100 ml 1.5

4.8. Produccion de biomasa

Se realizaron diluciones en solucién salina al 0.85% de un cultivo del alga y se inocularon
1x10° células por mililitro en matraces Erlenmeyer conteniendo medio BG11 adicionado
con 0.1% de Bioenergizer. Los matraces se incubaron a temperatura ambiente por tres

semanas, en presencia de luz natural.
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Una vez producida la biomasa, ésta se separd a través de filtros millipore, para obtener
tnicamente las células del alga, y se secd a 60°C, posteriormente se molié obteniéndose
un polvo fino, el cual fue colocado en recipientes estériles y cerrados para su posterior uso

como sorbente.

4.9. Determinacion de la capacidad de sorcion Q(mgM/gB)

Se prepararon disoluciones de cada uno de los metales a concentracionesa 5 a 200mgl.”, se
colocaron en contacto 5SmL con 10mg de biomasa por 2 h a temperatura ambiente con
agitacion a 120rpm.

Después se separé el sobrenadante, y en éste, s¢ determiné la concentracién de metal
residual por medio de espectroscopia de Absorcidén Atdémica.

Se realizaron tres replicas del experimento y se obtuvo la media con una desviacion
estindar menor al 0.05.

4.10. Influencia de Concentracidon de Biomasa sobre la sorcion de los metales

Un volumen de 5mL de solucion estandar de 50mgL™ de cada uno de los metales fueron
puestas en contacto con diferentes concentraciones de biomasa en un intervalo de 5mg a
30mg por un tiempo de 2h con agitacion a 120rpm.

Se separé la biomasa y se determiné la concentracién de metal residual por Espectroscopia
de Absorcién Atémica.

Se realizaron tres replicas del experimento y se obtuvo la media con una desviacion
estandar menor al 0.05.

4.11. Cinética de Sorcidén

La cinética de sorcién se determiné utilizando 5 mL de una soluci6n estindar de 50mgL™’
de cada metal, las cuales fueron puestas en contacto con 5mg de biomasa a temperatura

ambiente con agitacién. Se tomaron muestras cada hora por Sh 'y se determiné la variacién
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del pH en el transcurso de la sorcidén utilizando un potenciémetro asi como la concentraciéon
de metal residual por Espectroscopia de Absorcion Atdmica.
Se realizaron tres replicas del experimento y se obtuvo la media con una desviacién

estandar menor al 0.05.

4.12. Biosorcidn en aguas modeladas

Se prepararon soluciones de mezclas de 2, 3, v 6 metales de 50mgL™! cada uno simulando
aguas de descarga de algunas industrias. Estas fueron: Pb y Cr; Pby Cd; Niy Pb; Zn y Cu;
Pb,Cu y Ni; Pb,Cu y Cd; Cr,Ni y Zn; Pb, Cr, Cd, Ni, Zn y Cu. Se pusieron en contacto con
Smg de biomasa a temperatura ambiente por 2h con agitacién. Posteriormente se determind
la concentracién de cada metal por Espectroscopia de Absorcidén Atémica.

Se realizaron tres replicas del experimento y se obtuvo la media con una desviacién

estandar menor al 0.05.

Tabla 9. Mezclas sintéticas de los metales Ph(II), Cd(II), Zn(II), Ni (II), Cr(VI), Cu(II)

Mezcla

1 Pb, Cr

2 Pb, Cd

3 Pb, Ni

4 Zn, Cu

5 Pb, Ni, Cu

6 Pb, Cd, Cu

7 Cr,Ni, Zn

8 Pb, Cr, Cd, Ni, Zn, Cu

4.13. Determinacion de los posibles sitios de unién Metal-Biomasa

Se efectud el monitoreo del pH durante la sorciéon y un espectro de IR de la biomasa libre y
de la biomasa con metal, y se realizé la comparacion de ambos espectros para determinar

los cambios que se presentaron como consecuencia de la presencia del metal en la biomasa.
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Para esto, se tomaron 5mg de la biomasa, y se mezclaron con 10mg de KBr, se colocaron
en un mortero de agata y se trituraron finamente, después se colocaron en un compresor
hidraulico, para hacer una pastilla con la mezcla, y ésta, se llevo a medir en el equipo de
Infrarrojo.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Aislamiento e identificacion de las algas

Del cultivo de la muestra de agua industrial se observaron diferentes tipos de algas. Las
observaciones microscopicas y macroscopicas de los cultivos puros permitieron identificar

al género de alga predominante como Chlorella.

Las caracteristicas microscopicas observadas en las preparaciones frescas fueron: células
redondas de 1 a 3um de didmetro con nticleo definido, sin flagelos, de color verde brillante,

sin observarse aglomeraciones, las cuales coinciden con las reportadas en la literatura®® *5.

En medio liquido el crecimiento fue de apariencia granular como se muestra en la figura 1

con una coloracién verde intensa, y ligera adhesion a las paredes.

Figura 1. Caracteristicas macroscipicas y microscopicas del alga Chlorella sp.
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5.2. Produccion de la biomasa de Chlorella sp.

Para la produccion de biomasa del alga se selecciond el medio BG 11 fortificado con
factores de crecimiento, utilizando una mezcla comercial de vitaminas y minerales
(Bioenergizer), a fin de obtener una mayor concentracion de células en menor tiempo.

El efecto de diferentes concentraciones de Bioenergizer, se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Efecto de [a adicion de Bioenergizer en diferentes

coneentraciones al medio BG11 sobre la cinética de crecimiento del alga
Chlorella sp

La figura 2, se muestra que el crecimiento del alga es favorecido por la adicion de factores
de crecimiento, observindose mas marcado el efecto en el medio de cultivo BGI11,
adicionado con 0.10% de Bioenergizer, razén por la cual, fue el medio utilizado para la
propagacion de la cepa Chlorella sp. El medio seleccionado sera referido en este trabajo

como medio BG11 fortificado.
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5.3. Estudio del crecimiento del alga en presencia de cada uno de los seis

metales de prueba.

Los resultados del estudio realizado para determinar la resistencia del alga frente cada uno
de los metales (Pb(II), Cr(VI), Cd(II), Cu(1l), Ni(II), Zn(II)) se muestran en la tabla 11 y en
la figura 3.

Tabla 11.- Efecto de 1a presencia de los metales Pb(IT), Cd(II), Zn(II), Ni (II), Cu (II)
¥ Cr (VD) en el crecimiento del alga Chlorella sp en medio BG11 fortificado

9 6000
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Figura 3.Curva de Crecimiento del alga Chlorella sp en medio BG11
fortificado ep presencia de Pb(II), Cr(VI), Cd(II), CudII), Ni(Il),
Zn(1D)).

En la figura No 3, se muestra menor crecimiento del alga en los medios con metal respecto
al testigo. Sin embargo el alga presenta resistencia a los seis metales de estudio,
observindose mayor crecimiento en los medios con Zn(II), Pb(II), Ni(II) y Cd(II), que en
los medios con Cu(ll) y Cr(VI), analizando el crecimiento a los 7 dias, se puede observar
el efecto toxico de los metales sobre la proliferacion de Chlorella sp en la siguiente

secuencia:

Cr'® = Ccu*?> Ccd*? > Ni*?> Pb*? > Zn™

Lo cual coincide en parte con el estudio realizado por Sivalingam*’ sobre la toxicidad de
los metales sobre el crecimiento de Chlorella vulgaris, para los metales Cu*? y Cd™, pero

difiere en los metales Ni*%, Pb*? y Zn"?, ya que él encontr6 la siguiente secuencia:

Cu? > Cd*? > Zn™ > Pb*? > Ni*?
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5.4. Determinacion de la capacidad de sorcién de Pb(II), Cr(VI), Cd(II),

Cu(II), Ni(II), Zn(II) (Q mg metal/ g biomasa) del alga Chlorella sp
_ Vic,—C,)
Q= B
Donde :
Q = mg de Metal sorbido, por gramo de Biomasa

V = Volumen de la solucién de metal en Litros
C, = Concentracion de Metal Inicial

Cr = Concentracion de Metal Final

gB = Cantidad de Biomasa en gramos

Tabla 12. Sorcién del metal a una concentracién residual de 10mg L™

(Qu) y Q méxima
Metal | Qio | Qmax
Pb (1) 71.2|  93.3
Cr(VI) 471 73.0
Cu (ID) 98| 291
Cd (1) 173 200
Ni (ID) 9.0 2039
Zn (II) 22| 183

100 ———

QmgMg B

‘0 20 40 60 80 100 120
Concentracién Final de Metal (mg/g)

Figura 4. Isotermas de Sorcién del alga Chlorella sp

27



Resultados y Discusiones

En la figura 4 y en la tabla 12 se muestra que la Qo (mg metal/g biomasa) para cada metal,
se encuentra en el siguiente orden:

Pb"?> Cr'®> Cu™> Cd**>Ni*? > Zn"?
Y se observa, que la biomasa de alga tiene una alta capacidad de sorcion (Q) para Pb'% y

Cr'¢ despues para Cu®?, y en menor grado Cd, Ni?y Zn™2.

5.5. Cinética de sorciéon de Pb(Il), Cr(VI), Cd(II), Cu(ll), Ni(II), Zn(II) por
biomasa del alga Chlorella sp
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Figura 5.Cinética de sorcién de Cr (VI) y variacién del pH durante el proceso,
utilizando biomasa de Chlorella sp

En la figura 5, se muestra que la sorcioén de Cr(VI) se lleva a cabo las primeras 4 horas y
después se observa un aumento en la concentracion residual del metal, lo cual indica una
desorcion del mismo. En el pH, se observa un aumento del mismo desde 2 hasta 2.2 en la

primera hora para después descender por debajo de 2, y teniendo un maximo en la cuarta
horade 2.3
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Figura 6.Cinética de sorcién de Cu (II) y variacién del pH durante el proceso, utilizando
biomasa de Chlorella sp

Los resultados de la sorcién de cobre, representados en la figura 6, indican que la maxima
sorcion de metal, se lleva a cabo después de una hora de contacto, asi mismo, se observa un

aumento del pH de 4 a 6 y después disminuye hasta 3.7

Concentracién Residual de Phb(ll)
mg L’

0 1 2 3 : 4 5
Tiempo (h)

Figura 7.Cinética de sorcion de Pb (II) y variacién del pH durante el proceso, utilizando
biomasa de Chlorella sp
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Para el proceso de sorcion del plomo los resultados mostrados en la figura 7, indican dos

inflexiones de la curva, el primero a la hora y el segundo a las 4 horas, asi mismo, se

observa una disminucion del pH desde 4 a 1, pero se observa una inflexion a las 3 horas lo

cual indicaria que se trata de un proceso reversible y que el metal se une a grupos que

liberan protones al medio.
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Figura 8.Cinética de sorcién de Zn (II) y variacién del pH durante el proceso, utilizando
biomasa de Chlorelia sp

La figura 8 muestra que la sorcién de Zn(Il) ocurre durante un periodo de 3 horas, y
posteriormente la concentracion de metal residual aumenta lo que indica una desorcion del
mismo, y el pH desciende de 4.5 a 3.8 en forma paralela a la sorcidn, posiblemente debido

a la liberacion de protones al ocurrir la unién del metal a la biomasa.
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Figura 9.Cinética de sorcién de Cd (II) y variacién del pH durante el proceso, utilizando
biomasa de Chlorella sp

La figura 9, muestra que la maxima sorcién se lleva a cabo durante la primera hora, y
después se mantiene casi constante la concentracion residual, excepto en la hora 2, donde se
observa un ligero aumento en ésta, lo cual indicaria una desorcion del mismo. En cuanto al
pH, éste aumenta a medida que va ocurriendo la sorcién del metal, y disminuye al
aumentar la concentracion de metal en el medio en la tercer hora para finalmente quedar en

un pH de 4.2

——pH

Concentracion Resicual de Ni(ll) mg [

o} ; t t { 0
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Figura 10.Cinética de sorcion de Ni (II) y variacion del pH durante el proceso, utilizando
biomasa de Chlorella sp
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La figura 10, muestra que la maxima sorcion se lleva a cabo durante la primera hora, y
despu€s se observa un aumento en la concentracién residual, lo que podria indicar una
desorcion del metal. En cuanto al pH, éste varia de acuerdo a la concentracién de metal

sorbido, lo cual indica que hay liberacion de protones al medio, al unirse el metal a el alga.

5.6. Influencia de la concentraciéon de biomasa del alga Chlorella sp sobre la

sorcion de Pb(II), Cr(VI), Cd(II), Cu(II), Ni(II), Zn(II)

La figura 11 representa el efecto de la concentracioén de biomasa del alga Chlorella sp sobre
su capacidad de sorcion (Q) de cada uno de los metales Pb(II), Cr(VI), Cd(II), Cu(ll),
Ni(1I), Zn(II)
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50.0 ,-\ :
40.0 + \ '

30.0 |
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-m— Cobre
—=— Cadmio ‘

Q@gMgB

1:0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
Concentraciéon de Biomasa (g/L)

Figura 11. Efecto de la concentracion de biomasa de Chlorella sp sobre la
capacidad de sorcion de Pb(II), Cr(VI), Ni(II), Cu(Il) y Cd(II)

Esta grafica muestra un comportamiento similar para todos los metales ya que la mayor
capacidad fue obtenida con 1g L™ de biomasa del alga, esto puede ser debido a que a
medida que aumenta la cantidad de biomasa las particulas se aglomeran y disminuye el area
de contacto y por lo tanto la disponibilidad de sitios de union de la biomasa con el metal
disminuye también. _

Para los metales Cu*? y Ni+2, al incrementar la concentracion de biomasa en un intervalo de
1 a3g L'l, aumenta ligeramente la Q y para cd™? y 7Zn*? sucede un efecto similar en un
intervalo de 3a 6g L.

Lo anterior coincide con lo reportado por Hamdy AA*® con respecto al Ni*? y Cd?y Cu™.
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5.7. Efecto de las mezclas binarias, terciarias y de los seis metales de estudio

sobre la capacidad de sorciéon de Chlorella sp

Tabla 13. Efecto de la variacién de metal sobre la capacidad de sorcién de biomasa del alga
Chlorella sp en mezclas de metales

mg/g | % sorc mg/g | % sorc mg/g | % sorc mg/g | % sorc

Cd 25.30| 51.95| |Cd 8.43| 33.46 Cd 532| 1725| |[CdpH4| 283 11.71
Pb 3.23| 39.87 Cu 8.95| 4482| |ZnpH4 256| 12.69
Zn 7.00| 16.47 Pb 2798| 86.60| |CrpH4 3.81 17.74
Zn 6.62| 27.87 Ni pH 4 7.28| 37.99
CrpH4 |40.13| 83.03] [Cu 10.30| 52.82 ZnpH4 | 4.71 19.12| |[CupH4| 10.31| 56.28
CdpH4 | 4.51 16.27| |PbpH4 | 1588 | 83.82

CrpH2 | 2.92 6.72]| |Cr 269| 10.32 CrpH4 |1519| 57.22
Pb 29.54| 89.01 CdpH2| 346| 11.49
Ni 20.11| 46.32 ZnpH2 | 3.01 12.03] |ZnpH 2 8.97| 31.65
PbpH2 |16.07| 96.38| |CdpH2 | 438| 13.46]| |CrpH2 570| 24.75
Cu 28.40| 73.70| |CrpH2 | 4.38| 17.83 CrpH2 | 4.71 17.11 NipH 2 0.44 2.25
CupH2| 0.28 1.42
Pb 50.71| 95.86| |Ni 5:5:]1:29:21 ZnpH4 |10.56| 43.24)| |PbpH2 | 13.85| 86.75

Pb 22.47| 75.54 NipH4 | 2.81 14.27

: CrpH4 | 3.15 18.35

ZnpH2 | 495| 21.62

NipH2 | 2.07| 10.71

CrpH2 [14.33| 52.93

Cu 12.31 59.70

Ni D.5¢ |5..28 59

Pb 116| 42.45

En la tabla 13 se observa que para una concentracién inicial de 50mg L™ de metal, el
porcentaje de remocién obtenido para plomo fue de mas del 95%.

En el caso del plomo, al estar en una mezcla binaria con cromo, se observé una ligera
disminucion en la remocioén hasta un 90% a pH 4, fig 12; y aumentd ligeramente hasta un
96% én un pH de 2, fig (13); en cambio, disminuy6 a un 39% en la mezcla con cadmio, (fig

14); y a un 75% en la mezcla con niquel, (fig 15); en una mezcla ternaria con cadmio y
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cobre, aumento hasta un 86%, fig 18; y disminuyé a un 42% en una mezcla compuesta por
niquel y cobre, fig 17; en la mezcla con los seis metales, se observé un porcentaje de
remocion del 83% a pH 4, pero un aumento ligero a pH 2, con un porcentaje de 86.75, fig
23y 24.

La sorcién de Pb*? no se ve afectada por el pH en el rango de 2 a 4 en las mezclas binarias.
También se ve muy favorecida la sorcion por la presencia de Cr'® pero existe una

. . .y +
competencia con Ni*? y cd™ y en menor proporcion con Cu 2 y Zn*2.

Para una concentracién inicial de 50mg L™ de cromo, el porcentaje de remocion obtenido a
pH 4 fué de 50%, y mientras que a pH 2 fue de 83%, (Tabla 13).

La remocidén de cromo a pH 4, disminuye a un 10% al estar en contacto con plomo (fig 12),
se observa un aumento a un 57% de remocion en la mezcla con cadmio y zinc a pH 4 (fig
21) pero disminuye a 18%, en la mezcla con niquel y zinc (fig 19); en la mezcla de los seis
metales, la remocion es de un 17% (fig 23).

El efecto observado para ¢l cromo a pH 2, fue que disminuye a un 17% en la mezcla con
plomo (fig 13), un 17% en la mezcla ternaria con zinc y cadmio (fig 22) y aumenta un poco
hasta casi un 53% en la mezcla con niquel y zinc (fig 20), también en la mezcla de los seis
metales, se obtuvo un 24% de remocion (fig 24), que fue mayor que el obtenido en la
mezcla a un pH de 4.

La sorcién de Cr'*® es muy afectada por el pH observandose que en todos los casos, la
mayor sorcion ocurre a un pH de 2, lo cual concuerda con Donmez GC*, quien encontré
que a pH 2, es el pH o6ptimo para la sorcién de este metal utilizando biomasa de varias
especies de algas como biosorbente. También se observé notablemente afectada por el Pb*
en ambos pH (2 y 4). La sorcién de Cr VI es afectada por la presencia de Ni*2, lo cual
difiere de Mehta SK'® quien encontré que el Ni*? no interfiere en la sorcién de Cr'®
utilizando biomasa de Chlorella vuigaris. Asi mismo se observa que existe competencia
conel Zn*? y Cd*2.

En la tabla 13, se muestra que para una concentraci6n inicial de 50mg L™ de metal, el
porcéntaje de remocién obtenido para cobre fue del 73%. Al estudiarse la remocién en

mezclas de metales, se observo, que para el cobre disminuyoé a un poco mas del 50% en una
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mezcla binaria con zinc (fig 16); y aumento ligeramente a un 59% en una mezcla ternaria
con niquel y plomo (fig 17), pero disminuye a un 44% al estar en conjunto con cadmio y
plomo (fig 18). En la mezcla de los seis metales de estudio a un pH de 4, el porcentaje de
remocion fue de 56% (fig 23), pero a pH 2, la remocion disminuyé drasticamente hasta un
1.4%(fig 24).

Lo anterior muestra que la sorcién de cobre por biomasa de Chlorella sp es afectada por el
pH (fig 23 y 24) y la presencia de otros metales, pero anin asi, el cobre a pH 4 es sorbido
preferentemente sobre la mayoria de los metales con excepcion del Pb*2, lo cual concuerda
con Mehta SK* quien estudio la sorcién de una mezcla binaria de Cu*? y Ni*%, encontrando
que el Cu'? es sorbido preferentemente sobre Ni*2. Este tipo de inhibicién concuerda
también con lo encontrado por De Carvalho RP*! con mezclas binarias de Cu'*+Zn*? y

Cu'2+Cd*? demostrando que ocurre interferencia mutua en la sorcién por Ascophyllum

nodosum.

En el caso del cadmio, el porcentaje de remocién obtenido fue de un 51 %, (tabla 13). En la
mezcla binaria de cadmio y plomo, se observé que el cadmio disminuyo hasta un 33% su
porcentaje de remocion (fig 14); se observa también una disminucién en la mezcla ternaria
formada con cobre y plomo alcanzando un 17% de remocién (fig 18) y en la mezcla
formada por zinc y cromo a pH 4 y 2, se obtuvo una remociéon del 15% y 13%
respectivamente (fig 21 y 22), encontrandose que el pH no afecta significativamente la
sorcion de este metal; el mismo efecto se observéo en la mezcla de los seis metales,
obteniéndose un 11% de remocion a pH 4 y pH 2 (fig 23 y 24).

Se encontrd que en la mezcla ternaria el pH no afecta significativamente la sorcion de
cadmio y que la sorcién de éste, es inhibida por la presencia de Pb*?, se observé que se ve
afectada la sorcion por la presencia de otros metales lo cual concuerda con De Carvalho
RP?' quien encontré6 una mutua interferencia de Cu™ y Cd*? en una mezcla binaria,
utilizando biomasa del alga Ascoplyllum nodosum y Artola A* quien detect6

competencia con Ni'> y Zn*?, utilizando lodos activados.

En la tabla 13 se muestra que para una concentracion inicial de 50mg L™ de metal, el

porcentaje de remocion obtenido para niquel fue de un 46%. Al estudiarse en las mezclas,
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se observo una disminucion en el porcentaje de remocion a un 29%, en la mezcla binaria
con plomo (fig 15); también disminuye en las mezclas ternarias a un 28% con plomo y
cobre (fig 17), a un 14% en la mezcla con cromo y zinc a pH 4 y hasta un 10% en la misma
mezcla, pero a un pH de 2 (fig 19 y 20) ; asi mismo, se observa una disminucion en el
porcentaje de sorcion en la mezcla de los seis metales a pH 4 que alcanza un 37% (fig 23),
y apH 2, solo llega a un 2% (fig 24).

Se pudo observar que la sorciéon de Ni*? es afectada por el pH, y es inhibida por la
presencia de Pb*?, la presencia de otros metales no la afectan significativamente en un pH
de 4. Esto difiere de Mehta SK*8, quien encontré que el Cu'*? estimula la sorcién de Ni* por
Chlorella vulgaris, pero concuerda con Mehta’® que encontré que el Cu™ es sorbido

-
preferentemente sobre Ni 2

El porcentaje de remocién obtenido para zinc fue de un 16.4% (tabla 13). Al estudiarse las
mezclas, se observo que, el cobre afecta su sorcion positivamente, ya que en esta mezcla se
alcanza un 27% (fig 16). En la mezcla con niquel y cromo a pH 4, se observé un aumento a
43%., (fig 19) pero en la misma mezcla a pH 2, disminuye hasta un 21%, (fig 20) lo mismo
se observa en la mezcla con cadmio y cromo a pH 4 (fig 21) y pH 2 (fig 22), con un
porcentaje de remocion de 19% y 12% respectivamente; en la mezcla de los seis metales a
pH 4, se obtuvo un porcentaje de remociéon de 12, y aumenté a mas del doble en
condiciones acidas, alcanzando un 3 l%qgf}g 23y 24).

Se observé que la sorcién del zinc por Chlorella sp es afectado por el pH, y la presencia de
Cu*? favorece su sorcién, asi como la presencia de Cd*2 y Cr*® en la mezcla ternaria a pH 4,
y Ni*?y Cr'® a pH 2 y 4 lo cual difiere con Mehta S.K.3® y De Carvalho R.P.2%, quienes en
sus estudios enconfraron que existe una inhibicién competitiva en las mezclas binarias de

Ni?+Zn"? y Zn*"?+Cd*?, ambos utilizando biomasa del alga Chiorella vulgaris.
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Figura 12. Sorcién en una mezcla de Pb(ll) y Cr(Vl), a pH 4,
utilizando biomasa de Chloreila sp
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Figura 13. Sorcién en una mezcla de Pb(ll) y Cr(Vl), a pH 2,
utilizando biomasa de Chlorella sp
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Figura 14. Sorcion en una mezcla de Pb(ll) y Cd(ll), a pH 4,
utilizando biomasa de Chlorella sp
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Figura 15. Sorcion en una mezcla de Pb(ll) y Ni(ll), a pH
4, utilizando biomasa de Chlorella sp
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Figura 16. Sorcion en una mezcla de Cu(ll) y Zn(ll), a pH
4, utilizando biomasa de Chlorella sp
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Figura 17. Sorcién en una mezcla de Cu(ll), Pb(it) y Ni(ll),
a pH 4, dtilizando biomasa de Chiorella sp
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Figura 18. Sorcién en una mezcla de Cu(ll), Cd(il) y Pb(ll},
a pH 4, utilizando biomasa de Chlorella sp

80 - —&— Ni
60 | —&—Cr
—&—Zn

40 -
20 -
0

0 Tiempo (h) 2

Figura 19. Sorcién en una mezcla de Ni(ll), Cr(V1) yZn{ll), apH 4,
utilizando biomasa de Chlorella sp
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Figura 20. Sorcién en una mezcla de Ni(ll), Zn(ll) y Cr(\V1) a
pH 2, utilizando biomasa de Chioreila sp
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Figura 21. Sorcién en una mezcla de Znll), Cd(ll) y
Cr(V1), a pH 4, utilizando biomasa de Clorella sp
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Figura 22. Sorcién en una mezcia de Zn(ll), Cd(ll) y Cr(Vl), a pH 2,
utilizando biomasa de Chilorella sp
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Figura 23. Sorcién en una mezcla de los seis metales, a
pH 4, utilizando biomasa de Chlorella sp
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Figura 24. Sorcién en una mezcla de los seis metales, a
pH 2, utilizando biomasa de Chlorella sp

Determinacién de los posibles sitios de union del metal a la biomasa
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Figura 25. Espectro de Infrarrojo de biomasa de Chlorella sp antes (B) y
después de la sorcion de Cr (VI) (B-Cr)
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En esta figura, se observa el cambio en el espectro IR al estar la biomasa en contacto con el
Cr(VI), siendo lo mas significativo los cambios en la intensidad de los picos a 1638cm™,
1530cm™ y 1378cm™.
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Figura 26. Espectro de Infrarrojo de biomasa de Chlorella sp antes (B) y

después de la sorcién de Cu (I) (B-Cu)
En esta figura, se observa el efecto ocasionado por el metal sobre la biomasa en algunos
grupos funcionales de la pared celular del alga, siendo los cambios més significativos en la
regién de 1022cm™ a 1730cm™.
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Figura 27. Espectro de Infrarrojo de biomasa de Chlorella sp antes (B) y
después de la sorcién de Pb (I1) (B-Pb)
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El espectro Infrarrojo, muestra un aumento en la sefial de la biomasa que estuvo en contacto
con el metal, siendo la regién de 1022cm™ a 1710cm™ la de mayor importancia ya que es

donde absorben los grupos carboxilo, amino y los tioles®®.
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Figura 28. Espectro de Infrarrojo de biomasa de Chlorella sp antes (B) y
después de la sorcion de Zn (II) (B-Zn)

En esta figura 28, se muestra el cambio en el espectro IR al estar la biomasa en contacto

con el Zn(IT)

Los espectros muestran bandas caracteristicas de OH a 3600 cm™ y NH de aminos a 3000
em’, cadenas alquilicas (3050 a 2800 ecm™), de C=0 a 1640 cm™ y se observa una banda
perteneciente a un OH de un carboxilo en la regién de 2900 cm™. Después de la sorcién, los
principales cambios, son en la regién de 2900 cm™ correspondiente a un OH™ de un
carboxilo, y de 1776 a 976 cm’ correspondiente a aminas y a hidroxilos. En la regi6n de
1380cm™, aparece un pico nuevo, asociado a grupos C=0 correspondientes a los grupos
carboxilicos unidos al metal, la disminucion de pH observado, puede confirmar que la
unién del metal se da con este tipo de grupos, en cambio esto no se observa en el cadmio.
De acuerdo a lo investigado por Tohru $* se concluye que los grupos funcionales que

tienen mayor contribucion durante la sorcion son carboxilos y aminos.
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VI. CONCLUSIONES

e El crecimiento del alga Chlorella sp, es favorecido por la presencia de factores de
crecimiento en una concentraciéon de 0.10%.

¢ El alga presento resistencia y capacidad de sorcion para los seis metales de estudio y
en algunos casos mayor que lo reportado en la bibliografia para diferentes especies
del alga Chiorelia.

e La resistencia encontrada para cada uno de los metales, fue:
Zn**>Pb">Ni”?> cd?> Cu™=Cr*
e La afinidad de la biomasa de Chlorella sp por los metales fue:

Pb*? > Cr"® > Cu™ > Cd*? > Ni'? > Zn™?
Lo que demuestra que no en todos los casos hay una relacién directa de la afinidad
con el metal con la resistencia al mismo.

e Se requieren pequefias cantidades de biomasa (1-2 gL™) para obtener una alta
capacidad de sorcion (Q).

e En las disoluciones preparadas con mezclas de metales (Aguas modeladas):

o La sorcién del Cd*™ disminuye por la presencia de los 5 metales y no se ve
afectada por el pH.

o La sorcién de Zn'? es afectada por el pH, existe competencia con ¢l Cu®?,
Ni?y Cd*?, y el Cr*® favorece su sorcién en un pH de 4, pero no a pH 2. El
Pb*? no interfiere en su sorcion.

o La sorcién de Cr'® es afectada por el pH, y existe competencia con el Pb*2,
Ni*%, Zn*?y Cd*2.

o La sorci6n de Ni*? es afectada por el pH, y existe competencia con el Pb™,
Cu'?, Zn*? y en menor grado con el Cd*>%.

o La sorcién de Cu*? se ve afectada por el pH, y existe competencia con los 5
metales.

o La sorcién de Pb*?, no es afectada por el pH, se favorece la sorcién con la
presencia de Cr*® y existe competencia con los otros 4 metales.

e El metal se une a la pared del alga a grupos que liberan protones al medio sin
embargo los estudios realizados son insuficientes para determinar los grupos a los
gue se unen, se necesitan pruebas mas especificas.

e En base a los resultados obtenidos y comparindolos con datos bibliograficos se
pude concluir que el alga estudiada puede recomendarse como un biosorbente
economico y ecologico para el tratamiento de aguas residuales ya que puede ser
obtenida por técnicas y medios de cultivos simples y econdmicos y presenta
capacidad de sorcion de los seis metales estudiados.
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VII. RECOMENDACIONES

Para complementar este estudio se recomienda:

e Evaluar el comportamiento con concentraciones superiores e inferiores al intervalo
utilizado en este trabajo.

e Determinar las condiciones para la recuperacion de los metales después de haber
estado en contacto con biomasa del alga Chlorella sp

e Realizar el experimento con muestras de aguas residuales
o Evaluar la capacidad de sorcion de la biomasa inmovilizada

e Determinar la factibilidad del uso del biosorbente para la construccién de un
biorreactor que pueda ser aplicado a nivel industrial
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VIII. ANEXOS

8.1 TECNICAS DE ANALISIS

8.1.1 Conteo directo al microscopio

Se utiliz6 un hemacitémetro, que es una “camara de doble recuento”, cuya plataforma
central estd subdividida transversalmente en dos mitades. Cada una de las plataformas
centrales tiene un rayado cuadriculado de Neubauer mejorado, que consta de un cuadro que
mide 3 X 3 mum, subdividido en 9 cuadrados secundarios, cada uno de 1 x 1 mm. El cuadro
central milimetrado esta dividido en 25 cuadrados terciarios, cada uno de estos esta
subdividido ulteriormente en 16 cuadrados mas pequefios. Como regla, 5 de los cuadros

terciarios se emplean para el recuento.

8.1.2 Espectroscopia de Absorcion Atomica

Este método se basa en la medicion de la cantidad de luz monocromatica absorbida por el
elemento atomizado a determinarse en una flama, por medio de un detector, siendo dicha
energia absorbida proporcional a la concentracion del elemento.

La determinacion espectroscopica de especies atomicas solo se puede llevar a cabo dentro
de un medio gaseoso, en el cual los atomos individuales estin separados unos de otros.
Consecuentemente, el primer paso en todos los procedimientos espectroscépicos es la
atomizacion, un proceso en el cual la muestra es volatilizada y descompuesta para producir
un gas atomico. La eficiencia y reproducibilidad del paso de atomizaciéon determina en
gran parte, la sensibilidad, precision y exactitud del método, siendo el paso mas importante
de la espectroscopia atémica. |

Se wutilizan diversos métodos para la atomizacion de las muestras en estudio de
espectroscopia atomica. El mas empleado es la atomizacion de flama, en la cual, una
solucion del analito (generalmente acuoéa) se convierte en una niebla, se nebuliza, y se

lleva dentro de la flama mediante un flujo de un oxidante o combustible gaseoso’.

46



Anexos

Calibracién

Los métodos cuantitativos de absorciéon atomica estan basados en curvas de concentracion.
Estas, en principio, son lineales. Sin embargo, se presentan desviaciones de la linearidad y
los andlisis nunca deben basarse en la medicion de un solo patrén con la presuncion de que
sigue la ley de Beer. Ademas, la produccién de un vapor atémico comprende suficientes
variables incontrolables para garantizar la medicién de la absorbancia de al menos una

solucion estandar en cada analisis

8.1.3 Espectroscopia de Absorcion en el Infrarrojo

La regioén infrarroja del espectro incluye la radiacién con mimero de onda comprendidos
entre los 12 800 y 10 cm™.%* Todas las especies moleculares absorben radiacién infrarroja
con la excepeién de un conjunto de especies homonucleares como hidrégeno molecular,
oxigeno y nitrégeno™.

La espectroscopia infrarroja tiene una gran aplicacion en el analisis cualitativo y

cuantitativo. Su principal utilizacién ha sido la identificacion de compuestos organicos Z

El espectro infrarrojo proporciona una huella digital anica para cada compuesto, la cual es
distinguible facilmente de los patrones de absorcion de todos los otros compuestosS3.
La identificacién de un compuesto organico a partir de este tipo de espectros es un proceso
de dos etapas. La primera etapa implica la determinacién de los grupos funcionales que
parece mas probable que estén presentes, examinando la region de frecuencia de grupos,
que abarca la radiacién comprendida desde los 3600 cm™ a los 1200 cm™ aproximada
mente. La segunda etapa consiste en una comparacion detallada del espectro desconocido
con los espectros de compuestos puros que contienen los grupos funcionales encontrados en

la primera etapa’ 2,
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