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RESUMEN

Nuestro pais exporta anualmente grandes cantidades de
productos minero-metallrgicos, ello causa perturbacién
en los ecosistemas siendo afectados principalmente los
recursos hidricos. Ante este problema, el proceso biotec-
noldgico de bioadsorcion representa una alternativa de
remediacion de ambientes naturales. El objetivo del pre-
sente trabajo fue evaluar la capacidad de bioadsorcion de
Cd (I) y Pb (Il) de la biomasa bacteriana muerta de la cepa
silvestre Serratia marcescens M8A-2T. Esta cepa alcanzé
valores de resistencia con CMI de hasta 16 000 mg/L y de
800 mg/L para Pb (Il) y Cd (Il) respectivamente, usando el
método de cilindro en placa. En soluciones monometali-
cas, se determind una eficiencia de bioadsorcidn maxima
de 99.89% y 61.32% para los metales Cd (Il) y Pb (Il) res-
pectivamente, a pH 9 y tiempos entre 15y 120 minutos.
Con estos resultados, es posible afirmar que la biomasa
bacteriana puede ser empleada a futuro en procesos bio-
tecnoldgicos de remediacién de ambientes contaminados
con metales pesados.

PALABRAs cLAVE: Bioadsorcién, cadmio, plomo, biomasa
muerta.

ABSTRACT

Annually our country exports higher quantities of metals
and metallurgical products, that cause disturbance in
ecosystems being mainly affected water resources.To sol-
ve this problem, biosorption process represents a promi-
sing alternative to remediate natural environments. The
aim of this work was based on the evaluation of biosorp-
tion ability to Cd (Il) and Pb (1l) of the Serratia marcescens
MB8A-2T dead bacterial biomass. This strain reached maxi-
mum values of 16 000 mg / L and above 800 mg / L for
CMI to Pb (Il) and Cd (Il) respectively, using plate cylinder
method. Furthermore, in monometallic solutions were de-
termined maximum biosorption efficiency of 99.89% and
61.32% for the metals Cd (Il) and Pb (Il) respectively at pH
9 and times of interaction between 15 and 120 minutes.
These results let us conclude that the bacterial biomass
can be used in remediation processes of environments
contaminated by heavy metals.

Kevworps: Biosorption, Cadmium, Lead, Bacterial dead

biomass.
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Introduccion

os metales pesados son elementos con

densidad igual o superior a 5 g.mL

y cuyo numero atomico es superior a

20, excluyendo a los metales alcalinos
y alcalinos térreos (Atkinson 1998). Los mas
importantes son: Arsénico (As), Cadmio (Cd),
Cobalto (Co), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Mercurio
(Hg), Niquel (Ni), Plomo (Pb), Estafio (Sn) y
Zinc (Zn). Los metales pesados ingresan al
ambiente acuatico principalmente por des-
cargas directas de fuentes industriales, la in-
dustria minera es una de las mas importantes
(Gémez et al. 2004).

La contaminacion del agua, aire y suelo
por metales pesados es uno de los problemas
ambientales mas severos y complicados de
resolver. Las fuentes mas comunes de conta-
minacion por dichos metales son los procesos
de refinacion del petréleo, las plantas gene-
radoras de energia, los procesos metalurgicos
(Acosta et al. 2007), los efluentes de plantas
de tratamiento de aguas residuales e indirec-
tamente por los contaminantes que entran
a los suministros de agua de los suelos y de
los sistemas de aguas subterraneas (Tarangini
2009). La mineria es la mas trscendente de
ellas (GOmez et al. 2004).

Dentro de los problemas ambientales, la
contaminacién de los recursos hidricos es la
mas afectada debido a la facilidad con que se
dispersan los iones de metales pesados pre-
sentes en aguas superficiales y subterraneas
(Cunningham y Philp 2000). Los contaminan-
tes pueden alcanzar concentraciones eleva-
das debido a su recalcitrancia y persistencia
en los cuerpos de agua (Canizares 2000) afec-
tando la flora y la fauna y por ende la cadena
trofica de un ecosistema.

A partir de la revolucién industrial, la pro-
duccidon de metales pesados aumenta en
forma exponencial. Estos se convierten en
un tema actual tanto en el campo ambiental
como en el de salud publica. Los dafos que

causan son tan severos y en ocasiones tan
ausentes de sintomas, que las autoridades
ambientales y de salud publica ponen espe-
cial atencion en minimizar la exposicién de la
poblacion (Martin 2008).

En el hombre, los metales pesados pue-
den producir ulceraciones en la piel, irritacio-
nes gastrointestinales, promover la aparicion
de céncer y otras enfermedades degenerati-
vas e inducir mutaciones genéticas, afectan-
do asi su descendencia (Mejia 2006). Por ende
la contaminacion por metales pesados, no
solo es de importancia econdmica y ambien-
tal sino también de salud publica (Das et al.
2008).

Frente a esta situacion, muchos métodos
estan siendo usados para remover los iones
metalicos de aguas residuales, entre ellos los
procesos quimicos vy fisicos, los cuales son
muy costosos y poco efectivos especialmente
cuando se trata de bajas concentraciones en
efluentes (Leung et al. 2001). Ademas de la ex-
cesiva produccion de lodos, lo cual aumenta
el costo por el tratamiento adicional que se les
debe brindar a estos (Das et al. 2008; Ahalya
et al. 2003). Durante las ultimas décadas, se
estan desarrollando nuevas tecnologias para
contrarrestar este problema. Estos procesos
biotecnolégicos son una buena alternativa
para el tratamiento de efluentes o ambientes
acuaticos contaminados con metales toxicos,
sobre todo cuando son a partir de soluciones
diluidas ya que tiene el potencial para hacerlo
mejor y a menos costo. Dentro de estos pro-
cesos destacan: la bioadsorcion, la precipi-
tacion extracelular y la captacion a través de
biopolimeros purificados. Siendo el primero,
una atractiva alternativa ya que ofrece un tra-
tamiento a bajo costo y de alta eficiencia, ade-
mas puede involucrarse en fendmenos fisico-
quimicos y biolégicos (Cahizares 2000).

El proceso de bioadsorcion puede ser de-
finido como la captacién de metales que lleva
a cabo un material biolégico (vivo o muer-
to), a través de mecanismos fisicoquimicos
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o metabolicos (Ahalya et al. 2003). Este utili-
za organismos vivos como algas, levaduras,
hongos y bacterias, los cuales han probado
tener potencial como biosorbentes metélicos
(Volesky y Holan 1995). El proceso involucra
una fase sélida (sorbente, usualmente un ma-
terial biolégico) y una fase liquida (solvente)
gue contiene especies disueltas que van a ser
sorbidas (sorbato, iones metalicos). Debido a
la gran afinidad del sorbente por las especies
del sorbato, este ultimo es atraido hacia el s6-
lido y enlazado por diferentes mecanismos.
Este proceso continta hasta que se establece
un equilibrio entre el sorbato disuelto y el sor-
bato enlazado al sélido (Alluri et al. 2007).

Por otro lado, la pared celular consiste de
una variedad de polisacaridos, proteinas vy li-
pidos, los cuales tienen muchos grupos de
unién a metales como los grupos carboxilos,
sulfatos, fosfatos y amino (Tarangini 2009).
Dentro de ellos, se pueden identificar dos
tipos de grupos funcionales: los débilmen-
te reactivos como lipidos o glucanos (en los
cuales los grupos hidroxilos son los reactivos)
y los fuertemente reactivos como acidos car-
boxilicos, aminoacidos y proteinas (Guibal
et al. 1995). La bioadsorcion esta basada en
la adsorcion de los iones en la superficie de
la célula. Es un proceso pasivo netamente
fisico-quimico que puede ocurrir por inter-
cambio idnico, precipitacién, complejacién
0 atraccion electrostatica (Reyes et al. 2006).
Presenta un equilibrio dindmico de reversibili-
dad de adsorcion-desorcidn. Los iones metali-
cos unidos en la superficie pueden ser eluidos
por otros iones, agentes quelantes o acidos y
puede ser llevado a cabo mediante biomasa
viva, muerta o inmovilizada. El uso de la bio-
masa muerta o productos derivados de ella
elimina el problema de la toxicidad, no solo
de la provocada por metales disueltos, sino
también por condiciones adversas de opera-
Cién, ademas del componente econémico de
mantenimiento incluyendo el suplemento de
nutrientes. Sin embargo, las células vivas pue-

den presentar una variedad mas amplia de
mecanismos para la acumulacién de metales
(Canizares 2000 ).

Por otro lado, en nuestro pais, los produc-
tos mineros metélicos constituyen el 57.13%
del total de las exportaciones nacionales
(Ministerio de Energia y Minas 2012), lo que
significa que el Peri depende econdmica-
mente de las divisas generadas por la indus-
tria minera, por ello es necesario la busque-
da de nuevas metodologias que en conjunto
con tecnologias convencionales permitan
reducir el grave impacto ecolégico provoca-
da por la actividad minera. Mds aun, cuando
el gobierno a partir del 2013 esta exigiendo
que los efluentes provenientes de las indus-
trias, se encuentren dentro de los valores
maximos permisibles para metales pesados
y otros (Resoluciéon de Consejo Directivo N°©
044-2012-SUNASS-CD).

Por esta razén, a través del presente traba-
jo, se busca evaluar la capacidad de bioadsor-
cién de la biomasa muerta de la cepa M8A-2T
frente a cadmio y plomo, asi como establecer
algunos parametros que ayuden a la optimi-
zacion del proceso de remocién de cadmio y
plomo y puedan ser aplicables en un futuro
cercano a mayor escala. A su vez, debemos
recalcar que actualmente en nuestro pais son
muy pocas las referencias acerca de la biorre-
mediacién de efluentes contaminados con
metales pesados usando biomasa muerta de
microorganismos, lo que hace relevante este
trabajo de investigacion.

Materiales y métodos
1. Material

+ Unacepa bacteriana silvestre con alta tole-
rancia a los metales Cd(ll) y Pb(ll) codifica-
da como M8A-2T que pertenece al banco
de cepas del Laboratorio de Microbiologia
y Biotecnologia Microbiana.
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« Una cepa referencial Pseudomonas aerugi-
nosa ATCC 9027

+ Solucion acuosa de metal de Cd bajo la
forma de sulfato de cadmio

+ Solucion acuosa de metal de Pb bajo lo
forma de nitrato de plomo

2. Métodos

2.1 Determinacion de pureza y viabilidad de la
cepa de trabajo

La cepa fue aislada de una muestra de relave
minero, proveniente de la Sociedad Minera
Condestable (Mala, Pert) y fue mantenida en
el cepario del Laboratorio de Microbiologia
y Biotecnologia Microbiana, Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la UNMSM, ha demos-
trado ser resistente a metales pesados como
Plomo y Cadmio, ésta se reactivd en Caldo
Tripticasa Soya incubandose a 25°C hasta ob-
tener una turbidez comparable a la escala 0.5
de Mc Farland. Luego se sembr6 por estriado
en placas con Agar Tripticasa Soya (pH 7.2 +
0.2) las que se incubaron a 25°C por 24 horas.
Seguidamente se hizo la caracterizacién mor-
folégica y cultural de las colonias ademas de
tincion Gram para confirmar la pureza de la
cepa.

2.2 Identificacién de la cepa bacteriana

La identificacion presuntiva de la cepa bacte-
riana M8A-2T se realizé de acuerdo a las carac-
teristicas morfoldgicas y culturales de las co-
lonias, caracteristicas microscépicas, asi como
por pruebas bioquimicas, entre ellas tenemos:
la actividad de la citocromo oxidasa, reduccion
de nitratos y utilizacién de hidratos de carbo-
no. Para la identificacién confirmativa se utilizé
el sistema de identificacion API 20E.

2.3 Determinacion de resistencia de la cepa a
cadmio y plomo por el método de difusién en
agar

Se procedi6 a realizar la prueba de resisten-
cia a cadmio y plomo por el método de ci-

lindro en placa (Madigan et al. 2003) sobre
agar Mueller Hinton. Para ello se preparé
una suspension de la cepa M8A-2T en 4 mL
de Caldo Tripticasa Soya y se incubd a 25°C,
hasta alcanzar una turbidez compatible con
la escala 0.5 de Mc Farland. Luego, se realizé
la siembra con hisopo en tres planos sobre el
agar. A cada pocillo se agreg6 20 pL de con-
centraciones crecientes de Cd (II) entre 50
a 800 ppm y Pb (Il) entre 50 a 32, 000 ppm,
empleando como control positivo, mercu-
rio y como control negativo agua destilada.
Estas placas se incubaron a 25°C por 48 ho-
ras, pasado el tiempo de incubaciéon se mi-
dié el diametro de los halos de inhibicion de
crecimiento y se comparé con los halos de
la cepa control de sensibilidad Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027.

2.4 Obtencién de biomasa bacteriana muerta
como bioadsorbente

La cepa se reactivd en 2,5 mL de caldo
Tripticasa Soya a 25°C, hasta alcanzar un cre-
cimiento compatible con la escala 0.5 de Mc
Farland. Este se inocul6 en un matraz de 100
mL, conteniendo 25 mL de caldo Tripticasa
Soya y se incubd a temperatura ambiente
por 24 horas en agitacién a 120 rpm. Luego
se transvasd a un matraz de 500 mL, conte-
niendo 270 mL de caldo nutritivo y se incu-
b6 a temperatura ambiente por 12 horas en
agitacion a 120 rpm. Luego se vertio el con-
tenido de este matraz a un fermentador de 3L
con 2.7 Lde caldo Tripticasa Soya, el cual tiene
aireacion incorporada y se incubé a tempera-
tura ambiente por 24 horas. Las bacterias se
sometieron a 121°C por 30 min para la obten-
cién de biomasa bacteriana muerta (Vasquez
2005). El cultivo se centrifugé a 5000 rpm por
25 min. El precipitado se lavé dos veces con
agua destilada para quitar iones u otros resi-
duos del medio a 5000 rpm por 25 min (Leung
etal. 2001). El pellet final se deposit6 en un cri-
sol previamente pesado y se secd en horno a
una temperatura de 60°C durante 3-5 horas,
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hasta que se obtuvo un peso constante. La
biomasa se recuperé cuidadosamente con un
pincel para pesarlo y utilizarlo posteriormen-
te (Vasquez 2005).

2.5 Preparacion del bioadsorbente

En cada uno de los experimentos de los pro-
cesos de bioadsorcién se usé la relacién Tmg
de biomasa bacteriana muerta (biosorbente)
por TmL de soluciéon con metales pesados
(Vasquez 2005). Se pesaron 50mg de biomasa
muerta (en peso seco) en una balanza anali-
tica modelo BC Orma, para cada uno de los
experimentos y se colocaron en matraces con
50 mL de disolucion de metales.

2.6 Preparacion de la solucion de los metales
Se prepard una solucion madre de Cadmio
de 400 mgl’' con sulfato de Cadmio
(3CdSO4.8H20) y otra solucion madre de
Plomo de 400 mg.L" con nitrato de plomo (Pb
(NO,).) en agua destilada. Se ajusto el pH de
la disolucién a analizar segun sea el caso con
NaOH y/o H_SO, 1N antes de la adicion de la
biomasa muerta (Acosta 2007). A partir de
ellas se prepararon las soluciones con la con-
centracion de 50 ppm para cada metal.

2.6 Efecto del pH sobre la bioadsorciéon

Se prepararon soluciones con un pH de 3, 5,
7,9y 11; las cuales tenian una concentracion
de 50 ppm para cada soluciéon metalica de Cd
y Pb, todas a temperatura ambiente. A estas
soluciones se agregé los 50 mg de bioadsor-
bente y se dejaron en agitacion a 120 rpm a
temperatura ambiente. Luego de 60 minutos,
se colocaron en tubos centrifuga de 50 mL e
inmediatamente se centrifugaron a 5000 rpm
por 25 min.

2.7 Determinacién del tiempo Jptimo de
bioadsorcién

Las soluciones de cadmio y plomo de 50
ppm y cada una con un pH de 3, se recolec-
taron en intervalos de 0, 15, 30, 60 y 120 min

en agitacion a 120 rpm, a temperatura am-
biente. Inmediatamente se colocaron en tu-
bos centrifuga de 50 mL y se centrifugaron
a 5000 ppm por 25 min. El sobrenadante se
recuperd con una pipeta y se filtr6 con una
membrana de policarbonato de 0.45 mm
(Yan y Viraraghavan 2003). Luego se recolecté
en frascos de plastico a 4°C para su posterior
lectura en el espectrofotémetro de absorcion
atomica, para medir la concentracién de Cd
y Pb residual. El experimento se realiz6 por
triplicado.

2.8 Efecto de las concentraciones iniciales de Cd
y Pb sobre la bioadsorcién

Se prepararon soluciones de 100, 200 y 400
ppm de ambas soluciones a pH 3 y se man-
tuvieron en agitacién a 120 rpm por 120 min
a temperatura ambiente. Luego se colocaron
en tubos centrifuga de 50 mL y se centrifuga-
ron a 5000 ppm por 25 min. El sobrenadan-
te se recuperd con una pipeta y se filtré con
una membrana de policarbonato de 0.45 mm
(Yan y Viraraghavan 2003). Luego se recolecté
en frascos de plastico a 4°C para su posterior
lectura en el espectrofotometro de absorcion
atomica, para medir la concentracién de Cd
y Pb residual. El experimento se realiz6 por
triplicado.

2.9 Medicién de la concentracién de metales
pesados

Para la cuantificacién de la concentracién de
metales pesados de cada uno de los sobre-
nadantes obtenidos se filtr6 sobre una mem-
brana de policarbonato de 0.45 mm (Yan y
Viraraghavan 2003) y se guardé en frascos de
plastico para su posterior andlisis con el mé-
todo de espectroscopia de absorcién atémica
por flama (Goémez 2004), usando un equipo
modelo Shimadzu AA - 6800 (sensibilidad de 2
ppm), de la Facultad de Ingenieria Quimica de
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
El experimento se realizé por triplicado y la
cuantificacion se hallé calculando el porcen-
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taje de remocién por medio de la siguiente
férmula (Monge et al. 2008):

%R= (Co - Cf) / Co x 100%

Dénde:
Co= Concentracién inicial del soluto en mg/L.
Cf= Concentracion final del soluto en mg/L.

2.10 Andlisis estadisticos

Todos los ensayos de determinacion de la bio-
adsorcion se realizaron por triplicado, por lo
cual los resultados fueron analizados usando
el software estadistico SPSS v17.0 con la fina-
lidad de determinar si existe diferencias sig-
nificativas entre los valores de los resultados
obtenidos.

Resultados
1. Identificacion de la cepa silvestre

Atendiendo las caracteristicas morfoldgicas
(Gram (-) y forma bacilar no esporulada) y cul-
turales de la colonia (colonias medianas, con-
vexas, de forma circular, mucoide, con bordes
redondeados); asi como por pruebas bioqui-
micas, mediante el sistema de identificacion
API 20E para bacterias Gram negativas, la cepa
bacteriana fue identificada con el Index API
20E como Serratia marcescens con excelente
identificacion (perfil 5317721). Al nombre se
le adiciond la codificacién de la cepa quedan-
do como Serratia marcescens M8A-2T.

2. Determinacion de los niveles de resistencia
aCdyPb

Luego de incubar la cepa a 25°C por 48 horas,
la resistencia a los metales mencionados se
determiné midiendo los halos de inhibicién
de crecimiento y se compararon con la cepa
control Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.
En la tabla1 y figura 1 puede observarse que

la cepa resiste concentraciones de plomo de
hasta 16000 ppm y 800 ppm de cadmio, sin
formar halos de inhibicion de crecimiento (0
mm) lo cual es una diferencia notable respec-
to a la cepa control.

3. Efecto del pH sobre la bioadsorcion de Cd
yPb

Los mayores porcentajes de bioadsorcion se
alcanzaron a pH 9 obteniéndose un 91.57%
de remocién de cadmio y un 74.04% de re-
mocion de plomo como podemos observar
en la tabla 2 . Este ultimo muestra que a pH 7
la remocién es de 73.64% lo que sugiere que
no existe una variacion significativa entre va-
lores de pH de 7 y 9 para el caso de plomo,
mientras que para el cadmio si. Al analizar
estadisticamente los datos se comprobd la
normalidad de la distribuciéon de los datos
obtenidos con la prueba de Shapiro-Wilk. La
prueba de Levene demostré la homogenei-
dad de las varianzas ya que el valor esta por
encima de p<0.05. Al observarse un nivel de
significancia por debajo del valor asumido
(p<0.05) se confirmd que existen diferencias
significativas entre los niveles de remocion de
cadmio frente los diferentes valores de pH en-
sayados. Debido a ello, se requiere determinar
en qué casos se presentan estas diferencias,
por lo cual se empleé la prueba de Scheffé;
con la cual se confirmé que no hay diferencias
significativas en los porcentajes de remocién
obtenidos a pH 7 y pH 11, tampoco existe di-
ferencia significativa en lo obtenido a pH 9y
pH11.

Los resultados de las pruebas para la eva-
luacion de la capacidad de bioadsorcion de
plomo en solucidn acuosa demuestran que
existen variaciones significativasen el pH de la
solucion del metal con la capacidad de remo-
Cién por parte de la cepa silvestre. Respecto al
plomo se siguié el mismo analisis estadistico
que para cadmio, pero la prueba de Scheffé,
nos demostré que la capacidad de remocion
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TABLA 1
MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION EN MM PARA Cd (1) Y Pb (II) LUEGO DE LAS 48 HORAS DE INCUBACION

HALO INHIBICION (mm)

METAL CONCENTRACION (ppm) Cepa control Pseudomonas Cepa silvestre Serratia
aeruginosa ATCC 9027 marcescens M8A-2T
4000 0 0
8000 0 0
Plomo

16000 1 0

32000 14 12

200 0 0

Cadmio 400 0 0
800 10 0

TABLA 2

PORCENTAJE DE REMOCION DE LOS METALES PESADOS PRODUCIDOS POR Serratia marcescens M8A-2T,
FRENTE A VARIACIONES DEL PH EN SOLUCIONES ACUOSAS

Metal Pesado

pH de la solucién

(50 ppm) 3 7 9 11
Plomo 37.14% 60.57 % 73.64% 74.04 % 42.45%
Cadmio 2.25% 24.06 % 79.92 % 91.57 % 86.12%

Tiempo de contacto de la biomasa con el metal: 1 hora; biomasa bacteriana: 1 mg/ml

Figura 1. Prueba de resistencia de la cepa a
diferentes concentraciones de Cd y Pb en agar
Tripticasa soya. Placas sembradas con la cepa M8A-
2Ty concentraciones de Cd a 800 ppmy Pb a 32 000
ppm nto con los controles positivo (Hg) y negativo
(agua destilada).

entre pH 5y pH 11 no tiene diferencia signi-
ficativa asi como la obtenida entre pH 7 y pH
9. Para los demas casos si se presentaron dife-
rencias significativas.

4. Determinacion del tiempo dptimo de
bioadsorcion de Cd y Pb

En la tabla 3, se observa que el mayor porcen-
taje de remocion de Cd (Il) se obtuvo entre los
60 y 120 minutos, los valores de bioadsorcién
fueron de 53.65% y 54.78%, respectivamente;
mientras que para Pb (Il) la remocién se obtiene
desde los primeros 15 minutos de interacciony
se mantiene constante hasta los 120 minutos.
Analizando estadisticamente los resul-
tados se observan variaciones significativas,
mostrando diferentes valores en el porcenta-
je de bioadsorcion respecto a los tiempos de
enfrentamiento. Al obtener en todos los casos
valores por encima del p<0.05, se verificé la
normalidad de la distribucién de los datos
con la prueba de Shapiro-Wilk. La prueba de
Levene demostré la homogeneidad de las
varianzas ya que el valor esta por encima de
p<0.05. En la prueba de Scheffé, se entiende
que los datos superiores a p<0.05 no presen-
tan diferencias significativas con respecto a la
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TABLA 3
INFLUENCIA DEL TIEMPO DE CONTACTO EN LA CAPACIDAD DE BIOADSORCION DE LA BIOMASA MUERTA DE
Serratia marcescens M8A-2T EN SOLUCIONES DE 50 PPM DE CADMIOY PLOMO

Metal Pesado

Tiempo (minutos)

*) 15 60 120
Plomo 71.73% 75.40% 76.92%
Cadmio 6.95% 53.65% 54.78%

(*) Solucién metélica de 50 ppm, pH 9y biomasa bacteriana de 1 mg/ml

TABLA 4
EFECTO DE LAS VARIACIONES DE LAS CONCENTRACIONES INICIALES DE SOLUCIONES DE CADMIO Y PLOMO EN
EL PORCENTAJE DE BIOADSORCION DE LA BIOMASA MUERTA DE Serratia marcescens M8A-2T

Concentracion del metal (ppm)

Metal Pesado(**)

100 200 400
Plomo 61.32% 59.71% 35.41%
Cadmio 97.50% 99.14% 99.89%

(**) pH de las soluciones 9 y biomasa bacteriana de 1 mg/ml a una hora de contacto de la biomasa con el metal.

bioadsorcidn de cadmio, entonces se demos-
tré que no es lo mismo enfrentar la cepa con
el metal durante 15 minutos, que 60 o 120 mi-
nutos; pero que se obtiene el mismo resulta-
do si se enfrenta 15 0 30 minutos y que entre
60 y 120 minutos también obtendriamos el
mismo resultado.

Los resultados de las pruebas para la eva-
luacion de la capacidad de bioadsorcién de
plomo en solucidon acuosa demuestran que
existen variaciones significativas de los diferen-
tes tiempos de enfrentamiento ocasionando
diferentes valores en el porcentaje de bioadsor-
cion. Utilizando las pruebas de Shapiro-Wilk y
de Levene, la cual demostré la homogeneidad
de las varianzas ya que el valor esta por encima
de p<0.05. Con este valor se pudo evidenciar
gue no existen diferencias significativas entre
los niveles de remocién de plomo frente los di-
ferentes tiempos ensayados.

5. Efecto de las concentraciones de Cd y Pb
sobre la bioadsorcion.

La tabla 4 nos muestra los resultados obteni-
dos luego de una hora de interaccién entre la
biomasa muerta y la solucion metalica de Cd

(I apH 9, se observé que a una concentracion
de 400 mg/ L, Serratia marcescens M8A- 2T fue
una cepa con gran capacidad bioadsorbente,
teniendo las mejores respuestas de remocion
del metal, se obtuvo hasta un 99.89% de cap-
tacion. En tanto que para Pb a 100 mg/ L se
obtuvo un 61.32%y fue decreciendo segun se
iba aumentando la concentracion del metal.

Los resultados de las pruebas para la eva-
luacion de la capacidad de bioadsorcién de
cadmio demuestran que existen variaciones
significativas en el uso de las diferentes con-
centraciones por parte de la cepa silvestre en la
capacidad de remocion. Se utilizaron las prue-
bas de Shapiro-Wilk, de Levene y la de Scheffé;
gue nos demostré que solo hay diferencias sig-
nificativas entre los resultados obtenidos cuan-
do se usé 100 ppm y 400 ppm de cadmio.

Los resultados de las pruebas para la eva-
luacion de la capacidad de bioadsorcion de
plomo demuestran que existen variaciones
significativas en el uso de las diferentes con-
centraciones de metal empleadas. Al obser-
varse un nivel de significancia por debajo del
valor asumido (p<0.05) se confirma que exis-
ten diferencias significativas entre los niveles
de remocidn de plomo frente a las diferentes
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concentraciones del metal ensayadas. Para
determinar en qué casos se presentan estas
diferencias, se empled la prueba de Scheffé, la
cual demostré que solo entre 100 y 200 ppm
no hay diferencia significativa.

Discusion

En la actualidad, son muy pocas las investiga-
ciones que reportan a Serratia marcescens en
los procesos de bioadsorcion. Uno de ellos es
el reportado por Kurek et al. (1982), donde se
obtuvo un 76.20% en la remocién de Cd (Il)
en un medio liquido usando biomasa muerta
de la misma especie. Sin embargo, en este es-
tudio Serratia marcescens M8A-2T ha demos-
trado ser una bacteria con alta capacidad de
remocion de metales, alcanzando valores de
91.57% en eficiencia de bioadsorcién de Cd
(1) y 74.04% en el caso de Pb (ll) en solucio-
nes monometalicas. La mayoria de los estu-
dios hechos por Wang y Chen (2009), Rivera
et al. (2003) y Vasquez (2005), dentro del gru-
po de las Gram negativas reportan a especies
como Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Enterobacter cloacae, Alcaligenes sp. y di-
ferentes especies de Bacillus entre las Gram
positivas como reportaron Da Costa y Pereira
(2001). Por ello se tom6 como referencia espe-
cies bacterianas del mismo grupo.

1. Determinacién de los niveles de resistencia
a Cd y Pb de Serratia marcescens M8A- 2T

Respecto a los niveles de resistencia presen-
tados por la cepa silvestre, esta demostrd ser
resistente a concentraciones entre los 4 000
mg/Lylos 32000 mg/L para el caso de plomoy
de 200 mg/L hasta los 800 mg/L de concentra-
Cién para cadmio (Tabla 1), esto debido a que
esta cepa ha sido aislada de un relave minero,
ello indica que esta bacteria es altamente resis-
tente a metales tdxicos, de acuerdo con Malik
(2004) y Sahar et al. (2012) quienes senalan

gue los microorganismos que son aislados de
ambientes contaminados son mas resistentes
a los que son aislados de ambientes naturales,
ya que desarrollan varios mecanismos de resis-
tencia. Esta caracteristica encontrada la hace
calificar como una potencial alternativa en los
procesos de biorremediacién.

Por otra parte, existe un reducido nimero
de referencias de Serratia marcescens en prue-
bas de CMI. Sahar (2012) presentd valores de
1000 mg/mL de Pb (ll) luego de 48 horas de
incubacion. A su vez, Cristani et al. (2012) re-
portan valores de CMI 0.025 y 0.100 mg/mL
para Pb y Cd, respectivamente, luego de 18
horas de incubacién. Para ambos casos, los
valores reportados son inferiores a los obteni-
dos en este estudio.

Dentro del grupo de las Gram negativas, se
encontré valores reportados de CMI mayores
a 500 mg/L de Cd (Il) y mayores a 1000 mg/L
Pb (Il) para la especie Pseudomonas fluorescens.
Otra especie reportada por Lu et al. (2006) es
Enterobacter sp. J1, la cual presenta valores de
CMI superiores de 300 mg/L de Cd () y 1500
mg/L de Pb (Il). Comparando los valores de to-
lerancia para Pb (Il) se puede observar que los
presentados en este estudio son considerable-
mente mayores a los obtenidos por los otros
autores. En el caso de Cd (Il) la concentracién
maxima evaluada fue de 800 mg/L; sin embar-
go, la cepa Serratia marcescens M8A-2T demos-
trd tener un mayor rango de resistencia.

Cristani etal. (2012) reportaron la influencia
de la absorcion del metal sobre la biosintesis
del pigmento producido por Serratia marces-
cens. En presencia del metal, la produccién del
pigmento decrece considerablemente des-
pués de los 10 minutos de interaccién hasta
aproximadamente los 70 minutos que se pro-
duce su inhibicidn. A su vez, Sahar et al. (2012)
mencionan que la produccién del pigmento
por Serratia marcescens se ve inhibida en pre-
sencia de hierro. En el caso de la cepa silvestre
de este estudio, se observo la inhibicion total
de la biosintesis del pigmento “prodigiosina”
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2. Efecto del pH sobre la bioadsorcion de Cd
(1) y Plomo (ll)

Monge et al. (2008), Vasquez (2005) y Friis y
Myers (1986) reportan que la variacién de
pH afecta considerablemente el proceso de
bioadsorcion y es considerado uno de los pa-
rametros mas influyentes del proceso ya que
afecta la solubilidad de los metales o la activa-
cién de los grupos funcionales en la biomasa.
Los resultados obtenidos en el presente estu-
dio concuerdan con Wang y Chen (2009) para
los valores de pH, en el cual se reportd que la
cepa Pseudomonas aeruginosa CW-96-1 fue
capaz de remover un 99% de Cd (ll) siendo su
valor éptimo de pH valores entre 8 y 9. Leung
et al. (2001) reportan que Pseudomonas pseu-
doalcaligenes removié Pb (Il) a pH éptimos en-
tre 5y 7. A su vez, Cristani et al. (2012) report6
para laremocion de Pb (Il) donde el pH éptimo,
para la misma especie, fue de 9, a temperatura
de 37°C reporta que a pH menores de 4.5 la
cepa se inhibe lo cual también se ve refleja-
do en este estudio en el cual se obtiene bajos
porcentajes de remocion a pH 3. Leung et al.
(2001) reporta que cuando el pH disminuye,
la superficie de la célula bacteriana tiende a
estar cargada positivamente y los polimeros
presentes en ésta, se encuentran protonados,
produciendo asi una reduccion en la atraccién
entre la biomasa y los cationes metalicos ya
gue estos ultimos tienen que competir con los
protones por los sitios de uniéon. En contraste,
a pH mas altos se facilitan la inmovilizacion de
los metales, ya que la superficie de la pared
celular se encuentra cargada negativamente
segun Chang et al. (1997); Yan y Viraraghavan
(2003) y Acosta et al. (2007). Por otro lado, Lu et
al. (2006), senalaron pH éptimos de adsorcién
de Cd (ll) y de Pb (Il) de 6 y 5, respectivamente.
Estudios realizados por Chang et al. (1997) se-
nalan que la cepa Pseudomonas aeruginosa PU
21 no fue capaz de biosorber Cd, Cuy Pb a un
pH por debajo de 3. Sin embargo, otros auto-
res reportan lo contrario, asi llhan et al. (2004)

reportan que utilizaron a Staphylococcus sa-
prophyticus para la remocion de los iones Cr,
Pb y Cu alcanzando un 70% de biosorcion de
Pb (Il) a un valor éptimo de pH de 4.5.

3. Determinacion del tiempo de la
bioadsorcién de Cd (1) y Plomo (1)

En relacién con el tiempo de incubacién so-
bre la bioadsorcién de Cd (Il) por la biomasa
muerta de la cepa Serratia marcescens M8A-
2T se encontrd que la mayor bioadsorcién de
cadmio ocurre entre los 60 y 120 minutos (ta-
bla 4) dando un porcentaje de remocion de
54%, mientras que durante los primeros mi-
nutos no hay una bioadsorcién significativa.
Para este caso, Sala (2002) resalta que el tiem-
po de equilibrio de este proceso no esta sélo
en funcion de los sitios disponibles, sino tam-
bién del tipo, tamafio, formay estado fisico de
la biomasa (activo o inerte) asi como del me-
tal implicado en el proceso de bioadsorcién .
Por otro lado, para el caso de remocién de
Pb (I) se mantiene casi constante durante el
tiempo de interaccién desde los 15 hasta los
120 minutos alcanzando un valor promedio
de 74%. Sin embargo, llhan et al. (2004) repor-
tan la remocién en tiempos menores como
un 70% de biosorcion para la remocion de Pb
en los primeros 15 minutos utilizando la cepa
Staphylococcus saprophyticus. A su vez, Chang
et al. (1997) demuestran que a los 5 minutos
del proceso de biosorcién se removié6 el 90%
de Cd y Pb con una cepa de Pseudomonas
aeruginosa. Asimismo, Vasquez (2005) obser-
va que el porcentaje de remocion de Cd y Pb
se dio a los 5 minutos de iniciado el proceso.
Para ambos casos los tiempos reportados
en el presente estudio pueden sugerir que la
biomasa bacteriana usa un mecanismo de ab-
sorcion pasiva, el cual consiste en la adsorcién
fisica o intercambio iénico en la pared celular,
considerandosele un estado que se produce
inmediatamente ya que es independiente de
la energia (Goyal et al. 2003). Esto también es
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respaldado por Atkinson et al. (1998) quienes
mencionan que la cinética de adsorcion en la
superficie bacteriana presenta un equilibrio
rapido siendo en promedio de 5 - 30 min.

4. Efecto de las concentraciones de Cd (Il) y
Plomo (ll) sobre la bioadsorcion

Para el caso del Cd (Il) se puede evidenciar que
los porcentajes de remocion son cercanos al
100% para las 3 concentraciones ensayadas
lo que demuestra que la biomasa bacteriana
puede seguir aun captando iones cadmio, es
decir concentraciones mayores. Por otro lado,
para Pb (Il) la capacidad de bioadsorcién de la
biomasa disminuyd en la medida que se incre-
mento la concentracion del metal, lo cual se ve
evidenciado en las pruebas estadisticas realiza-
das presentando diferencias significativas (p<
0.05) entre 200 y 400 ppm, lo que sugeriria que
entre 100 y 200 ppm estaria el punto de satu-
racion de la biomasa bacteriana. Ello indicaria
gue la biomasa muerta podria presentar me-
nor cantidad de ligandos o sitios de unién para
Pb (Il) frente a Cd (Il). Otra posible explicacién
de este comportamiento esta relacionado con
la concentracion de la biomasa donde con-
centraciones de biomasa altas tienden a aglo-
merarse y disminuye el drea de contacto y por
ende la disponibilidad de los sitios de unién
con el metal. Para este trabajo se ha utilizado
50 mg de biomasa, por lo que deberia evaluar-
se a concentraciones menores y observar si es
influyente en este resultado.

Cristani et al. (2012) han reportado valores
de remocién a concentraciones de 25 mg/L
para Pb (Il) y 100 mg/L de Cd (ll), siendo infe-
riores a las encontradas en este trabajo. Kurek
et al. (1982) reportan valores de bioadsorcién
de Cd (Il) de 10 mg/L e indican una mayor re-
mocion por parte de células muertas luego de
18 horas de incubacién frente al cultivo inicial.
Por el contrario, Sahar et al. (2012) han repor-
tado 55% de remocién a concentraciones de
1000 pg / mL para el caso de Pb (1I).

5. Conclusiones

La biomasa seca y muerta de Serratia marces-
cens M8A-2T, empleada como biosorbente a
1mg/ml, es eficiente en la remocién de plomo
y cadmio y puede emplearse en procesos de
biorremediacién a nivel de laboratorio, a pH 9
durante 15 minutos para remover plomo y 60
minutos para remover cadmio.
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