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Resumen

Se evalud la bioadsorcion de Co(II) y Mn(II) en soluciones acuosas por
Rhodococcus opacus inactivado y tratado con NaOH, y se efectud la
caracterizacion fisicoquimica del bioadsorbente. La caracterizacidon
fisicoquimica de la bacteria se realizé mediante microscopia electronica
de barrido acoplada al analisis de dispersion de energia de rayos X (MEB-
EDS), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y
potencial zeta (PZ). Asimismo, se determinaron las mejores condiciones
de operacion en el proceso, evaluando la concentracidén del biosorbente,
concentraciéon inicial del metal (Ci), pH y tiempo de contacto. Los
experimentos se hicieron a escala de laboratorio y la bacteria fue
previamente tratada con NaOH (0,1 M). La interaccion entre R. opacus y

los iones metalicos se confirmd por la variacion del potencial isoeléctrico
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(PIE) y grupos funcionales. En las mejores condiciones de operacién se
alcanzaron remociones y adsorcidon de 87.8 % y 24.9 mg/g para Co(1Il),
Y 79.9 % y 6.1 mg/g para Mn(II). Estas condiciones fueron pH 7, biomasa
4 mg/l, Ci 50 mg/l y 180 minutos de tiempo de operacidon. Mientras que
para el Mn(II): pH 5, biomasa 3 mg/l, Ci 5 mg/l y 10 minutos de tiempo
de operacion. El presente estudio demuestra que el R. opacus puede ser
aplicado en el tratamiento de efluentes conteniendo bajas
concentraciones de Co(II) y Mn(II).

Palabras clave: bioadsorcién, remocién, cobalto, manganeso,

biotecnologia, Rhodococcus opacus.

Abstract

The bioadsorption of Co(II) and Mn(II) in aqueous solutions was evaluated
by Rhodococcus opacus inactivated and treated with NaOH, and the
physicochemical characterization of the bioadsorbente. The
physicochemical characterization of bacteria was performed by scanning
electron microscopy coupled to energy dispersive X-ray analyses (SEM-
EDS), Fourier transforms infrared spectroscopy (FTIR,) and Zeta Potential
(ZP). Likewise, the operating conditions in the process were determined,
evaluating biosorbent concentration, initial metal concentration (Ci), pH,
and contact time. The experiments were performed at the laboratory, and

the bacteria was previously treated with NaOH (0.1M). The interaction
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between R. opacus and metal ions was confirmed by the variation of
isoelectric point (IEP) and functional groups. Removals and uptake of 87.8
% and 24.9 mg/g for Co(II) and 79.9 % and 6.1 mg/g for Mn(II) were
achieved under test-operating conditions. These conditions were pH 7,
biomass 4 mg/Il, Ci 50 mg/I, and 180 minutes of operation time. While for
Mn(II): pH 5, biomass 3 mg/l, Ci 5 mg/,l and 10 minutes operation time.
The present study shows that R. opacus can be applied to treat effluents

containing low concentrations of Co(II) and Mn(II).

Keywords: Bioadsorption, removal, cobalt, manganese, biotechnology,

Rhodococcus opacus.
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En los Ultimos anos existe un gran interés por el estudio de la acumulacion
de metales pesados, provenientes de fuentes antrdpicas, en el ambiente
(agua, aire, suelo) debido a su toxicidad sobre los seres humanos y sobre
otras formas de vida (Vishan, Saha, Sivaprakasa, & Kalamdhad, 2019).
Mientras que en Europa se han investigado las principales fuentes
antropicas de contaminacién ambiental como la industria y la agricultura
intensiva (Sedlakova-Kadukova, Kpcakova, Gresakova, Godany, &
Pristas, 2019), en América Latina la contaminacién de aguas por metales
pesados también ha sido objeto de investigacién (Bundschuh etal., 2012;
Guittard et al., 2017), pero es un problema que se vincula con practicas

gue no guardan relacién con una gestion sostenible de los recursos.

En Perd, por ejemplo, se ha reportado la presencia de manganeso en
niveles superiores al estandar de calidad ambiental (ECA) en los rios
Tambo, Rimac, Santa, Mantaro y Cahamaya (Minagri, 2013). Mientras
que en la regién hidrografica del Titicaca ambos metales superan el ECA
(OECD, 2017).

La presencia de Co(II) y Mn(II) en los efluentes se debe a las
actividades mineras, produccién de aleaciones, catalizadores y baterias
entre otras fuentes (Barrio-Parra et al., 2017). El manganeso se puede
encontrar con frecuencia en aguas subterraneas y se asocia con la
coloracién del agua, manchas de la ropa y obstruccién de las tuberias;
mientras que la exposicion a este metal provoca un envenenamiento

cronico del cuerpo humano (Rose, Fabbro, & Kinnear, 2017). Asimismo,
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altas exposiciones al Co(II) se conectan con baja presidon sanguinea,
nauseas, vomitos, trastornos del sistema nervioso y paralisis (Abbas,
Kaddour, & Trari, 2014).

Con el tiempo se han desarrollado una serie de tratamientos para
eliminar o mitigarla contaminacidon por metales pesados, y restablecerun
equilibrio saludable en favor de la dindmica humana y ambiental. Las
técnicas convencionalmente usadas en el tratamiento de efluentes
industriales, conteniendo metales, se basan en procesos fisicoquimicos
como la electroflotacién y filtracidon con membranas (Nascimento-Do, De-
Oliveira, Rizzo, & Leite, 2019); ademas, son caracterizadas por tener un
alto costo y dificil implementacién. Asimismo, estos procesos han
mostrado bajas remociones cuando las concentraciones de metales son
menores a 100 mg/l (Volesky, 2003). Ante esta situacidon han surgido
tecnologias como los biotratamientos que resultan mas amigables con el
ambiente y son de menor costo (Ziagova et al., 2007; Hasan, Abdullah,
Kofli, & Yeoh, 2016; Jobby, Jha, Yadav, & Desai, 2018).

Entre los biotratamientos destaca la biosorcién, la cual comprende el
uso de adsorbentes de origen bioldgico y ha demostrado tener alta
remocion; ademads, no genera residuos solidos o sustancias toxicas
durante el proceso (Costas & Tavares, 2016). El uso de bacterias vivas o
inactivas como biosorbentes es una potencial alternativa en la adsorcion
de metales; algunas de las mas estudiadas corresponden a los géneros

Citrobacter, Pseudomonas, Streptomyces y Bacillus (Jacob et al., 2018).
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De igual forma, se ha reportado la aplicacion del R. opacus y de las
sustancia poliméricas extracelulares de esta bacteria en la bioadsorcién
de diversos metales, tal como AI(III) (Cayllahua & Torem, 2010); Mn(II)
(Silvas, Buzzi, Espinosa, & Tendrio, 2011); Cd(II); Pb(II); Ni(II); Co(II),
y Cr(VI) (Dobrowolski, Szczes$, Czemierska, & Jarosz-Wikofazka, 2017).

La bioadsorcion, mediante el uso de células vivas o inactivadas, es
un proceso que no depende del metabolismo celular, pues el metal es
adsorbido sobre la superficie del bioadsorbente (Nascimento-Do et al.,
2019) y en su mayoria es un proceso reversible (Arivalagan, Singaraj,
Haridass, & Kaliannan, 2014). La estructura de la pared celular
microbiana ha sido identificada como la principal responsable en la
adsorcion de metales (Escudero, Quintas, Wuilloud, & Dotto, 2019).
Respecto a esto, se ha reportado que los grupos funcionales presentes en
las bacterias gramnegativas presentan una gran disponibilidad en la
remocion de especies metalicas (Quiton, Doma, Futalan, & Wan, 2018;
Escudero et al., 2019; Wang et al., 2019).

Sin embargo, otros autores argumentan que las bacteras
grampositivas, al tener una pared celular mas gruesa (y particulares
componentes), presentan también mayores remociones y adsorcién de
iones metalicos, cuando son comparadas con las gramnegativas
(Gourdon, Bhende, Rus, & Sofer, 1990; Jacob et al., 2018). Escudero et
al. (2019) indican que el comportamiento de las bacterias es dependiente

del sistema en que se llevan a cabo los experimentos.
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Los principales grupos funcionales presentes en la pared celular
bacteriana y relacionados con la adsorcién de metales son el hidroxilo,
carboxilo, sulfonato, amida, y fosfonato (Arivalagan et al., 2014);
mientras que los mecanismos fisicoquimicos relacionados con esta
adsorcion incluyen la interaccién electrostatica, formacidon de complejos,
intercambio idnico y micro precipitacion (Anagnostopoulos, Vlachou, &

Symeopoulos, 2015).

El uso de bacteria inactiva como adsorbente es un tratamiento con
mucho potencial para la eliminacién de este tipo de contaminantes
metdlicos; es importante estudiar las principales caracteristicas
fisicoquimicas del proceso, lo que permitira el acercamiento a futuras
aplicaciones en el campo del tratamiento de agua; los mayores retos son
la identificacion de un bioadsorbente facilmente disponible, de simple
aplicacion, que permita un proceso mas econdémico y eficiente (Barquilha,
Cossich, Tavarese, & Silva, 2019; Bankar & Nagaraja, 2018).

El objetivo de esta investigacion es evaluar la bioadsorcidén de Co(II)
y Mn(II) en soluciones acuosas por Rhodococcus opacus inactivado y
tratado con NaOH, asi como la caracterizacién fisicoquimica del

bioadsorbente.
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Materiales y métodos

Obtencion y preparacion del R. opacus

La bacteria R. opacus fue adquirida de la coleccién de cultivos microbianos
de la Fundacidon Tropical de Investigacién y Tecnologia André Tdselo,
Campinas, Sao Paulo, Brasil. Luego fue cultivada en un medio sdélido
compuesto por glucosa (10 g/l), peptona (5 g/l), extracto de malta (3
g/l), extracto de lavadura (3 g/l) y agar-agar (20 (g/I).

Posteriormente se prepararon 200 ml de medio de cultivo liquido (en
frascos Erlenmeyer de 500 ml) con la misma composicién descrita para el
medio sélido, excepto por la ausencia del agar-agar. Se ajusté el pH a
7.2, con NaOH 0.1M o HCL 0.1M. El medio liquido se esterilizé en una
autoclave vertical de la marca Prismatec, a 121 °C por 20 minutos. Luego,
en una cabina de seguridad bioldgica (Filterflux clase II A2), previamente
esterilizada, se transfirié el microorganismo desde el medio de cultivo

sélido hacia el medio liquido con un asa de platino previamente flameada.
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Se realizdé la incubacion a 28 °C, por 48 h y 125 rpm, en una
incubadora de plataforma de rotacion horizontal (Cientec, CT-712). A
partir del crecimiento celular, en el medio de cultivo liquido, la célula
bacteriana fue colectada y lavada, por tres veces, con agua desionizada
mediante centrifugacién a 3 500 rpm por 10 minutos y luego esterilizada
en un autoclave vertical bajo las mismas condiciones descritas

anteriormente, lo que posibilité obtenerla biomasa inactivada (BSPT).

Pretratamiento del bioadsorbente

El pretratamiento de la bacteria inactiva se realizé aplicando 30 ml de
NaOH (0.1M) por cada 100 ml de biomasa. La suspensidn celular fue
agitada en una plataforma de rotacién horizontal a 125 rpm a 25 °C por
tres horas; finalmente, este producto se lavo con agua desionizada tres
veces y el pH se ajusté hasta valores cercanos a 7, con HCl, 0.1M. La
biomasa pretratada (BPT) se caracterizé y utilizd en los experimentos de

bioadsorcion.
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Concentracion del bioadsorbente

La concentracion de BPT se determind aplicando el método analitico
sugerido por Standar Methods (2540 Solids, 2017) para sodlidos
suspendidos totales (SST), por medicién gravimétrica hasta un peso seco
constante de la masa celular. Para ello, 40 ml de concentrado celular fue
pipeteado y filtrado al vacio (papel de filtro de acetato de celulosa de 0.45
Mm); el sélido retenido fue secado a 103-105 °C por dos horas (en
estufa); en seguida se hicieron las mediciones y calculos referentes al
peso seco. En este estudio se evalud la concentracién de bacteria en
valores comprendidos entre 1 y 5 mg/I.

Preparacion de soluciones de Co(II) y Mn(II)
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Se prepararon soluciones patrones de cada metal, a la concentracion de
500 mg/l, usando agua desionizada y sales de Co(II) y Mn(II),
(CoCl2.6H20 con 98 % de pureza y MnS04.H20 al 98.01 % de pureza).
Mediante diluciones sucesivas se obtuvieron soluciones de ambos metales
entre 50 y 120 mg/I.

Experimentos de bioadsorcion

Los experimentos se llevaron a cabo en sistema discontinuo, en una
plataforma de rotacidon horizontal, con frascos Erlenmeyer de 250 ml
(conteniendo 50 ml de solucién) a 25 °C y 125 rpm para todos los

experimentos.

Los parametros se evaluaron considerando un rango de pH 4-8 para
Co(II) y 3-7 para Mn(II); y en ambos metales concentracién de
bioadsorbente 1-5 mg/l; concentracion inicial de metal 50-120 mg/I y
tiempo de contacto 10-180 min. Para la evaluacion de pH se fijé la
concentracién de bioadsorbente (1 g/1), concentracion de metal (50 mg/I)

y tiempo de contacto (180 minutos). Seguidamente se identificé el valor
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de pH que permitié alcanzar los mas altos valores de remocion y

adsorcion, fijandose este valor en los siguientes experimentos.

Posteriormente, se evalud la concentracion del bioadsorbente,
manteniendo constante el pH, la concentracion del metal (50 mg/l) y
tiempo de contacto (180 minutos); de forma similar se evalud la
concentracién inicial de metal y tiempo de contacto. Es decir, el valor del
factor con el que se alcanza el mayor porcentaje de remocién y adsorcion
del metal, en cada experimento, fue incorporado al siguiente.

Al final de cada experimento, la solucidn fue centrifugada y enviada
para analisis porespectrofotometria de absorcién atomica por llama (EAA,
Modelo 1100DD, Perkin Elmer), estos analisis se hicieron en el laboratorio
de analisis quimico del Departamento de Quimica de la Pontifida

Universidad Catdlica de Rio de Janeiro.

El porcentaje de remocion (%R) y adsorcién de cada metal (g,

mg/I), fue calculado segun las ecuaciones (1) y (2) (Quiton et al., 2018):

%R = % x100 (1)
c;—C
q =G0 (2)
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Donde C; es la concentracion inicial del metal en solucién (mg/l); C;,

la concentracion final del metal en solucién (mg/l); V, el volumen de la

solucidn (1), y M es la masa del bioadsorbente (g).

Analisis estadisticos

En este estudio se propone el uso de modelamiento por ecuaciones
estructurales (MES) mediante el Amos v.25, a fin de determinar el efecto
de los parametros estudiados o parametros de entrada (pH, concentracién
de bioadsorbente, concentracion inicial del metal y tiempo de contacto)
sobre la remocién y adsorcidon de los iones metalicos (o parametros de
salida), considerando el valor de significanciap < 0.05. El uso de MES ha
sido aplicado extensamente en ecologia (Grace et al., 2012), y modela
interrelaciones causa-efecto, asi como la inclusidon de las dependencias

entre los parametros (Angelini, Heuvelink, & Kempen, 2017).

Caracterizacion de la superficie de R. opacus
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La caracterizacion de la bacteria, asi como del proceso de bioadsorcion
fue realizada mediante microscopia electrdnica de barrido, equipado con
sistema para espectroscopia de energia dispersiva (EDS) en un
microscopio Carl Zeiss-DSM 960; de igual forma, por espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (espectrofotémetro Nicolet 6700
FTIR) para identificar los grupos funcionales responsables de |la
bioadsorcidon para cada metal. Las medidas de carga eléctrica superficial
del R. opacus o PZ se realizaron en el equipo Zeta Meter System 4.0. La
biomasa bacteriana pretratada (BPT) fue usada como control en el

proceso de caracterizacion.

Resultados
Bioadsorcion
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En la Figura 1 se presenta la influencia de los parametros evaluados en el
proceso de bioadsorcion de los metales por la bacteria inactivada y
pretratada. En la Figura 1a se muestra que la bioadsorcion de Co(II)
aumentd con el incremento del pH de la solucién. Este incremento se
corresponde con una pendiente ascendente hasta unvalor de pH 7, donde
la biomasa logro los maximos valores de remocién (59 %) y adsorcion de
este metal (29.5 mg/g). En el caso del Mn(II), se observd un
comportamiento similar, pero hasta pH 5.0, donde se alcanzé el 32.2 %
de remocion y 3.8 mg/g de adsorcién. A partir de este valor se produjo
un marcado cambio de pendiente que evidencié una disminucion en la

capacidad de captura de Mn(II) por la bacteria.
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Figura 1. Influencia de los pardmetros en la bioadsorcién de Co(II) y
Mn(II) por R. opacus inactivado y pretratado: a) pH; b) concentracion
bacteriana; c) concentracion inicial de metal; d) tiempo de contacto
bacteria-metal.
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La Figura 1 también muestra la remocién y adsorcion de Co(II) y
Mn(II) en funcidn de la concentracién del bioadsorbente. Respecto al
Co(II) en la Figura 1b, se observa una remocion de 87.4 % y adsorciéon
de 24.8 mg/g para una concentracién de biomasa de 4 g/, que es el punto
donde cambia la pendiente de la remocion y adsorcién. Un
comportamiento similar es observado para el Mn(II), cuando Ila
concentracién de bioadsorbente es 3 g/l, alcanzando una remocién de
38.2 % vy adsorcion de 5.6 mg/g; luego se produce un notable
decaimiento de la adsorcidn, similar a lo observado para el Co(II).

La Figura 1c muestra el comportamiento de la remocion y adsorcion
en funcion de la concentracion inicial de cada metal. El incremento de la
concentracién inicial del metal genera la disminucion de la remocién de
los mismos. Respecto a la adsorcién del Co(II), se observa un incremento
de este metal con el incremento de Ci, y ningun efecto de la Ci en la
adsorcion de Mn(II). Los maximos valores de remocidn y adsorcidn fueron
de 99.8 % y de 33.1 mg/g para el Co(II), y 68.5 % y 5.33 mg/g para
Mn(II), respectivamente.

De acuerdo con la Figura 1d, una rapida remocion de Co(II) y Mn(II)
de mas del 60 % se observa en los primeros 10 minutos. El valor maximo
de remocién de 79.9 % para el Mn(II) se alcanzd en este tiempo. Sin

embargo, se necesitaron 180 minutos de tiempo de contacto para la
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maxima remocién de Co(II). En la Tabla 1 se presentan los resultados
obtenidos en este estudio y en la literatura respecto a ambos metales,

donde destacan los altos valores de adsorcion obtenidos.

Tabla 1. Eficiencia de remocién (%R) y adsorcion (g) del Co(II) y Mn(II)
reportados en la literatura.

i q Condiciones .
Bioadsorbente Metal % R L Referencia
(mg/g) de operacion
Ca (1II)
Fe (II) pH = 2.6;
e .
temperatura = | Silvas et al.
Al (II) 2011
R. opacus 48.2 | 11.7 25 ° C, ( )
Mg (II)
biomasa =1
Mn(II)
g/l
Zn (II)
pH = 3-4; Ci
*SPE de R.
100 | (I1) = 150-200
opacus
Co(1) 88.3 mg /I; biomasa Dobrowolski,
o} . - .
300 ma/li 1 ot a1 (2017)
SPE de R 50 temperatura =
opacus 25 °C; 120
rpm; tiempo
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de contacto =

30 min
i Diaz-
Induccion del ]
Alarcoén,
campo
Alfonso-
magnético; )
Perez,
temperatura
Bacteria Vergara-
o Mn(II) - 15.26 | (18 £ 0.1 °C)
magnetotactica Gomez,
y pH (6.87 = )
Diaz-Lagos y
0,01); tiempo ]
Martinez-
de contacto =
] Ovalle
3-5 min
(2019)
pH = 7; Mn(II)
Bacillus cereus + Pb (II) = 50 | Hasan et al.
Pb (II) + Mn(II) 19.9 56,3
I6 mg/l; biomasa (2016)
= 0.3-1.5 mg/|
pH = 6; Ci =
400 mg/l;
Ralstonia tiempo de Huang et al.
_ i Mn(II) - 46.02
pickettii contacto =72 (2018)
h; temperatura
= 40 °C
Geobacillus = ¢ i
_ Co(1I) 11.95 | 43.6 | PH=>para Ozdemir,
thermantarcticus Co(II) y 6 para | Kiling, Poli y
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Mn(II); Ci = 50 Nicolaus
Anoxybacillus Ot
xyoac Co(I1) 8.83 | 35.1 | ma/l; tiempo (2013)
amylolyticus de contacto =
60 min;
Geobacillus i =
Mn(II) 22.44 | 5.1 | Plomasa =50
thermantarcticus mg;
temperatura de
Anoxybacillus contacto = 60
Mn(II) 9.36 36.6
amylolyticus °C; 120 rpm
pH =
biomasa =4
/l; Ci =50
Co(1I) 24.9 87.8 ma
mg/l; tiempo
de contacto =
180 min Presente
R. opacus )
pH = 5; estudio
biomasa = 3
I; Ci=5
Mn(II) 6.1 79.9 mo/
mg/l; tiempo
de contacto =
10 min
*SPE = sustancia polimérica extracelular.
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Los resultados de los efectos de los diversos parametros analizados sobre

la remocién y adsorcién se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Estimaciones estandarizadas del efecto de los diversos

parametros en el proceso de bioadsorcién en funcién de la remocién

(%R) y adsorcién (q).

Metal *I x*g B Sig
%R 0.267 0.06
pH
g 0.164 0.259
Concentracién de %R 0.32 0.022
biomasa q 20.747 0.000
Co
Concentracién de %R -0.252 0.077
metal q 0.263 0.064
%R 0.226 0.115
Tiempo de contacto
g 0.395 0.004
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%R 0.073 0.628
pH

q 0.264 0.069
Concentracién de %R 0.315 0.028
Mn biomasa q 20.564 0.180
Concentracién de %R -0.442 0.001
metal q 0.685 0.195

0 .
Tiempo de contacto 7R 0.14 0.348
q 0.525 0.000

*I = parametro de ingreso; **S = parametro de salida.

Caracterizacion del R. opacus antesy despuésde la

adsorcion

Potencial zeta (PZ)
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La medida del PZ brinda informacion referente a la carga superficial del
R. opacus en solucion a diferentes valores de pH. Los resultados antes y
después de la bioadsorcion se presentan en la Figura 2. Se observan
incrementos de la negatividad de la carga superficial de las muestras

evaluadas con el incremento del pH (pH > 3).

[
wu
J

-20 - —e—BPT \
25 1 —=—BPT+Co K
BPT + Mn \

Figura 2. Variacion del potencial zeta de la bacteria pretratada antes y
después del contacto con los metales (BPT, BPT + Co y BPT + Mn);
concentracién de NaCl 0.001M y 0.2 g/l de bioadsorbente.
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Analisis de MEB-EDS

En la Figura 3 (a-c) se presentan las micrografias (MEB), asi como el
analisis de microcomposicion de los elementos de la bacteria en forma de
espectro EDS antes y después del contacto con Co(II) y Mn(II). Las
micrografias no indican alteraciones en la morfologia de las células
bacterianas, mientras que los espectros del EDS confirma la bioadsorcién

de los metales evaluados (Figura 3b y Figura 3c).
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Figura 3. Analisis MEB-EDA (espectros) del R. opacus antes y después

de la bioadsorcién: a) biomasa pretratada (BPT); b) BPT después de

COSES

ELill 2 022, Instituto Mexicano de Tecnologia
del Agua.Open Access bajo lalicencia CCBY-NC-SA 4.0
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/)

250

Tecnologia y ciencias del agua,ISSN 2007-2422,
13(4), 225-275. DOI: 10.24850/j-tyca-2022-04-05


https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.24850/j-tyca-2022-04-05&amp;domain=pdf&amp;date_stamp=2022-07-01

‘W) Check for updates
Tecnologia y A
CienciaszAgua

contacto con cobalto (BPT + Co); c) BPT después de contacto con
manganeso (BPT + Mn).

Caracterizacion con FTIR

Se analiz6 la biomasa sin pretratamiento (BSPT), con pretratamiento
(BPT), y después del contacto con los metales con los metales (BPT+Co
y BPT+Mn). Los resultados se presentan enla Figura 4, donde se observan
diferencias en las intensidades de las bandas de absorcién entre BSPT,
BPT, BPT + Mn y BPT + Co; indicando cambios en la composicién quimica
de las células inactivas por el pretratamiento y por la bioadsorcién. Las

mayores diferencias en la intensidad de bandas se observan en BPT-Co.
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Figura 4. Analisis FTIR del bioadsorbente en las etapas de control y
después del contacto con Mn(II) y Co(II).
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El pH tiene una fuerte influencia en las caracteristicas quimicas de
soluciones conteniendo metales, ademas afecta la actividad de los grupos
funcionales presentes en la pared celular, asi como la competicion de los
iones metalicos por los sitios activos presentes en el bioadsorbente
(Zhenggang et al., 2018). Las menores remociones de Co(II) observadas
a bajos valores de pH se pueden atribuir a la competencia del H* y los

iones metalicos por los sitios activos de la bacteria.

Por otro lado, las altas remociones obtenidas a pH = 8 son atribuidas
a la formacion de complejos de Co(II) y su posterior precipitacion.
Considerar estos valores pondria inducir a errores de precisién en los
calculos de remocidon por adsorcion (Ylzer, Kara, Sabah, & Celik, 2008;
Negm, EI-Sheikh, El-Farargy, Hefni, & Bekhit, 2015; Djoudi, Le-Page-
Mostefa, & Muhr, 2019). Los mayores enlaces del ion Co(II) se efecttian
a valores de pH cercanos a la neutralidad por la afinidad a los grupos
carboxilicos (Mack, Wilhelmi, Duncan, & Burgess 2007), entre otros.
Maximas remociones de Co(II) a pH 7 han sido reportadas por Tajer-
Mohammad-Ghazvini et al. (2016), quienes alcanzaron un valor de
remocion de 88.55 % con la bacteria Alphaproteobacterium, MTB-KTN90,
(bacteria gramnegativa cultivada en medio liquido modificado).
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Asimismo, Dharanguttikar (2018) reporté una maxima remocion de
43.5 % utilizando Pseudomonas aeruginosa (bacteria gramnegativa) a
este mismo valor de pH. Sin embargo, Ozdemir, Kiling, Poli y Nicolaus
(2013) observaron valores maximos de remocidon de Co(II) de 43.6 y 35.1
% con Geobacillus thermantarcticus y Anoxybacillus amylolyticus
(bacterias grampositivas) a pH 5.

Los bajos valores de remociéon y de adsorcién de Mn(II), a pesarde
la alta electronegatividad de |la BPT+Mn(II) reportada en la Figura 2,
puede indicar que la atraccion electrostatica no es el principal mecanismo
en la adsorcion de este metal. Asimismo, la alta solubilidad de Mn(II),
podria causar la desorcién de iones previamente adheridos a la pared
celular (Silva, Rodriguez, Gémez, & Cantero, 2009). Una remocién de
41.1 % de Mn(II) a valores de pH 6 fue reportado por Huang et al. (2018).

Las diferencias reportadas en la bibliografia respecto al valor de pH
y la maxima remocion de los metales evaluados se debe a las distintas
composiciones de |la pared celular, medio de cultivo, pretratamiento del

bioadsorbente y afinidad bacteria-metal.

Influencia de la concentracion de biomasa

254

Tecnologia y ciencias del agua,ISSN 2007-2422,

del Agua. OpenAccess baJoIaIlcenua CCBY-NC-SA 4.0 _ . : _ _0A-
(https://creativecommons.org/licenses/by -nc-sa/4.0/) 13(4), 225-275. DOI: 10.24850/j-ty ca-2022-04-05



https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.24850/j-tyca-2022-04-05&amp;domain=pdf&amp;date_stamp=2022-07-01

W) Check for updates

Tecnologiay ™

C1enc1astgua

El incremento de la dosis microbiana inactiva en el sistema genera un
aumento de sitios activos, disponibles para adsorber una mayor cantidad
del metal disuelto, incrementando el porcentaje de remocidén. Asimismo,
este incremento de masa reduce la adsorcién del metal que resulta ser
una propiedad intensiva (mg de metal captado/ gramo de biomasa). La
Tabla 2 confirma un comportamiento opuesto entre la remocién y la
adsorcion en ambos metales, expresados en el factor B; asi, el signo
positivo de B para la remocién se contrapone con el signo negativo del
factor de adsorcién, confirmando su efecto (p < 0.05).

Estudios anteriores reportan la existencia de un margen, en que el
exceso de células bacterianas puede formar agregados inhibiendo la
adsorcion efectiva del metal en la pared celular (Colagar, Azizi, &
Hafeziyan, 2011; Esmaeili & Beni, 2015), esto explica el cambio de
pendiente observados enla Figura 1b para la remociéon de Co(II) y Mn(II).

Maximos valores de adsorcion de Co(II) fueron obtenidas con 80 g/l
de biomasa de Oscillatoria sp. (Colagaret al., 2011). Asimismo, Ozdemir
et al. (2013) reportaron remociones de 43.6 % de Co(II) y 65.16 % de
Mn(II) con Geobacillus thermantarcticus. Los mismos autores alcanzaron
valores de remocion 35.1 % de Co(II) y 36.6 % del Mn(II), con 50 mg de

biomasa seca de Anoxybacillus amylolyticus.
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En este estudio se fijo y establecié como mejor concentracidon de
biomasa valores de 4 y 3 mg/I para Co(II) y Mn(II), respectivamente, por

presentar la mejor relacion remocién y adsorcién para estos metales.

Influencia de la concentracion inicial de los metales

(Ci)

La disminucién de la remocién para ambos metales, con el incremento de
la Ci, se puede explicar por la escasez de sitios activos libres en el
adsorbente; mientras que el incremento en la adsorcidon se deberia a la
difusion interparticular del ion metalico al interior del bioadsorbente y/o
el enlace de los iones con los biopolimeros liberados por el dafio celular
(Mathivanan, Rajaram, & Annadurai, 2018).

Considerando que las mayores eficiencias se obtienen a bajas
concentraciones de metales, la bioadsorcion podria aplicarse en etapas
finales del tratamiento de efluentes conteniendo Co(II) o Mn(II). En este
estudio se fijaron los valores Ci de 50 y 5 mg/| para Co(II) y Mn(II), con
la mejor relacion de remocién y adsorcién de estos metales para

posteriores experimentos.
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Influencia del tiempo de contacto

Se ha reportado mas de una etapa en la trasferencia de iones hacia los
sitios de enlace (Ozdemir et al., 2013). En la Figura 1d se observan dos
fases en la remocién de Co(II). La fase inicial, donde ocurre una rapida
adsorcién, involucra mecanismos de una adsorcidn fisica o intercambio
idnico; la fase posterior de adsorcién lenta podria involucrar formacién de
complejos, micro precipitacién o saturacion de sitios activos (Esmaeili &
Beni, 2015).

Diaz-Alarcén, Alfonso-Pérez, Vergara-Gémez, Diaz-Lagos y Martinez-
Ovalle (2019) alcanzaron una maxima remocién de Mn(II) de 15.26 %
aplicando una bacteria magnetotactica con tiempos de contacto entre 3y
5 minutos. Mientras que Ozdemir et al. (2013) reportaron un mayor
tiempo, de 120 minutos, para lograr una adsorcion maxima de Co(Il) y

Mn(II) con la bacteria inactiva Anoxybacillus amylolyticus.

Segun los resultados, los mejores valores de remocidon y adsorcién
de Co(II) y Mn(II) fueron alcanzados en 180 y 10 minutos de tiempo de

contacto.
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Analisis estadistico

Los valores presentados en la Tabla 2 nos permiten identificar la
significancia estadistica del efecto de los parametros evaluados
(parametros de entrada, E) sobre la remocién y adsorcidon (parametros
de salida, S), ademas nos indican si este efecto es positivo (B) o negativo
(-B).

El pH tiene un efecto positivo (B positivo), pero no significativo (p >
0.05) en la remocion y adsorcién de ambos metales; este efecto positivo
también se evidencia en la Figura 1a para el Co(II) y Mn(II) (hasta pH 5).
Asimismo, la concentracién de R. opacus tiene un efecto positivo y
significativo en el porcentaje de remocidon para ambos metales; mientras

gue un efecto negativo y significativo en la adsorcién de Co(II).

Los efectos de la concentracion de la bacteria sobre ambos
parametros se confirman en la Figura 1b. Respecto a Ci, se observa un
efecto negativo en la remocién y positivo en la adsorcién; sin embargo,
la significancia estadistica del efecto es sélo para la remocion de Mn(II).

El efecto negativo de la Ci en la remocidén de ambos metales se confirma
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en la Figura 1c. El tiempo de contacto del bioadsorbente-metal afecta de
modo significativo a la adsorcion y no a la remocidon. El efecto no
significativo del tiempo de contacto en la remocién también se evidencia

en la Figura 1d.

Pocos estudios reportan un analisis estadistico de la adsorcion de
metales pesados aplicando microrganismos inactivos. Sin embargo,
destaca lo reportado por Yuan et al. (2019), quienes evaluaron el efecto
del tiempo de contacto, pH y concentracién inicial de metal enla adsorcién
de Cd con Shewanella putrefaciens: todos los parametros evaluados
presentaron significancia estadistica en la remocién de este metal.
Asimismo, Hu et al. (2020) evaluaron los efectos de tiempo de contacto,
pH y temperatura de la adsorcién de Pb con Rhodococcus sp.; se
determind que solamente la concentracidén de adsorbente es el parametro

estadisticamente significativo en el proceso.

Estas diferencias observadas en los diversos estudios se relacionan
con las distintas caracteristicas del microorganismo y afinidad del metal

evaluado.

Caracterizacion del R. opacus
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La variacidon del PZ de las muestras evaluadas (presentada en Figura 2)
es coherente si suponemos una atraccion electrostatica entre los cationes
metalicos y la superficie bacteriana. En la Figura 2 se observa que la
bioadsorcién de Co(II) y Mn(II) altera el comportamiento de la curva de
PZ de la BPT. Asimismo, es notorio un leve desplazamiento del punto
isoeléctrico (PIE) con un pH inicial de 2.95 hacia valores de pH mayores
de 3.15 para la bioadsorcion de Co(II) y mayores de 3.0 para el Mn(II).

Segun la literatura, la adsorcidn afecta tanto a los grupos funcionales
enlazados al metal como a la carga eléctrica del bioadsobente; mientras
que el incremento de pH se relaciona con el aumento de la carga negativa

de la superficie microbiana (Prithviraj et al., 2014).

La reduccién de la carga superficial negativa, principalmente después
de la bioadsorcién de Co(II) y levemente en caso del Mn(II), indicaria una
mayor interaccion de los iones Co(II) con la bacteria; ademas, segun lo
observado, los cationes presentes en la solucién no anulan totalmente la
carga bacteriana, es decir, no todos los sitios activos de la bacteria fueron

ocupados.

Luego de la bioadsorcion de Co(II) y Mn(II) se produjeron valores de
PZ casi constantes (~-9.5 mV) a valores de pH superiores a 3.5 para BPT
+ Co; mientras que valores superiores de pH 4.9 generd valores de carga

préximos a -18.0 mV para BPT + Mn. Este comportamiento sugiere que
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la atraccion electrostatica y adhesidon quimica son los principales

mecanismos del proceso de bioadsorcidn.

La carga negativa predominante en la superficie bacteriana se
atribuye a la presencia de grupos funcionales, a la desprotonacién de los
mismos, al aumento del pH y al pretratamiento realizado a la bacteria. En
este Ultimo caso, se verificd que la BPT mejora la bioadsorcién de metales
pesados debido a la eliminacion de lipidos y proteinas que obstruyen los
sitios activos de la pared bacteriana (Abdoun-Ouallouche, Djefal-Kerrar,
Amrani, & Zerrouki, 2014).

Segun los resultados del andlisis MEB-EDS, en la Figura 3 (a-c), el
pretratamiento realizado a la bacteria, asi como la posterior bioadsorcion,
no alteran la morfologia de la misma. El C y O presentes en el EDS son
elementos representativos de células bacterianas (Rahman, Thomas, &
Singh, 2019). Estos elementos forman parte de las proteinas y
carbohidratos presentes en el R. opacus; mientras que la presencia de
oro detectado es propia del método aplicado en la preparacién de la
muestra para el analisis MEB/EDS, tal como lo indicado por Rahman,
Thomas y Singh (2019). Las Figuras 3b y 3c confirman la adsorcién de
Co(II) y Mn(II) sobre la superficie bacteriana.

Respecto a la caracterizaciéon mediante FTIR, la Figura 4 muestra los
espectros del microorganismo antes y después de la bioadsorcion. En el

caso de la BPT + Co no se observaron alteraciones en las distribuciones
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de los picos de absorcidon, lo cual indica que los enlaces bacteria-metal no
son de naturaleza covalente (Ferraz, 2007). Respecto al BPT + Mn, las
intensidades fueron ligeramente mayores a la BPT, sin mostrar
alteraciones enlas bandas de absorcidon, confirmando la interaccion de los
grupos funcionales con los cationes metalicos (Dmytryk, Saeid, &
Chojnacka, 2014).

La presencia de bandas de absorcién en la regidon préximas a 3 292
cml es caracteristica del grupo hidroxilo (—OH). Asimismo, la regién
préxima a 2 925 y 2 854 cm'! demuestra la presencia de grupos C —H,
especialmente grupos alquilos (2 925 cm!) y aldehidos (2 854 cm)
resultantes de las proteinas o carbohidratos provenientes de las paredes
celulares (Li, Yang, Zhao, & Xu, 2007). Las amidas Iy II (p. ej., O = CN
- H) son detectadas en las regiones cercanas a 1 635 y 1 539 cm!
respectivamente. La banda 1 459 se relacionan con los grupos C—N, vy
los picos cercanos a 1 064 cm™! pueden corresponder a enlaces del tipo
C — 0 (alcoholes primarios), asi como a enlaces € — N (aminas). Asimismo,
los grupos carboxilicos son detectados cerca de 1 396 cm™ y los grupos

fosfatos cerca de 1 233 cm™! como azucares (Huang et al., 2018).

Las muestras del bioadsorbente después del pretratamiento
presentan bandas de absorcién, mas definidas, caracteristicas de grupos
carboxilicos (1 396 cm1). Esta variacion se debe a la incorporacion de
OH — en el bioadsorbente y/o surgimiento de grupos funcionales que

potencializan la adsorcion de la bacteria.
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Conclusiones

La aplicacién de la bacteria inactiva R. opacus resulta un material
adsorbente eficiente en la remocién de metales Co(II) y Mn(II). El
incremento de pH y la concentracidn de la bacteria se relacionan con los
incrementos en los porcentajes de remocidon de ambos metales; mientras
gue los incrementos de la concentracidn inicial del metal tienen un efecto
contario respecto a la remocion. Respecto a la adsorcién, los parametros
gue tienen un efecto estadisticamente significativo son el tiempo de
contacto, para ambos metales, y concentracion del R. opacus para el
Co(II).

Se caracterizd y confirmd la adsorcion de los iones metalicos sobre

la superficie bacteriana mediante analisis de MEB-EDS, PZ y FTIR.

Son necesarios estudios cinéticos y termodinamicos para conocer con

mayor profundidad los mecanismos involucrados en la bioadsorcion.
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