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Resumen

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 entre los meses de agosto 2015 a marzo
2016. Tuvo como objetivo optimizar parametros y evaluar el proceso de biosorcion de
plomo en agua simulada por medio de biomasa inactiva bacteriana como sorbente,
obtenida a partir de la cepa con mayor resistencia a este metal, aislada de sedimentos de
lixiviados del botadero de Haquira de Cusco. Del proceso de enriquecimiento se aislaron
cinco cepas resistentes a una concentracion > 93,8 mg/L de Pb (BMA-01, BMA-02, BMA-
03, BMA-04 y BMA-05) todas Gram negativas, de las cuales la primera correspondia a
cocobacilos y las cuatro restantes a bacilos. Las cinco cepas fueron sometidas a
concentraciones crecientes de Pb (0; 62,56; 187,7; 375,35; 500,47; 625,59; 688,15;
750,71; 813,36; 875,82 mg/L) para evaluar su resistencia a este metal. Se selecciond la
cepa BMA-04, por su mayor resistencia (crecimiento a >875,82mg/L. Pb). La
identificacion molecular indica que se trataria de una posible mutacidon o nueva especie
de Proteus sp., enterobacteria de la que no se encuentra reportes de estudios en biosorcion.
La fase estacionaria de crecimiento de la cepa se registro a partir de las 26 horas, por lo
que se obtuvo la biomasa a partir de un cultivo con 30 horas de incubacion en caldo
nutritivo a 30°C; la misma que fue inactivada a 121°C x 15 minutos, recuperada por
centrifugacion y secada a 60°C por cuatro 4 h y 105°C por 6 h. Se produjo 0,565 g de

biomasa seca/L, el cual constituyo el biosorbente.

Las pruebas de biosorcion se desarrollaron a escala de laboratorio instalando sistemas en
frascos conteniendo soluciones acuosas de Pb con el biosorbente bacteriano, bajo
condiciones de agitacion (130 rpm) y 18°C. El plomo residual se determind por
espectrofotometria de absorcion atomica (EAA). Los parametros optimizados fueron: pH
5, biomasa 1g/L y tiempo de contacto 180 minutos. Dichos parametros se establecieron
en pruebas para la elaboracion de una isoterma de adsorcion, cuyos resultados ajustados
al modelo de Langmuir determiné que la capacidad maxima de biosorcion (Qmax) es 80,64
mg de Pb/gramo de biomasa bacteriana inactiva, que implica la formacion de una
monocapa molecular de union entre el metal y la biomasa, ademas sugiere que se lleva a
cabo una quimiosorcion, la cual se corrobord con espectroscopia por transformada de
Fourier (FTIR) de la biomasa, la cual revela intercambios idnicos entre el plomo y los

grupos hidroxilos, aminas y carboxilatos de la pared bacteriana.



Introduccién

En las ultimas décadas, con el acelerado desarrollo industrial y crecimiento de las
poblaciones, se han generado serios problemas de contaminacion por metales pesados.
Estos constituyen agentes persistentes en el ambiente, y los organismos expuestos a ellos
tienden a acumularlos en sus tejidos, incluso en concentraciones mas altas de las que
normalmente se encuentran en el ambiente, por lo que a través de las cadenas troficas
pueden pasar al hombre, pudiendo provocar sintomas de intoxicacion (Pineda, 2004).
Los métodos quimicos para el tratamiento de estos agentes contaminantes suelen ser
costosos e inefectivos ante bajas concentraciones. Por otro lado, encontramos en la
naturaleza una gama de microorganismos con una diversidad metabolica para tolerar y
acumular metales pesados, ello constituye una herramienta para adaptarse a medios
altamente contaminados. Estas interacciones metal - microorganismo se han ido
estudiando en el contexto de la biotecnologia ambiental, con el objetivo de implementar
métodos de remocidn, recuperacion o detoxificacion de metales pesados y radiontclidos
(Zhou & Kiff, 1991; Gadd, 2009; Lovley, 2000).

La biorremediacion es un proceso bioldgico, espontaneo o controlado, que busca mitigar
la contaminacion ambiental. En la actualidad se destaca el empleo de métodos basados
en la biosorcion. Entre los biosorbentes mas novedosos empleados, se encuentra la
biomasa microbiana de hongos, algas, bacterias y levaduras. Ademas de otros productos
como hojas, raices, corteza y componentes de frutos de diferentes especies de plantas.
Estos materiales tienen la capacidad de concentrar y acumular metales a partir de
interacciones entre soluciones acuosas diluidas y ciertos constituyentes estructurales
(Glazer y Nikaido, 1998; Caiiizares, 2000).

En el presente trabajo se seleccionaron cepas bacterianas, por su resistencia al plomo, que
fueron aisladas de sedimentos contenidos en las pozas de lixiviados del botadero de
Haquira que viene funcionando desde el afio 2001 bajo la direccion de la Municipalidad
del Cusco. Se asume que desde entonces las sucesivas generaciones de la poblacion
bacteriana fueron sometidas al efecto de diversos contaminantes entre ellos el plomo. Los
estudios de biosorcion demuestran que los microorganismos aislados de ambientes
contaminados con metales pesados, que ofrecen resistencia ante la presencia de estos,
suelen poseer gran eficiencia para la remocion de este tipo de contaminantes. En tal
sentido, se evaluo el proceso de biosorcion de plomo por la biomasa bacteriana obtenida

de estas cepas.
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Planteamiento del problema

La contaminacion del agua por plomo, es un problema ambiental severo que afecta a
nuestro pais desde hace muchos afios, si bien, estd presente en forma natural, la mayor
parte de la contaminacion ha sido generada por el hombre, resultado del empleo de
précticas agricolas inadecuadas, explotacion minera y su amplia utilizacion en procesos
industriales (Rojas, 2010).

En sus formas organicas e inorganicas el plomo suele ser absorbido por las plantas y
organismos acudticos, causando diversas alteraciones en su metabolismo. Ya sea al
consumir estos, ingerir agua contaminada o exponerse directamente, este metal pesado
ingresa al hombre causando afecciones en la salud (Kiely, 1999; Ferguson, 1990)

El plomo como metal pesado no puede degradarse, solo transformarse y/o retirarse del
medio acudtico. Por esto, las soluciones actuales de remediacion de este y otros iones
metalicos requieren de altos costos y un gran avance tecnologico (Llobet et al., 2000;
Glazer y Nikaido, 1998).

Frente a los riesgos del plomo en la salud humana y el impacto que ocasiona
principalmente en ecosistemas acuaticos, se plante6 la presente investigacion formulando
la siguiente interrogante:

(Es un eficaz biosorbente la biomasa inactiva de cepas resistentes a plomo, aisladas en

los sedimentos de las pozas de lixiviados del botadero de Haquira?
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Justificacién

La problematica ambiental generada por la presencia del plomo en el recurso hidrico, su
propagacion, bioacumulacion, biomagnificacion en las cadenas troficas 'y
consecuentemente el ingreso al hombre, viene generando dafios al ambiente y a la salud.
Para la remocion de este y otros metales pesados en efluentes liquidos, existen diferentes
métodos fisicos y quimicos como: precipitacion, intercambio idnico y ésmosis inversa.
Pero estos demandan gran consumo de energia y productos quimicos, ademas son poco
efectivos al aplicarlos en soluciones metalicas diluidas.

Para biorremediar plomo y otros iones metéalicos en el agua, la Biotecnologia ofrece la
biosorcion por bacterias y microorganismos, que tienen la capacidad de captar cationes
eficientemente a concentraciones metalicas menores a 100 mg/L, siendo su aplicacion de
bajo coste. Es por ello que se encuentra en crecimiento constante la busqueda de este tipo
de microorganismos que generalmente son aislados de ambientes contaminados. En la
presente investigacion los sedimentos de lixiviados del botadero Haquira de Cusco sirvio
como fuente para obtener cepas bacterianas y su correspondiente biomasa con las

cualidades requeridas para la remocion de plomo de soluciones acuosas.
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Objetivos

Objetivo general
La biosorcion de plomo, por biomasa inactiva de bacterias aisladas en sedimentos

de lixiviados del botadero de Haquira.

Obijetivos especificos

a. Determinar la concentraciéon de plomo en sedimentos de lixiviados del
botadero de Haquira.

b. Seleccionar una cepa bacteriana aislada de los sedimentos de lixiviados del
botadero de Haquira que muestre mayor resistencia a plomo.

c. Obtener biomasa inactiva de la cepa con mayor resistencia a plomo.

d. Evaluar el proceso de biosorcion de plomo por la biomasa bacteriana inactiva

obtenida.



Hipotesis
La biomasa inactiva de bacterias aisladas en sedimentos de lixiviados del botadero de

Haquira-Cusco tiene la capacidad de biosorber plomo.

VI



Capitulo I: Marco tedrico

1.1 Antecedentes
1.1.1 Internacionales.

Ruiz, A.y Col. (Distrito federal de México, 1998). Evaluaron el potencial de
Thiobacillus ferrooxidans como biosorbente para tratar corrientes de aguas
contaminadas con cobre y niquel. Como primer paso determinaron las condiciones
con las que se obtenia menor tamafio de particula, utilizando células
metabolicamente inactivas con y sin tratamiento en NaOH y células sin
tratamiento en NaOH con solucion disgregante (sacarosa 0.5 M, triton 100X al
0.1% y formalina al 0.2%), en los tres casos se obtuvo que el tamafio de particula
del biosorbente en un 80 y 90% fue 15u. Para la evaluacion de la biosorcion
utilizaron la biomasa bacteriana tratada con NaOH, basandose en la literatura
consultada que afirma que el tratamiento sugiere una mejora de los sitios de union
y por ende un efecto positivo en la capacidad de biosorcion.

La cinética de biosorcion demuestra que la mayoria del proceso se llevo a
cabo en los primeros 15 minutos y que la biomasa de Thiobacillus
ferrooxidans tratada, posee alta capacidad para biosorber cobre cuando el
proceso se opera a 25°C y pH 6, obteniendo un Qmax =119,54mg/g, esto
mismo se aplica para el caso del niquel cuando el sistema se opera a pH 2,

con un Qmax=49.68 mg/g.

Garza, M. (La Habana - Cuba, 2005). Investigd la interaccion
microorganismos-ambientes contaminados con metales pesados. Se aislaron 72
microorganismos, entre bacterias, hongos filamentosos, levaduras y algas. Los
mayores valores de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para Pb(II), Cr(II),
Cu(Il), Zn(II) y Ni(IT) oscilaron entre: 200 - 3700 mg/L de Pb (II), 200 - 3400
mg/L de Cr (VI), 200 - 2400 mg/L de Cd (II), 200 - 3700 mg/L de Cu (II), 200 -
3200 mg/L de Zn (II), y Ni (IT) 200 - 3200 mg/L. En los aislados bacterianos se
identificaron los géneros Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter, Alcaligenes,
Staphylococcus y Corynebacterium. Entre los hongos se encontraron los géneros
Fusarium, Paecilomyces, Acremonium, Rhizopus, Penicillium, Aspergillus,
Trichoderma, Alternaria y Rhodotorula y el aislado de algas se ubicé en el género

Chlorella. Se demostr6 la capacidad de remocion de los metales mencionados con
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empleo de biomasas de Bacillus brevis cepa 5, Rhodotorula mucilaginosa cepa A,
Acremoniun falciforme cepa A-3 y Chlorella pyreneidosa cepa G; estas dos
ultimas se destacaron por sus capacidades de remocion de Pb (II) y Cr (VI) (Qmax
por encima de 80 mg/g de biomasa). Se seleccioné a Chlorella pyreneidosa cepa
G. para continuar los estudios de biosorcion. Se definié que la remocion de los
cationes metalicos se llevdo a cabo en tiempos cortos, de 1 a 5 minutos,
determinando que las concentraciones entre 0,5 a 1 g/L de biomasa son suficientes
para lograr buenos resultados y que por lo general se liberan H' en el proceso de
biosorcion. Se evidencid que los elementos metalicos pueden unirse en forma
ionica a los grupos carboxilos y en forma covalente a los grupos amino de la pared
celular del alga. La biomasa seleccionada result6 ser eficiente para la remocion de
Pb en disoluciones mono, di y polimetdlicas, tanto en forma libre como

inmovilizada.

Rodriguez, M. y Col. (Nuevo Leon — México, 2008). Estudiaron los efectos de
las variables: pH, concentracion de iones, presencia de electrolitos, concentracion
y tratamiento de biomasa sobre la biosorcion de iones Pb*", Cd*" y Cr’" en
soluciones mediante el uso de Saccharomyces cerevisiae no-viva.

El pH, la concentraciéon de biomasa y el tratamiento previo tuvieron un efecto
significativo sobre la biosorciéon de Pb**. Para la biosorcion del Cr* solo fueron
significativos los efectos del pH y la concentracion de biomasa, mientras que para
la biosorcion del Cd*" fueron significativos los efectos de la concentracion de
biomasa, el pH y la presencia de todos los co-iones presentes en solucion.

A pH 5,0 los porcentajes de extraccion de Cr** y Pb?" fueron del 47% y 56%
respectivamente. A pH 3,0 el porcentaje de retencién fue menor para todos los
metales. El porcentaje de extraccion del Pb>* fue mayor que el de Cr** y Cd*", lo
cual muestra fuertes indicios de la afinidad entre este idn metalico y la levadura.
En el caso del Cd*" no se observé adsorcion significativa a las condiciones en que
se trabajo, por lo que se siguieron investigando las condiciones Optimas para la

adsorcion de cadmio.

Galicia, J. (Oaxaca — México, 2010). Evalu¢ el efecto de la exposicion de Pb en
bacterias aisladas de efluentes contaminados, con el objetivo de comprobar la idea

que las proteinas de los cuerpos de inclusion forma parte de una posible respuesta
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al estrés ocasionado por la exposicion a Pb. Para lo cual aislo tres cepas
provenientes de un ambiente contaminado con metales pesados y fueron
identificadas como Hafnia alvei, Bacillus pumillus (Cepa Eco) y Bacillus pumillus
(Cepa playa de Mono). Llegando a demostrar que Hafnia alvei aislada de un
medio contaminado con Pb 1,2 ppm y cromo 2,3 ppm, constituyo la cepa que
presento mayor tolerancia a la exposicion a concentraciones crecientes de Pb en
medio de cultivo liquido hasta una concentracién de 6.59 mM, mientras que
Bacillus pumillus (Cepa playa de Mono) presento un crecimiento a una
concentracion maxima de 5.66 mM y Bacillus pumillus (Cepa Eco), 1,95 mM. Por
otra parte se establece la relaciéon entre exposicion al metal y la presencia de

bandas de proteinas de inclusion.

Guevara, D. (Sangolqui — Ecuador, 2010). Utilizé dos consorcios bacterianos
nativos compuestos, denominados I5, obtenidos por exposiciéon del medio de
cultivo con colorantes al ambiente y M3 aislado de una muestra de suelo
contaminado con agua textil de esta ciudad, con la finalidad de evaluar la
remocion de Cr (VI) con biomasa viva y muerta, utilizando como fuente de Cr al
cromato de potasio (K2CrO4). Para los ensayos con células vivas se utilizé un pH
6 a 35°C y concentraciones iniciales de 10, 50 y 100 mg/L de Cr (VI), obteniendo
un porcentaje de remocion de 98% para la concentracion de 10 mg/L con los dos
consorcios, mientras que en las dos concentraciones restantes, el crecimiento
bacteriano se vid afectado, resultando inhibitorias. Con respecto a la biomasa
muerta se utilizaron los mismos consorcios previamente autoclavados a 121°C por
15 min los cuales fueron adicionados a concentraciones iniciales de 2, 10, 20, 35
y 50 mg/L a pH 2, en cantidad de 1g/L de peso seco a 35°C, 150 rpm por 2 horas,
obteniéndose porcentajes de remocion entre 40 a 70% para la biomasa muerta de
I5 y entre un 20 a 40 % para M3. El inoculo més adecuado para la remocion de

cromo fue el inoculo I5 tanto para biomasa viva y muerta.

Suazo, E. y Col. (La Habana — Cuba, 2010). Emplearon la biomasa de
Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus sin pretratamiento y pretratada con
HCl 1 N (levadura protonada) para estudiar la influencia del pH sobre la
biosorcion de Ni(Il). Los experimentos se realizaron a diferentes pH, desde 3,5 a

7,5 con una concentracion inicial 1 mM de Ni(Il) y 1 g/L de biomasa a 25°C. La
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biosorcion se incrementd a medida que el pH también lo hacia, y fue mas alta a
pH 7.5.

La capacidad de biosorcion de Ni(Il) fue 11,55 mg/g de biomasa de levadura
protonada, que fue capaz de remover 74,2% mas Ni(Il) que la levadura sin
pretratamiento. Asimismo, la velocidad volumétrica de biosorcion de Ni(Il) de la

biomasa protonada fue mayor que la levadura no pretratada.

Dimas, G. (Monterrey — Meéxico, 2011). Evalu6 exitosamente las capacidades de
adsorcion de cada ion metalico por las biomasas de levadura residual de cerveza,
levadura de panaderia y el alga Caulerpa sp., encontrandose que el Pb (IT) y Cr
(IIT) se adsorben en mayor proporcion que el Cd (II) y Zn (II). El orden de
capacidad de adsorcién de las biomasas es el siguiente: levadura residual de
cerveceria > Caulerpa sp. > levadura de panaderia. Obteniendo Qmax de Pb a pH
5: 86,59 mg/g; 69,36 mg/g; 51,85 mg/g respectivamente para cada uno de los
microorganismos. Los grupos funcionales que participan el proceso de biosorcion
de la levadura residual de cerveza y de la levadura de panaderia son los grupos
carboxilicos, aminos y fosfatos, para Caulerpa sp. son los carboxilos, aminos,
sulfonatos y silicatos. El mecanismo que predomina en el proceso de biosorcion

para las tres biomasas es el intercambio i6nico.

Mufioz, A. y Col. (Jaén — Espafa, 2012). Seleccionaron microorganismos
autoctonos que pueden ser capaces de biosorber metales pesados en sistemas
acuosos. 48 cepas, incluidos hongos, levaduras y bacterias, fueron aislados de
muestras de agua y fango de aguas residuales urbanas y plantas industriales de
tratamiento en la provincia de Jaén. Los aislados purificados fueron seleccionados
en base a su resistencia a Pb (II), el Zn (II) y Ag (I). Diez cepas fueron
seleccionadas e identificadas por técnicas moleculares. El indice de tolerancia y
concentracion minima inhibitoria (CMI) para los tres metales fueron también
determinados. Puede ser notable que la tolerancia de las cepas parece estar
asociada con los sitios de su aislamiento. Los mejores resultados fueron obtenidos
para el hongo Trichosporon sp. 4S3 que mostr6 las siguientes CMI: 32-35 mM
para Pb, 16 - 18 mM para Zn y 3 - 5mM para Ag. El uso de cepas nativas puede
ser una interesante alternativa para los procesos de biorremediacion de metales

pesados. Este estudio incrementa el nimero de cepas microbianas que tienen la

4



habilidad para resistir relativamente las mas altas concentraciones de metales, los
cuales pueden hacerlas recomendables como potenciales biosorbentes de bajo

costo.

Tur, E. y Col. (Santiago de Cuba — Cuba 2012). Valor¢ las potencialidades de
la biomasa seca de Bacillus subtilis CCEBI 1032, Pseudomonas aeruginosa
CCEBI 1044 y Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 para la biosorcion de Pb
(IT) en soluciones acuosas, teniendo en cuenta tres niveles de pH. Los mejores
resultados de remocion de Pb se obtuvieron a 60 min de exposicion y a valores de
pH: 4,2 para Bacillus subtilis CCEBI 1032; 5,2 para Pseudomonas aeruginosa
CCEBI 1044 y Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 con 6,2. Las eficiencias

de remocion fueron: 83,1%, 97,4% y 97,2% respectivamente.

1.1.2 Nacionales.
Villanueva, C. (Lima, 2006). Investig6 la biosorcion de Cu (II) por las biomasas
pretratadas de cascara de Citrus sinensis (naranja), Citrus limonium, (limén) y
Opuntia ficus (palmeta de nopal). Las biomasas fueron tratadas con cloruro de
calcio, el cual les proporciona una mayor estabilidad mecénica. Los experimentos
sobre el efecto del pH en el proceso de biosorcion de Cu (II) mostraron que el
rango Optimo de pH se encuentra entre 4,5 - 5,0. Los datos experimentales
obtenidos se procesaron usando las ecuaciones adsorcion de Langmuir y
Freundlich. La maxima capacidad de biosorcion (Qmax) de Cu (IT) por las biomasas
fueron: 36,1011 mg Cu/g de cascara de Citrus sinensis; 47,0436 mg Cu/g de

cascara de Citrus limonium y 44,2567 mg Cu/g de Opuntia ficus.

Mufoz, J. (Lima, 2007). Investigd la biosorcion de Pb(II) usando como
biosorbente la cascara de naranja “Citrus cinensis ”. El pretratamiento del material
biosorbente se llevd a cabo mediante la reticulacion con una solucion 0,2M de
CaCly, el pH de esta solucion se ajust6 a 5 usando una solucion 0.05 M de HCI.
El tamafo de particula fue de 180 — 250 um. Los experimentos sobre el efecto del
pH en el proceso de biosorcion de Pb(II) por cdscara de naranja pretratada

mostraron que el rango 6ptimo de pH se encontraba entre 4,5 — 5,0.



Del estudio de la cinética de la biosorcion, se determind que el equilibrio se
alcanz6 a las 4 horas de inicio del proceso, logrando un porcentaje de remocion
de Pb(II) del 40%.

Los resultados de los experimentos en batch se procesaron con la ayuda de las
ecuaciones de Langmuir y Freundlich. La maxima capacidad de adsorcion (Qmax)

de Pb(II) por la cascara de naranja pretratada fue de 141,05 mg/g.

Pauro, J. y Col. (Puno, 2009). Evaluaron la influencia de dos niveles de pH en la
biosorcion de Pb por Sacharmyces cereviceae. Se ensayaron dos concentraciones
de S. cereviceae (cel/mL), las cuales fueron cuantificadas por un hemocitometro
y luego traspasadas a una solucidon con concentraciones conocidas de Pb (5 y 25
mg/L). Se realizaron lecturas de las concentraciones de Pb a los 5, 60 y 120
minutos. El mayor porcentaje de biosorcion resultd cuando S. cereviceae estuvo a
una concentracion de 5 x 10° cel/mL con pH o6ptimo 5,14. La eficiencia de
biosorcion fue entre el 50,68 y 90,16% en un tiempo de contacto de 5 y 120 min
respectivamente. Se concluye que S. cereviceae constituye una buena alternativa

para la biosorcion de Pb.

Gutiérrez, S. (Lima, 2015). Selecciono una cepa bacteriana que pueda servir
como biosorbente microbiano a partir de 122 cepas aisladas de un ambiente
minero, se probo la resistencia a metales pesados, velocidad de crecimiento y
capacidad de produccion de biomasa. En base a estos parametros se selecciond la
cepa Serratia marcescens M8A-2T que fue identificada empleando el gen del
RNAr 168, se determind su naturaleza fisica y genética de resistencia a metales
pesados. Se optimizo los parametros fisico-quimicos de remocion de cadmio y
plomo.

Se obtuvieron 27 cepas bacterianas resistentes a metales pesados: 2 cepas
resistieron hasta 80 000 ppm de zinc, 20 cepas a 16 000 ppm de niquel, 1 cepa a
36 000 ppm de cromo, 23 cepas a 800 ppm de cadmio y 80 cepas a 32 000 ppm
de plomo. S. marcescens no presentd plasmidos en la electroforesis en gel de
agarosa. En la microscopia electronica de transmision se pudo observar que el
metal se adheria a la superficie bacteriana, por lo tanto el proceso de remocion es

de biosorcion.



La biomasa logré remover 99,97 % de cadmio a pH 3 y 96 % de plomo a pH 7
después de 60 minutos de enfrentamiento con 100 ppm de cada uno de los metales.
La remocidn fue independiente de la concentracion inicial de metal y operé muy
bien a 1 mg/ml de concentracion de biomasa con granulometria menor a 50 pm.
Las isotermas de Langmuir indican que la biomasa de la cepa en estudio tiene un
Qmax = 417 mg de cadmio/g de biosorbente y de 357 mg de plomo/g de
biosorbente, ambos resultados, en 15 minutos de exposicion al metal, las cuales
se ajustaron en 98,3 % a este modelo matematico.

Estos resultados indican que la cepa es apta para ser empleada en procesos de
biosorcion de cadmio y plomo, ademas que, el proceso estd optimizado para su

escalamiento a nivel piloto.

1.1.3 Locales.
Delgado, L. y Huaman, L. (2010). Evaluaron la capacidad remediadora de
Elodea potamogeton (Bertero) en aguas contaminadas con plomo bajo
condiciones controladas, los individuos de esta especie fueron colectados en la
laguna Huacarpay — Cusco. Las condiciones Optimas para su desarrollo en agua
declorada fueron: 18°C, 12 horas de luz, pH 7 — 9. Utilizando acetato de plomo
(CH3CO0)2Pb.3H20 como contaminante. Se realizaron analisis de espectroscopia
de absorcion atomica (EAA) determinando que Elodea potamogeton posee una
capacidad de absorcion: 11.95 mg Pb/g de planta seca de una concentracion de 40
ppm del contaminante y ademas concluyen que a mayores concentraciones la

capacidad remediadora de Elodea potamogeton decrece.

Maldonado, A., Luque C. y Urquizo, D. (2012). Investigaron la remocion de
plomo de un agua simulada con 30 ppm Pb (II), utilizando como biosorbente
Pennisetum clandestinum Hochst (Kikuyo) preparado mediante un proceso de
hidrolisis acida seguido de una hidrdlisis basica. En el proceso de adsorcion se
estudiaron las variables independientes: dosis del biosorbente, velocidad de
agitacion y pH, y como variable respuesta la capacidad de adsorcion (Q). Se logro
una capacidad maxima de adsorcion (Qmax) de 139,35 mg/g con 0,06 g de dosis
de biosorbente (kikuyo), 100 rpm de agitacion y pH 6. Se determind el modelo
matematico que relaciona Q con la variable mas significativa, dosis del

biosorbente (Do). La cinética de adsorcion, obedece a un modelo de primer orden

7



(R2 = 0,9445); donde el valor de k = 0,0089 t'. El modelo de Langmuir es el que

representa el proceso de adsorcion (R2= 0,9955).

1.2 Marco legal
1.2.1 Estandares de calidad ambiental para plomo.

Considerando que, el articulo 31° de la Ley N° 28611, define a “Estandar de
Calidad Ambiental (ECA) como la medida que establece el nivel de concentracion
o del grado de elementos, sustancias o parametros fisicos, quimicos y bioldgicos,
presentes en el aire, agua o suelo en su condicion de cuerpo receptor, que no
representa riesgo significativo para la salud de las personas ni al ambiente. El
ECA es obligatorio en el disefio de las normas legales y las politicas publicas; asi
como referente obligatorio en el disefio y aplicacion de todos los instrumentos de
gestion ambienta/”.

Los estandares nacionales de calidad ambiental de acuerdo al uso del agua y suelo,

se muestran en la tabla 01, especificandose el parametro plomo.



Tabla 1

Estandares de calidad ambiental para plomo en agua y suelo

Categoria Clasificacion Sub clasificacién Concentracion de Plomo
Aguas que pueden
ser potabilizadas Al 0,01 mg/L
por desinfeccion
Aguas Aguas que pueden
superficiales ser potabilizadas
destinadas a la por tratamiento A2 0,05 mg/L
produccion de convencional
Categoria 1: agua potable Agua que puede ser
Poblacpnal y potablhze.lda con A3 0,05 mg/L
recreacional. tratamiento
avanzado
Aguas Contacto primario Bl 0,01 mg/L
superficiales
destinadas al Contacto B2 ok
uso secundario
recreacional
Extraccion y
cultivo de cl 0,081 mg/L
moluscos
bivalvos
] Categoria 2: Extraccion y
5 .S .
= A.ct1V1dades cultivo d? otras I 0,081 mg/L
< marino costeras. especies
hidrobioldgicas
Otras
actividades €3 0,081 mg/L
Parametros
para riego de
Categoria 3: Vegetale.s de 0,05 mg/L
Ri d tallo bajo y
1680 de tallo alto
vegetales y
bebidas de Parametros
animales. para bebida de 0,05 mg/L
animales
Lagunas y 0,001 mg/L
lagos
Rios de costa y
Categoria.4: Rios sierra 01 0,001 mg/L
Conserv‘?mon Rios de la selva 02 0,001 mg/L
del ambiente i ’
acuatico. Estuarios 0,0081 mg/L
Marinos 0,0081 mg/L
Suelo agricola 70 mg/Kg MS
Suelo
o Residencial/ 140 mg/Kg MS
% Parques
()] Suelo comercial/
industrial/ 1200 mg/Kg MS
Extractivos

Nota: ** Se entendera que para esta subcategoria el parametro no es relevante salvo
casos especificos que la autoridad competente determine.
Fuente: (MINAM, 2008; MINAM, 2013).



1.3 Marco conceptual
1.3.1 Metales pesados.
Se considera metal pesado al elemento metélico que tiene una densidad igual o
superior a 6 g/cm® cuando estd en forma elemental, o cuyo nimero atémico es
superior a 20 (excluyendo los metales alcalinos o alcalinotérreos). Su presencia
en la corteza terrestre es inferior al 0,1% y casi siempre menor del 0,01%. Junto
a estos metales pesados hay otros elementos quimicos, arsénico, boro, bario y
selenio que se suelen englobar con ellos por presentar origenes y
comportamientos asociados. (Kabata & Pendias, 1992).

Dentro de los metales pesados se distinguen dos grupos:

Oligoelementos.

Necesarios para el desarrollo de la vida de determinados organismos, son
requeridos en pequefias cantidades o cantidades en trazas y pasado cierto umbral
se vuelven toxicos. Dentro de este grupo se encuentran: As, B, Cr, Cu, Mo; Mn,

Ni; Se y Zn. (Arce, 2000).

Metales pesados sin funcion bioldgica conocida.

Metales cuya presencia en determinadas cantidades en los seres vivos, provocan
disfunciones en sus organismos. Resultan altamente tdxicos y presentan la
propiedad de acumularse en los organismos vivos. Son principalmente: Cd, Hg,

Pb, Cu, Ni, Sb, Bi (Arce, 2000).

Los metales pesados han sido objeto de atencion por sus caracteristicas
contaminantes peculiares:
» Poseen caracter acumulativo, su concentracion no disminuye con el tiempo.
» Son necesarios y beneficiosos para las plantas y otros organismos a
determinados niveles, pero también son toxicos cuando exceden los niveles de
concentracion.
> Estan siempre presentes en los suelos a unos niveles de concentracion
denominados niveles fondo, cuyo origen no es externo, sino que proviene del

material parental originario de las rocas y su transformacion.
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» Con frecuencia se encuentran como cationes que interactiian fuertemente con
la matriz del suelo, lo que en ocasiones se traduce en que incluso a altas
concentraciones pueden encontrarse en forma quimica no dafiina o inerte. Sin
embargo estos metales pueden movilizarse y cambiar de forma quimica debido
a cambios en las condiciones medioambientales, cambios en el uso del suelo
o por saturacion de la capacidad de tamponamiento del suelo (Fachinelli et al.,

2001).

1.3.2 Efectos en el ambiente de los metales pesados.
La peligrosidad de los metales pesados es mayor al no ser quimica ni
biologicamente degradables. Una vez emitidos, pueden permanecer en el
ambiente durante cientos de anos. Ademas, su concentracion en los seres vivos
aumenta a medida que son ingeridos por otros, por lo que la ingesta de plantas o
animales contaminados puede provocar sintomas de intoxicacion (Arce, 2000).
Dicho fenomeno se da con los metales mercurio y aluminio, en mamiferos
consumidores de pescado y en péjaros insectivoros respectivamente.
Se sabe muy poco sobre los efectos de los metales en los ecosistemas. En cursos
de agua dulce donde fluyen relaves mineros se producen con frecuencia efectos
ecologicos evidentes como, por ejemplo, una gran reduccion de la fauna
invertebrada y la ausencia de peces.
Los metales disueltos en el medio acuoso son facilmente absorbidos por la biota
acuatica; es decir, tienen una alta biodisponibilidad en este medio (capacidad de
interaccion de un contaminante en el sistema bioldgico). Los metales que se
bioconcentran (concentracion del contaminante en los tejidos de la biota con la
concentracion de ese mismo contaminante en el medio) en las algas marinas son
el Aluminio (Al), Cobre (Cu), Mercurio (Hg), Manganeso (Mn), Niquel (Ni),
Plomo (Pb) y Zinc (Zn). En la biota acuatica se acumulan principalmente el
Cadmio (Cd) y el Mercurio (Hg); el Manganeso (Mn) en el esqueleto de los
peces. Esta acumulacion depende de la acidez del medio acuoso y de la
disminucién de la concentracion acuética del calcio.
Una vez alcanzadas concentraciones toxicas, puede necesitarse mucho tiempo
para reducirlos a niveles no toxicos. Ningun contaminante actia en forma aislada

sobre un receptor. La capacidad de absorcion de metales por las plantas varia
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con la acidez, el contenido orgénico y otras caracteristicas del suelo (Vega y

Reynaga, 1990).

1.3.3 Plomo.
El plomo es un metal pesado, de baja temperatura de fusion, de color gris-
azulado que se encuentra naturalmente en la corteza terrestre. Sin embargo,
raramente esta en la naturaleza en la forma de metal, generalmente se encuentra
combinado con otros dos 0o mas elementos formando compuestos de plomo.

(ATSDR, 2005).

1.3.2.1 Caracteristicas fisicas y quimicas.

El plomo tiene una densidad relativa o gravedad especifica 11,34 g/cm’ a
20°C. Fisicamente el plomo es de color azuloso, se empafia para adquirir
un color gris mate, es flexible, inelastico y se funde con facilidad. Su punto
de fusion es 327,4°C y el de ebullicion es 1725°C. Las valencias quimicas
normales son 2" y 4", Quimicamente, combinado con otros elementos
forma compuestos con caracteristicas nicas y altamente Utiles, tiene la
capacidad de formar sales plumbicas y plumbosas, 6xidos y compuestos.
Es relativamente resistente al ataque de acido sulfurico y acido clorhidrico,
aunque se disuelve con lentitud en 4cido nitrico y ante la presencia de bases

nitrogenadas. (Petruchi et al., 2003, Orozco, 2006).

1.3.2.2 Fuentes y produccion de plomo.

Se encuentra en tres posibles estados:

» Plomo metélico: Es toxico al fundirse a 5000°C, emitiendo vapores que
alcanzan facilmente los alveolos. Estos vapores se oxidan rapidamente,
haciéndose poco solubles y cayendo al suelo. Es la forma fundamental de

contaminacion ambiental (WHO, 1977; Villanueva, 1991).

» Derivados inorganicos: Son los 6xidos de plomo como el minio (Pb3O4)

también conocido como plomo rojo, el litargirio (PbO) de color amarillo y
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la plattnerita (PbO>) de color marrén rojizo, los cromatos entre los que se
encuentra la crocoita (PbCrOg), los sulfatos y sulfuros como la anglosita
(Sulfato de plomo II, PbSO4) y la galena (Sulfuro de plomo, PbS), el
arseniato de plomo y los carbonatos como la cerusita (Carbonato de plomo,
PbCO3).

Uno de los pocos compuestos solubles es el nitrato de plomo (II)
(Pb(NO3)2) que se forma de la reaccion del PbO> con el acido nitrico

(Petruchi et al., 2003) segun la siguiente reaccion:

2PbOx(s) + 4HNOs(aq) = 2Pb(NO3)2(aq)+2H20(1)+02(g).

Derivados organicos: Son derivados organicos, el acetato de plomo
(azucar del plomo) que es soluble en agua y una de las formas mas
biodisponibles de este elemento con propiedades abortivas, el tetraetilo de
plomo, antidetonante, el estearato de plomo, que da consistencia al plastico
y el naftenato de plomo, componente de los aceites y grasas de uso

industrial (WHO, 1977; Villanueva, 1991).

En el mundo se produce aproximadamente 3.3 millones de toneladas de
concentrados de plomo por afio, producto de operaciones mineras. Los 5
productores mas importantes suman alrededor del 81% de toda la
produccion, siendo el mas importante de ellos, China con alrededor de 1
millon de toneladas. Le siguen Australia, Estados Unidos, Pertt y México
(Figura 01) (SNMPE, 2015).

Otros

o 12%
India

2%
Rusia
4%

México 7
4%

Peru
5% EE.UU.
6%

China
54%

Australia
13%

Figura O1. Principales paises productores de plomo en el 2014.
Fuente: (SNMPE, 2015).
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El Peru es el cuarto productor mundial de plomo, en el 2014 produjo 278
mil toneladas, volumen que fue resultado de operaciones empresariales
como: Volcan Compaiiia Minera, Compaifiia Minera Milpo, Sociedad
Minera Corona, Compaiiia de minas Buenaventura y Empresa Minera los
Quenuales, las cuales en conjunto representan el 52% de la produccion
nacional. Durante el mismo afio, las principales regiones productoras de
plomo en el Pera fueron: Pasco con el 29% del total, Lima (22%) y Junin
16%, estas tres regiones explicaron el 67% de la produccioén peruana de

plomo para el 2014 (SNMPE, 2015).

1.3.2.3 Usos del plomo.

Actualmente los usos del plomo son innumerables, un 40 % del plomo se
utiliza en forma metalica, un 25 % en aleaciones y un 35 % en compuestos
quimicos. El mayor uso, son los 6xidos de plomo como el PbO y Pb3O4en
la fabricacion de placas de baterias para autos. La primera bateria de plomo
fue creada por Gaston Plante en 1859, y desde entonces la demanda de
plomo para este fin se ha incrementado.

Debido a su elevada densidad el plomo es usado como protector contra la
radiacion producida por maquinas de Rayos X en la medicina. No obstante,
el plomo también posee propiedades como elemento protector contra la
radiacion generada por otros tipos de energia atomica. El plomo metalico
se utiliza en forma de planchas o tubos cuando se requiere gran
maleabilidad y resistencia a la corrosion en la industria de la construccion.
Debido a su resistencia a determinados acidos se convierte en un elemento
ideal para la fabricacion y manejo de compuestos como el acido sulfurico
y el acido nitrico. Otros usos son como material de soldadura, empaste en
la industria automovilistica, municiones y en la fabricacion de forros
protectores para cables.

Acorde con las nuevas tecnologias se ha venido desarrollando compuestos
organo-plumbicos para ser usados como por ejemplo: catalizadores en la
fabricacion de espuma de poliuretano, para pinturas navales que evitan la
incrustacion en los cascos de barcos, en la proteccion de la madera contra

el ataque de hongos marinos, como preservador del algodon contra la
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descomposicion y el moho, inhibidor de la corrosion del acero, etc

(SNMPE, 2015).

Finalmente, al combinar el plomo con otros metales como el estafio, cobre,
arsénico, antimonio, bismuto, entre otros, se obtienen los denominados
compuestos del plomo. Dentro de esta gama tenemos, por ejemplo, el
azuro de plomo que sirve como detonador de explosivos, los silicatos de
plomo que se emplean en la fabricacion de ceramicas y vidrios, etc. Las
sales de plomo constituyen la base de muchas pinturas y pigmentos: el
carbonato y el sulfato de plomo se utilizan como pigmentos blancos y los
cromatos de plomo sirven para obtener amarillo, naranja, rojo y verde. El
arsenato de plomo es un insecticida para la proteccion de cultivos; el
sulfato de plomo se utiliza en mezclas de caucho; el acetato de plomo tiene
usos importantes en la industria quimica; el naftenato de plomo es un
agente secante muy utilizado el tetraetilo de plomo se utiliza como agente
antidetonante para la gasolina en aquellos paises que la legislacion atn lo

permite (SNMPE, 2015).

1.3.2.4 El plomo en la salud humana.

El plomo ingresa al organismo humano mayormente por inhalacion e
ingestion, el ingreso por la piel sucede en un pequeio porcentaje y es causa
de la exposicion a sus compuestos organicos.

El plomo inorganico no se metaboliza, solo se absorbe, se distribuye y
puede ser excretado directamente. La velocidad a la que es absorbida
dependera de su forma quimica y el estado fisiologico de la persona
expuesta (edad y estado nutricional). El plomo cuando es inhalado es
depositado en las vias respiratorias bajas donde se absorbe por completo,
el plomo que es ingerido se absorbe de 10 a 15 %. En nifios, mujeres
embarazadas, personas con estado fisiologico de ayuno, déficit de hierro o
calcio, el plomo puede llegar a absorberse hasta un 50%, una vez absorbido
sigue la misma ruta metabolica del calcio.

Una vez que el plomo ingresa al torrente sanguineo (plombemia), cerca del

99% se une a la hemoglobina de los eritrocitos formando el complejo
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plomo-hemoglobina, el restante 1% del plasma se distribuye a los rifiones,
medula 6sea, higado, cerebro huesos y dientes. Estos dos ultimos
contienen aproximadamente el 95% del plomo almacenado en el
organismo de adultos.

El plomo en la sangre tiene una semivida de 25 dias, la porcidon que no se
retiene se excreta a través de los rifiones por la orina, del tracto
gastrointestinal a las heces y por la piel a través del sudor. En los tejidos
blandos puede estar presente hasta 40 dias y en los huesos mas de 25 afos.
Es por ello que la aparicion de lineas densas en la metafisis de huesos
largos en las placas de rayos X vendria a ser indicio de una exposicion
cronica (OIT, 1998; Caballero, A., 2008). La figura 02 ilustra el

metabolismo del plomo en el organismo humano
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Figura 02. Modelo metabolico del plomo en el ser humano

Fuente: (DIGESA., 2016).

El plomo en el tejido dseo puede movilizarse a la sangre en casos de
embarazo, inmovilidad, hipertiroidismo y edad avanzada, llegando a
convertirse en una fuente enddgena de plomo (reservorio inerte),
incrementando nuevamente los niveles del metal en la sangre. Por ello que
es posible desarrollar una intoxicacion por plomo sin necesidad de una

exposicion aguda importante, ya que el organismo acumula este metal
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durante toda la vida y lo libera lentamente, incluso dosis pequefias pueden
producir con el transcurso del tiempo, una intoxicacion por plomo, el
riesgo de efectos adversos depende de la carga corporal total de plomo. Se
podria lograr la disminucion de un 50% de plomo en sangre pero en el
transcurso de varios afios al eliminar totalmente la fuente de exposicion

(OIT, 1998; Caballero, A., 2008).

La intoxicacién por plomo llamada saturnismo interfiere con la fisiologia
normal de las células. Se presentan los mismos efectos que a continuacion
se mencionan sin importar que el ingreso al organismo haya sido por

inhalacion o ingestion (OIT, 1998; Caballero, A., 2008).

» Efectos neuroldgicos. El sistema nervioso es el mas sensible a la
intoxicaciéon por plomo. En nifios se ha percibido deficiencias
neurologicas con incluso, efectos permanentes. En menores a 2 afios
causa dano al sistema nervioso central (SNC) produciendo una
deficiencia continua en el desarrollo neuroldgico, manifestado como un
bajo coeficiente intelectual. En nifios de 5 afios una deficiencia en el
coeficiente. Los casos que se presentaron en edades de hasta 11 afios
fueron los siguientes: déficit en el procesamiento verbal y del lenguaje,
bajo rendimiento y atencién en las clases, dificultades para leer,
problemas de psicomotricidad fina, descoordinacion mano — ojos y
disminucién en la agudeza auditiva para altas frecuencias sonoras por
incremento de los niveles de plomo en sangre. Todo ello puede contribuir
a problemas de aprendizaje o al mal comportamiento del nifio en clase,
por ultimo si el nivel del plomo en sangre es suficientemente alto, el nifio
puede morir.

La intoxicacion por plomo en adultos es producido incluso por niveles
bajos en sangre, el efecto en el sistema nervioso central (SNC) se
manifiesta en cambios de conducta sutiles, fatiga y problemas de
concentracion. En el sistema nervioso periférico las lesiones son en su
mayoria motrices. Se ha descrito neuropatia periférica y una disminucion
en la velocidad de conduccidon nerviosa debido a que las neuronas

motrices del asta anterior de la médula espinal sufren una degeneracion
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de sus terminales axdnicas y va avanzando hacia el cuerpo neuronal. La
paralisis evidente, con caida de la mufieca, s6lo se manifiesta como un
signo tardio de la intoxicacion por plomo (OIT, 1998; Caballero, A.,
2008).

Efectos hematolodgicos. La toxicidad de plomo disminuye la produccion
de la hemoglobina en el organismo, interfiriendo en varios pasos
enzimaticos de la via metabolica del grupo hemo. El plomo puede inducir
dos tipos de anemia: un cuadro agudo como la anemia hemolitica que es
producido por niveles elevados de plomo y uno cronico cuando la anemia
es causada por la interferencia en la eritropoyesis y la disminucion de la
supervivencia de los eritrocitos. Cualquiera de estos cuadros anémicos
serda un indicio de una concentracion significativamente elevada y

prolongada de plomo en la sangre (OIT, 1998; Caballero, A., 2008).

Efectos endocrinos. Dado que en el sistema endocrino la vitamina D es
responsable en gran parte del mantenimiento de la homeostasis de calcio
intra y extracelular, el déficit de esta vitamina incrementara el
impedimento del crecimiento, la maduracion celular y el desarrollo de
huesos y dientes por parte del plomo, existiria entonces una correlacion
inversa entre los niveles de plomo en sangre y los niveles de vitamina D

(OIT, 1998; Caballero, A., 2008).

Efectos renales. La nefropatia como efecto directo de la exposicion
prolongada a plomo es causada por la alteracion de la funcion de los
tubulos proximales manifestada como aminoaciduria, glicosuria e

hiperfosfaturia (OIT, 1998; Caballero, A., 2008).

Efectos sobre la reproduccion y el desarrollo. Durante el embarazo el
feto puede estar en riesgo si los depositos maternos de plomo atraviesan
la barrera placentaria. Se sostiene que los abortos y la muerte fetal en el
siglo XIX fueron causados por exposiciones muy superiores a plomo de
las que actualmente se registran. Se han recaudado pruebas que

demuestran que el plomo no solo afecta a la viabilidad del feto, sino
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también a su desarrollo (aun en exposiciones bajas), causando un menor
peso del recién nacido y mayor nimero de nacimientos prematuros.

La mayoria de los estudios de teratogenecidad no han podido demostrar
que el plomo es causante de malformaciones en el humano pero si en
animales.

No estd bien claro los efectos del plomo en el aparato reproductor
masculino humano pero los datos disponibles indican que podria causar
reduccién del recuento y calidad espermatica en caso de exposiciones

cronicas (OIT, 1998; Caballero, A., 2008).

> Efectos cancerigenos. Tanto los compuestos organicos e inorganicos del
plomo han sido clasificados dentro del grupo 2B (posibles causantes de
cancer) segin La Agencia Internacional sobre el Cancer (IARC). Los
informes de casos indican que el plomo es un posible cancerigeno para
el hombre, pero la asociacion alin no estd claramente definida. Se ha
descrito que las sales solubles, como el acetato y el fosfato de plomo,
producen tumores renales en ratas.
En la figura 03 se muestra las concentraciones de plomo en sangre y sus

manifestaciones clinicas (OIT, 1998; Caballero, A., 2008).

TR

Muerte

7

@ - Encefalopatfa

Encefalopatia - Anemia franca

==
Nelropatia —
anemia severa -

- = ¥ Esperanza de vida

@ ~= y Sintesis de hemaoglobina

) Neuropatia periférica
Sintesis de hemoglobina ¥ = ['4p § = Infertilidad (hombres)
Nefropatia

Metabolismo de la VitaminaD ¥ = 351 = L Presién sistélica (hombres)

Cdlicos abdominales

Y Capacidad auditiva
|
Velocidad d:ncfcgd#:r‘ﬁ%'; L Aborto y otros efectos
reproductivos
Protoporfirina eritrocitaria A - -} Protoporfirina eritrocitaria
Neurotéxico — ¥ Funcién renal
1Q 10 | o . PR
Capacidad auditiva ¥ = L Hipertencin (?)
Crecimiento y desarrollo - 2
Transferencia placentaria -
L Aumenta la funcién Y Disminuye la funcién

Figura 3. Plombemia y manifestaciones clinicas
Fuente: (ATSDR., 2006 citado en Valdivia, M., 2005).
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1.3.2.5 El plomo en el ambiente.

El Pb que entra al medio ambiente no se degrada pero los compuestos que
forma son transformados por la luz del sol, el agua y aire. A través de este
ultimo, el plomo se moviliza largas distancias antes de ser depositado en
el suelo y adherirse a sus particulas, las caracteristicas de este medio y el
tipo de compuesto de Pb definiran si dicho contaminante puede pasar a las

aguas subterraneas. (ATSDR, 2005).

Los compuestos organicos e inorganicos del plomo son considerados
contaminantes toxicos y dafiinos, desde el punto vista ambiental. Entre los
mas contaminantes presentes en aguas residuales se encuentran
especialmente los derivados alquilicos de plomo (IV), tetraetilo, dietilo,
tetrametilo y dimetilo que son los que facilmente se incorporan a las
cadenas alimenticias. Entre los inorganicos se tiene a las oxosales, 0xidos
de plomo (PbO, PbO:; y Pb304), haluros de plomo (como el PbCl)
(Doadrio, 2006).

La incorporacion del plomo a las cadenas troficas puede ocurrir de la

manera siguiente:

» En un medio acuatico el plomo disuelto es asimilado por un organismo y
se acumula en determinados organos o tejidos, la maxima concentracion
se alcanza en los huesos, que actian como lugares de almacenamiento, los
organos en los que aparece en mayor medida son el higado, los rifiones y
el sistema nervioso central. El peligro de la persistencia y bioacumulacion
del plomo en organismos se deriva de la dificultad de excrecion del mismo,
esto induce una via de intoxicacion a través de la cadena tréfica (ASTM,

2005, Becares et al., 2004).

» En las plantas el plomo limita la sintesis de clorofila, no obstante las
plantas pueden absorber del suelo altos niveles de plomo, hasta 500 ppm.
Consecuentemente, la aplicacion de pesticidas de plomo est4 prohibida en

la mayor parte de los paises (Wright, 2003).
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» El plomo en disolucién.
En condiciones normales el plomo metalico no reacciona con el agua. Sin
embargo, cuando se pone en contacto con el aire humedo, la reactividad
con el agua aumenta. En la superficie del metal se forma una pequefia capa
de 6xido de plomo (PbO): en presencia de oxigeno y agua, el plomo
metalico se convierte en hidréxido de plomo (Pb(OH)z) asi como muestra

la siguiente reaccion:

2Pb(s) + Oa(g) + 2H20(1) — 2 Pb(OH)a(s)

Lo que hace que este pueda entrar en el agua potable a través de la
corrosion de las tuberias de plomo, muy usadas a nivel doméstico hasta el
ano 1980.

En sistemas acuaticos contaminados el plomo presente tiende casi en su
totalidad a sedimentar y acumularse en el fondo en forma de sulfuro,
carbonato y fosfato. Sin embargo, en ocasiones una fraccion menor del
elemento permanece disuelta en el agua, esto viene marcado por el pH del

medio tal como muestra la figura 04.
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Figura 04. Especiacion del plomo en disolucion en funcion del pH

Fuente: (Sanchez, 2011).

> Dispersion de plomo en el agua.
La mineria, la fundicién y la refinacion, asi como la produccion de
compuestos y articulos que contienen plomo, pueden dar lugar a emisiones

de plomo (OMS, 1979). La atmdsfera es la via principal para el transporte
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y distribucion de Pb desde fuentes estacionarias o moviles a otros medios
ambientales. Es probable que las particulas transportadas por el aire se
dispersen, ya que su permanencia en la atmosfera es prolongada. También
puede haber descargas en cuerpos de agua y en suelos, pero en la gran
mayoria de los casos, el Pb tiende a localizarse cerca de los puntos de
descarga, debido a la baja solubilidad de los compuestos que se forman al
contacto con el suelo y el agua.

En los sistemas acuaticos la concentracion de Pb aumenta de la siguiente
manera:

Agua < presas de los peces < peces < sedimentos.

El Pb antropogénico llega al ambiente acuatico a través de la precipitacion
pluvial que arrastra el Pb emitido en la combustion de gasolinas y
descargas de aguas residuales de las industrias (Maya y Hansen, 1995). La
cantidad de dicho metal en aguas superficiales depende del pH y de las
sales disueltas contenidas en el agua.

El Pb es eliminado del agua cuando atraviesa el suelo y los sedimentos
inferiores, esto se debe a la gran capacidad de las sustancias organicas para
establecer uniones firmes con el Pb. Es importante tomar en cuenta la
posibilidad de la transferencia de Pb precipitado en ciudades donde pasa a
los sistemas de aguas residuales por arrastre (OMS, 1979).

En los componentes organicos de un sedimento, el Pb puede entrar a éste
a partir de dos maneras: A partir de los restos de plantas y animales que
suministran compuestos organicos y también por el agua que esté en

contacto con el sedimento.

1.3.4 Lixiviados y Sedimentos.
Los lixiviados son liquidos con alto contenido de materia organica y sales
minerales que son resultado de la degradacion de los residuos solidos y
percolacion de agua de lluvia, estos son altamente contaminantes y alteran la
calidad de aguas superficiales y subterrdneas si no son manejados
adecuadamente (Ley N° 27314). La tabla 02 muestra una clasificacion de los

lixiviados.
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Tabla 02
Clasificacion de lixiviados

Jovenes Intermedios Viejos
Edad <1 1-5 >5
pH <6,5 6,5-7,5 >175
DQO (g/L) > 15 3-15 <3
DBO/DQO 0,51 0,1 -0,5 <0,1
Metales pesados mg/L >2 <2 <2

Compuestos organicos 80% AGV 5-30% AGV +AH +AF AH + AF

Tipo S/D P E

Nota: AGV= Acidos grasos volatiles; AH= 4cidos humicos; AF= acidos fulvicos; S/D sin
degradar; P=parcialmente degradados o estabilizados; E= estabilizados. Fuente: Renou et
al. (2008).

La presencia de acidos himico y fulvico en el lixiviado es muy importante no
solo por su resistencia a la biodegradabilidad, sino también por su afinidad por
los contaminantes. Son los responsables del transporte y del comportamiento de
los contaminantes como metales pesados y contaminantes hidrofobicos en el
ambiente (Kang et al., 2002).

Al filtrar el agua a través de los residuos solidos en descomposicion, se lixivian
en solucion materiales biologicos y constituyentes quimicos. Los lixiviados
contienen contaminantes que pueden ser clasificados en cuatro grupos: materia
organica disuelta, sustancias inorganicas, metales pesados y compuestos
organicos xenobidticos (Selberg et al., 2005).

De manera general, los metales pesados son removidos mediante reacciones de
intercambio i6nico que se producen mientras los lixiviados viajan a través del
suelo. La capacidad de un suelo para retener los metales pesados encontrados en
los lixiviados estd en funcion de la capacidad de intercambio de cationes que
tiene el suelo (Tchobanoglous et al., 1994).

Los contaminantes bacteriologicos de los lixiviados estan presentes debido a que
se pueden filtrar después de varios metros de viaje a través del suelo (Roling et
al., 2001; Watanabe et al., 2002). El metabolismo de las bacterias se ve
dificultada por el incremento de los 4acidos humicos y fulvicos en un lixiviado

(Kang et al., 2002).
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Los sedimentos constituyen la acumulaciéon de materiales arrastrados
(aloctonos), o bien producidos en la misma masa de agua (autoctonos), minerales
(evaporitas, arcillas, fragmentos de rocas o materiales clasticos, minerales
formados en la propia agua) y organicos (organismos enteros que mueren en el
sedimento, organismos muertos y fragmentos de los mismos, excrementos,

materia orgénica floculada, material detritico aloctonos) (Margalef , 1983).

1.3.5 Resistencia bacteriana a metales pesados.
La contaminacién ambiental por metales pesados constituye un problema
mundial creciente. Estos elementos quimicos representan una amenaza
bioldgica, pues no son biodegradables. Solo los microorganismos que portan
sistemas genéticos que contrarrestan los efectos toxicos de los metales son
capaces de sobrevivir en ambientes con elevadas concentraciones de esos
elementos. Los microorganismos resistentes a metales pesados presentan
potencialidades para el disefio de tecnologias aplicables en el campo de la
biorremediacion de ambientes contaminados. Este tema es de gran importancia
para paises que poseen una gran industria de metales y que generan grandes
volimenes de residuos contaminantes. (Nies, 2003; Silver y Phung, 2005;

Cervantes, 2006.; Mendoza y Sanchez, 2005 citado en Marrero y Col., 2010).

1.3.5.1 Mecanismos moleculares bacterianos para la resistencia a metales

pesados.

“La resistencia a metales pesados es el resultado de la intervencion de
multiples sistemas con especificidad de sustratos diferentes, pero que
comparten las mismas funciones. Algunos de estos sistemas estan
ampliamente distribuidos y contribuyen en la defensa elemental de la
célula frente a metales dafiinos” (Brown et al., 2006 citado en Marrero,
2010). “Otros estan muy especializados y se encuentran solo en algunas
especies bacterianas, confiriéndoles la capacidad de resistencia a metales
pesados” (Nies 2003; Monchy et al., 2007 citado en Marrero, 2010).

“Muchas células contienen dos tipos de sistemas de captura de cationes

de metales pesados. Uno es rapido e inespecifico, expresado
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constitutivamente y utilizado por una variedad de sustratos. Estos sistemas
rapidos son generalmente dependientes del gradiente quimiosmético
existente a través de la membrana citoplasmética bacteriana. El segundo
tipo de sistema de captura posee una gran especificidad de sustrato, es
mas lento y generalmente utiliza la hidrolisis de ATP como fuente de
energia en adicion al gradiente quimiosmatico. Este sistema consumidor
de energia solo se induce en la célula cuando esta lo necesita, en
condiciones nutricionales desfavorables o en alguna situacion metabdlica
especial ” (Nies, 2003 citado en Marrero, 2010).

“Cuando una célula se enfrenta a grandes concentraciones de algun metal
pesado que es acumulado por el sistema inespecifico, el cation del metal
pesado es transportado al citoplasma, a pesar de su elevada
concentracion, porque estos transportadores inespecificos son expresados
constitutivamente. Por consiguiente, esta entrada no puede cerrarse. Esta
“puerta abierta” es la primera razon del porqué los iones metalicos
pesados son toxicos” (Nies, 1995 citado en Marrero, 2010). “Cuando el
gen que codifica este sistema transportador rapido e inespecifico se muta,
entonces se obtienen mutantes que son tolerantes a metales. Por ejemplo,
los mutantes CorA resultaron tolerantes a Co(ll) (Bui et al., 1999; Pfeiffer
et al., 2002 citado en Marrero, 2010) vy los mutantes Pit resultaron
tolerantes a arsenato ” (Rosen, 1996 citado en Marrero, 2010).

“La acumulacién gradual de cationes metélicos tanto en sitios
antropogénicos como en ecosistemas naturales, en adicion a su toxicidad
potencial y a la situacion de “puerta abierta”, han conducido durante la
evolucion de la vida al desarrollo de la homeostasis de metales pesados.
Este fendmeno se debe a un proceso de adaptacion espontanea al medio,
debido al desarrollo o adquisicion de sistemas genéticos que
contrarrestan los efectos de las elevadas concentraciones de iones
metalicos para la célula” (Trajanovska et al., 1997 citado en Marrero,
2010).

“Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen microorganismos
resistentes y microorganismos tolerantes a metales. Los resistentes se
caracterizan por poseer mecanismos de detoxificacion codificados

genéticamente, constitutivos o inducidos por la presencia del metal
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(Zegers et al. 2001; Trajanovska et al., 1997 citado en Marrero, 2010),
mientras que los tolerantes son indiferentes a la presencia o ausencia del
elemento. Tanto los microorganismos resistentes como los tolerantes son
de particular interées como captores de metales en sitios contaminados,
debido a que ambos pueden presentar la capacidad de extraer estos

contaminantes ”.

“Los sistemas desarrollados por las bacterias para tolerar los efectos
nocivos de los metales toxicos son diversos ” (Silver y Phung, 2005 citado

en Marrero, 2010). Entre ellos, se encuentran principalmente:

Captura de iones en la célula bacteriana.

“La acumulaciéon y compartimentacion de iones metalicos en la célula
bacteriana puede ocurrir en la membrana, el espacio periplasmatico y el
interior celular. En ella intervienen polimeros estructurales y
extracelulares que interactdan con los metales atrapandolos dentro de su
estructura (bioabsorcion) (Demirbas, 2008 citado en Marrero, 2010) 0
proteinas que se unen a los iones metalicos por los que poseen una gran
afinidad, evitando sus interacciones con otras proteinas esenciales para
el microorganismo” (Kasan, 1993 citado en Marrero, 2010). “Entre las
proteinas periplasmaticas que capturan metales se han descrito a las
metalotioneinas” (Klaassen et al., 2005; Silver y Phung, 2005 citado en
Marrero, 2010) “que funcionan como captoras de metales en el citoplasma

celular.”

Transformaciones mediadas por enzimas.

“Entre las transformaciones enzimaticas de los metales se incluyen la
oxidacion, reduccién, metilacion y demetilacion (Silver y Phung, 2005
citado en Marrero, 2010) y estas pueden dar como resultado compuestos

poco solubles en agua o bien compuestos volatiles .

Expulsion de iones metalicos.
“La mayoria de los sistemas de resistencia a metales se basan en el eflujo

activo de iones toxicos tales como los que expulsan iones derivados del
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cadmio, cobalto, cobre, niquel, plata, plomo y zinc” (Nies, 2000 citado en
Marrero, 2010). En este proceso intervienen fundamentalmente tres

sistemas diferentes.

» “ATPasas tipo P. Son la defensa basica contra cationes de metales
pesados. Estas ATPasas constituyen una familia de proteinas de
transporte que son dirigidas por la hidrdlisis del ATP” (Cervantes y
Col., 2006 citado en Marrero, 2010). “Sus sustratos son cationes
inorganicos tales como el H(l), Na(l), K(I1), Mg(l1), Ca(ll), Cu(l), Ag(l),
Zn(Il) y Cd(Il)” (Saier, 2003 citado en Marrero, 2010). “Una ATPasa
tipo P individual importa su sustrato desde el exterior o desde el
periplasma al citoplasma (ATPasa tipo P importadora) o lo exporta
desde el citoplasma al periplasma (ATPasa tipo P

exportadora).(Marrero, 2010)”

» Transportadores de la familia RND (resistance, nodulation, cell

division). “En bacterias y arqueas, los miembros de esta familia estan
involucrados en el transporte de metales pesados, compuestos
hidrofébicos, anfifilicos y factores de nodulacion y en la excrecion de
proteinas (SecDF).
Las proteinas RND conjuntamente con proteinas MFP (membrane
fusion protein) y OMF (outer membrane factor) (Johnson y Church,
1999; Paulsen, 1997 citado en Marrero, 2010) forman un complejo que
puede exportar sus sustratos desde el citoplasma, la membrana
citoplasmatica o el periplasma a través de la membrana externa
directamente al exterior; a diferencia de los sistemas de expulsion
anteriores, que solo translocan su sustrato al espacio periplasmatico.
Esta caracteristica hace que sea considerado como el sistema de
resistencia a metales de mayor importancia y complejidad en bacterias
(Zgurskaya y Nikaido, 2000 citado en Marrero, 2010).

» Facilitadores de difusion de cationes (CDF). “La familia de CDF
funciona como un filtro secundario de cationes en bacterias. (Saier,

2000 citado en Marrero, 2010) que estan presentes en los tres reinos
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1.3.5.2.

del arbol de la vida” (Paulsen y Saier, 1997 citado en Marrero, 2010).
“El sustrato primario de las proteinas CDF es el ion Zn(I1) que también
pudieran transportar los iones Co(ll), Ni(ll), Fe(ll) y Cd(Il)” (Haney
et al., 2005 citado en Marrero, 2010). “El transporte mediado por los
CDF es dirigido por un gradiente de concentracion quimiosmatico, Ay,
de pH o de potasio” (Bloss et al., 2002; Anton et al., 1999 citado en
Marrero, 2010).

“Usualmente las bacterias contienen muy pocos genes que codifican
CDF. En eucariontes, el nimero de genes que codifican CDF aumenta
en paralelo con la evolucién desde levaduras a plantas y animales”
(Nies, 2003 citado en Marrero, 2010).

La figura 05 muestra graficamente los 3 sistemas de expulsion de

metales.

exterior celular

“pool” citoplasmatico de metales
(libres o enlazados a glutation)

Figura 05: Prototipos de los principales sistemas de eflujo de iones
metalicos. I) ATPasas tipo P, II) sistemas RND vy III) facilitadores de
difusion (CDF).

Fuente: (Legazki, et al. 2003 citado en Marrero, 2010).

Localizacion genetica de los determinantes de resistencia a metales

pesados.

“Los determinantes genéticos que codifican las proteinas involucradas en
los mecanismos de resistencia a metales, se encuentran generalmente

localizados en el cromosoma bacteriano, en elementos méviles como
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plasmidios o transposones o en ambos” (Von Rozycki y Nies, 2008;
Amoroso y Col., 2000 citado en Marrero, 2010).

“Los determinantes plasmidicos que confieren resistencia a metales,
poseen una gran especificidad, comparable con la que presentan los
productos codificados por otros genes que intervienen en el metabolismo
celular (Silver y Phung, 1996 citado en Marrero, 2010) y constituyen
sistemas inducibles en la mayoria de los casos” (Nies y Silver, 1999;
Collard et al., 1993 citado en Marrero, 2010). “Hasta el momento, se han
descrito genes de resistencia a plata, arsénico, cadmio, cromo, cobre,
mercurio, niquel, plomo, antimonio y cinc localizados en plasmidios”
(Silver y Phung, 1996; Silver, 1994; Shukla et al., 2006 citado en Marrero,
2010).

“Estos hallazgos son de vital importancia ya que los plasmidos
generalmente confieren resistencia a elevadas concentraciones de metales
(Mergeay, 1991 citado en Marrero, 2010) y pueden moverse facilmente
de una célula a otra por transmision horizontal de material genético, de
modo que contribuyen considerablemente en la adaptacion a corto plazo
de las comunidades microbianas en ambientes contaminados” (Nies,
1999; Blattner et al., 1997 citado en Marrero, 2010).

“Laexistencia de genes de resistencia a metales en el cromosoma, soporta
la hipétesis de que este caracter se ha convertido en vital para algunas
bacterias. Este fendbmeno es muy frecuente en aislamientos realizados en
zonas muy contaminadas por largos periodos de tiempo. En contraste, la
resistencia a metales codificada en plasmidios se ha encontrado en
bacterias que habitan ecosistemas ocasionalmente contaminados con el
metal, por lo que dicho carécter en esos casos, pudiera no ser esencial
para los microorganismos sino que se le otorga un importante valor

adaptativo (Barzanti et al. 2007 citado en Marrero, 2010).

1.3.5.3 Resistencia de bacterias al plomo.

El plomo al encontrarse presente en los ecosistemas en forma de

soluciones salinas que es absorbida por comunidades microbianas y de esta
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manera el plomo puede encontrarse en el medio ambiente cambiando las
condiciones normales del ecosistema.

Pseudomonas marginalis presenta un mecanismo extracelular de
exclusion el cual se cree puede ser la excrecion de un exopolimero. Otros
mecanismos de resistencia envuelven la acumulacion celular en granulos
densos en el citoplasma, los que han sido observados en Bacillus
megaterium (Beveridge y Doyle, 1989 citado en Galicia, 2010) (esta
acumulacion intracelular no es observada cominmente en mecanismos de
resistencia a metales). No han sido aislados plasmidos que confieran
resistencia al plomo en estas bacterias pero si se han observado que bajo
estrés por el metal, estos microorganismos pueden desarrollar resistencia
al utilizar mecanismos directos, mismos que incluyen bombas de eflujo
dependientes de ATP y secuestracion celular del metal (Roane, 1998

citado en Galicia, 2010).

1.3.6 Estrategias para la remocién de metales pesados.
Los métodos utilizados en la remediacion de metales pesados son de dos tipos

principalmente:

1.3.6.1 Métodos fisico — quimicos.

En el presente, los efluentes industriales contaminados con metales
pesados son tratados principalmente por métodos quimicos, tales como:
oxidacion, reduccidn, intercambio idnico, filtracion, precipitacion
quimica, tratamiento electroquimico o tecnologias de membrana y
recuperacion por evaporacion. Estos métodos son parcialmente efectivos
y su implementacion muy costosa, especialmente, cuando las

concentraciones de metales son bajas (Tsezos, 1990; Volesky, 1990).

» Remocion por carbono activado
Los carbones activados presentan una considerable capacidad de
adsorcion de diversos compuestos, tanto en fase gaseosa como liquida,

principalmente gracias a su estructura porosa altamente desarrollada
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que les confiere una gran superficie especifica. (Cortuelo y Col., 1999;

Forstner, 1983).

1.3.6.2 Biorremediacién por medio de microorganismos.

La biorremediacion es el uso de microorganismos para eliminar
contaminantes. Para que la biorremediacion se considere una tecnologia
aplicable para eliminar un contaminante especifico, es necesario
demostrar que dicha sustancia o mezcla que la contenga, es biodegradable
y que el proceso de biorremediaciéon no tendra efectos colaterales

adversos sobre el ecosistema (Atlas y Bartha, 2002).

> Biorremediacion in situ: Se refiere al tratamiento de compuestos toxicos
en el lugar donde se ha producido la contaminacion. A su vez hay dos
tipos de técnicas de biorremediacion in situ:

*» Biomagnificacion: Adicion de microorganismos naturales o
manipulados genéticamente al medio (Castillo y Col., 2005.).

¢ Bioestimulacion: Modificacion del medio para reforzar el crecimiento
de los microorganismos. Normalmente se adicionan nutrientes,

oxigeno, entre otros. (Castillo, 2005).

> Biorremediacion ex situ: El tratamiento de residuos toxicos se realiza en
biorreactores. Normalmente se optimiza la biorrecuperacion anadiendo

nutrientes, controlando el pH y la temperatura (Castillo, 2005).

Las propiedades de los microorganismos resistentes, tolerantes o ambos
pueden ser empleados en mecanismos de movilizacion (biolixiviacion) e
inmovilizacion de metales pesados que incluyen: biosorcion,
bioacumulacion, biomineralizacion, biotransformacion y quimiosorcion que

a continuacion se detallan.

a. Movilizacion de los metales pesados o biolixiviacion.
Es el pasaje de un estado insoluble inicial (metales asociados a suelos,

sulfuros u 6xidos metalicos, por ejemplo) correspondiente a una fase
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solida, a un estado soluble final, en fase acuosa. Tal es el caso de la

obtencion de Cu por la oxidacion de las menas de Cu;S (calcocita) a

CuSOy4 por intermedio de la accion de las bacterias Thiobacillus

ferroxidans y Thiobacillus thiooxidans. (Madigan et al. 2003).

. Inmovilizacion de metales pesados.
Viene a ser el pasaje de un estado soluble inicial en fase acuosa a uno
insoluble final en fase solida. A su vez existen en la naturaleza
diferentes mecanismos por los cuales la inmovilizacion del metal

puede llegar a ocurrir (Vullo, 2003).

» Biomineralizacion.

Este mecanismo aparece por el funcionamiento de una bomba que
expulsa el metal toxico presente en el citoplasma hacia el exterior
celular en contracorriente a un flujo de H hacia el interior celular.
Esto produce una alcalinizacion localizada sobre la superficie
celular externa y por lo tanto la precipitacion del metal pesado.
Otra forma de precipitar los metales es a través de la formacion de
sulfuros o fosfatos, como resultado de alguna actividad enzimatica
celular. Un ejemplo de ello es la precipitacion de sulfuros metalicos
en reactores con cultivos mixtos de bacterias reductoras de sulfato
o la acumulacion de CdS en la pared celular de las bacterias
Klebsiella planticola y Pseudomonas aeruginosa (Gadd, 2000.
Lovley, 2000; Sharma et al., 2000. Wang et al., 1997 citado en
Vullo, 2003).

» Biotransformacion.
Este es un proceso que involucra un cambio quimico sobre el metal
pesado, como por ejemplo en el estado de oxidacion o metilacion.
Esta transformacion bioldgica de los metales pesados que resultan
toxicos mediada por enzimas microbianas puede dar como
resultado compuestos poco solubles en agua o bien compuestos

volatiles (Lovley, 2000; Srinath et al., 2002).
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» Quimiosorcion.
Dentro de este término se pueden describir aquella clase de
reacciones en donde los microorganismos biomineralizan un metal,
formando un depdsito primario. Este depdsito primario funciona
como nucleo de cristalizacion, con la subsecuente deposicion del
metal de interés, promoviendo y acelerando asi el mecanismo de

mineralizacion (Lovley, 2000).

» Bioacumulacion.
Este proceso posee como primera etapa a la absorcion que es
rapida, e implica la interaccion con la superficie celular (Kasan,
1993; Brady y Duncan, 1994 citado en Suarez y Reyes, 2002). La
acumulacion es un proceso mucho mas lento y dependiente del
metabolismo celular que involucra un sistema de transporte de
membrana que internaliza al metal pesado presente en el entorno
celular con gasto de energia. Este consumo energético se genera a
través del sistema H'-ATPasa. Una vez incorporado el metal
pesado al citoplasma, éste es secuestrado por la presencia de
proteinas ricas en grupos sulthidrilos llamadas metalotioneinas

(Lovley, 2000).

» Biosorcion.

La biosorcion es un fendmeno ampliamente estudiado en la
biorremediacion de diversos metales pesados como el cadmio,
cromo, plomo, niquel, zinc y cobre (Jianlong et al. 2001; Liu et al.,
2003; Srinath et al., 2002; Tangaromsuk et al., 2002 citado en
Vullo, 2003). Los microorganismos utilizados como biosorbentes,
son aislados a partir de ecosistemas contaminados.

Los mecanismos de interaccion entre metales pesados y

microorganismos se muestran esquematicamente en la figura 06.
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Figura 06. Mecanismos de interaccion entre metales pesados y microorganismo

Fuente: Lovley (2000) citado en Vullo, 2003.

1.3.7 Biosorcion

La biosorcion es la propiedad de ciertos tipos de biomasa inactiva o muerta para
la captacion pasiva de iones metalicos, el enlazamiento y acumulacion de estos
contaminantes se puede dar por diferentes mecanismos como: la adsorcion fisica,
complejacion, intercambio idnico, entre otros. Estos fenomenos no implican un
control metabolico como en la bioacumulacion, el cual describe a un proceso
activo de un organismo vivo (Veglio y Beolchini, 1997; Zouboulis et al., 1999;
Volesky, 2001; Davis et al., 2003; Gavrilescu, 2004; Baytak, y Turker, 2005;
Zhang y Banks, 2006; Davis et al., 2003 citado en Martin, 2008).

1.3.7.1 Mecanismos de biosorcion.

Existen diferentes formas por las que el metal puede ser capturado por la
pared celular del biosorbente, pero esto dependera de la complejidad que
presente y de la especie metalica a biosorber. El o los mecanismos que se
llevan a cabo en el proceso de biosorcion de metales pesados, en muchas
ocasiones son dificiles de explicar porque puede tener lugar
simultaneamente mas de uno (Ho et al., 2001 citado en Martin, 2008).

A continuacion se detallan estos mecanismos:
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a. Microprecipitacion

“La microprecipitacién de metales pesados tiene lugar cuando la
solubilidad del metal alcanza su limite. Esto puede ocurrir debido a las
condiciones locales (superficialmente o en el interior del biosorbente), que
se originan gracias a desviaciones locales de determinados parametros
como el pH” (Volesky, 2003 citado en Martin, 2008). “Pero la
microprecipitacion se puede producir también por una interaccion entre
el metal y la superficie celular a través de la formacion de un complejo,
seguida de su hidrolizacién y la precipitacion del metal en forma de una
especie hidrolizada en la pared celular ” (Veglio y Beolchini 1997 citado
en Martin, 2008).

b. Complejacion
“La retirada de metales de una disolucion puede tener lugar a través de
un mecanismo de formacion de complejos en la pared celular, después de
haberse llevado a cabo la interaccién entre el metal y los centros activos.
El metal se puede unir a estos centros a traves de ligaduras simples o a

través de quelacion” (Martin, 2008).

c. Adsorcion fisica
“En esta categoria se incluyen los fendmenos asociados con la presencia
de fuerzas de Van der Waals, por lo que las fuerzas de atraccién de los
metales a la superficie del sélido son relativamente débiles” (Martin,
2008).

d. Intercambio idnico
“Las paredes celulares de la biomasa en general, se componen de
polisacaridos como estructura bésica de constitucion. Las propiedades
para el intercambio i6nico de los polisacaridos naturales han sido
estudiadas con detalle, y se ha establecido fielmente la propiedad de que
los iones metalicos divalentes se intercambian con ciertos iones (Na*, K*,
Ca?*" y Mg?*) de los polisacéridos” (Martin, 2008). La figura 07 muestra

los mecanismos de biosorcion mencionados anteriormente.

35



Acumulacion
extracelular

Microprecipitacion Complejacion Adsorcion
fisica

Acumulacion en la superficie
celular

Figura 07: Mecanismos ligados a la biosorcion

Fuente: Martin (2008).

1.3.7.2 Estudio de Equilibrio.

“El proceso de biosorcion tiene lugar entre una fase solida (sorbente) y
una fase liquida (solvente), que generalmente es agua que contiene las
especies disueltas que van a ser sorbidas (sorbato), en este caso iones
metalicos. Si existe una afinidad del sorbente por el sorbato, este ultimo
es atraido hacia el solido y enlazado por diferentes mecanismos,
continuando el proceso hasta que se establece un equilibrio entre el
sorbato disuelto y el sorbato enlazado al sélido a una determinada
concentracion final o residual en la fase liquida. Ese equilibrio es descrito
por modelos matematicos (isotermas de adsorcion) que relacionan la
cantidad retenida de sorbato y la que permanece en disolucion cuando se
alcanza el equilibrio, a una temperatura constante” (Ho, et al., 2002
citado en Martin, 2008). “Los parametros de las ecuaciones y las
consideraciones termodindmicas de estos modelos de equilibrio
proporcionan, a menudo una interpretacion sobre el mecanismo de
adsorcion, las caracteristicas superficiales y la afinidad del sorbente por
el sorbato. Resulta de especial interés obtener la isoterma que mejor
reproduce los resultados experimentales, ya que se requieren cada vez
modelos méas exactos y detallados para el disefio de los sistemas de

biosorcion”.
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“Aungue son numerosos los modelos que aparecen en bibliografia para el
estudio del equilibrio en los sistemas de biosorcion” (Volesky, 2003
citado en Martin, 2008), “los mas utilizados son el de Langmuir y el de
Freundlich. Sin embargo, para encontrar el modelo que mejor reproduce
los resultados experimentales obtenidos, hay que tener en cuenta la forma
que presenta la isoterma del sistema solido-disolucién estudiado”
(Martin, 2008)

De acuerdo con la teoria de la adsorcion existen basicamente cinco tipos

de isotermas, tal y como se muestra en la Figura 08.

“La isoterma tipo | es una de las mas comunes y es la que muestran los
solidos microporosos se caracteriza por un aumento inicial rapido de la
cantidad adsorbida a medida que aumenta la concentracion del adsorbato
en equilibrio hasta alcanzar un valor limite. Se le conoce con el nombre
de isoterma de Langmuir, y estd restringido a una monocapa. Las
isotermas de quimiosorcion son aproximadamente de esta forma” (Shaw,
1977 citado en Barragan, 2003).

“La isoterma tipo Il son isotermas bastante frecuentes y representa una
adsorcion fisica en multicapas, es caracteristica de sélidos micro y
mesoporosos ” (Shaw, 1977 citado en Barragan, 2003).

“La isoterma tipo 111 ocurre cuando la interaccion adsorbato-adsorbente
es baja y se dice que el proceso de adsorcion no es favorable. Son poco
frecuentes, la adsorcion inicialmente son poco intensas, a medida que
aumenta el area ocupada, aumenta la adsorcién con la formacion de

multicapas” (Rabockai, 1981 citado en Barragan, 2003).

“La isoterma tipo 1V, caracteristica de sélidos mesoporosos, presenta un
incremento importante de la cantidad adsorbida a concentraciones de
equilibrio del sorbato en la disolucién intermedias y ocurre mediante un

mecanismo de llenado en multicapas ” (Barragan, 2003).
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“La isoterma tipo V, al igual que la isoterma tipo Il es caracteristica de
interacciones débiles, pero se diferencia de la anterior en que el tramo
final no es asintético” (Brunauer et al., 1940; Giles et al., 1974;
Rouquerol et al., 1999 citado en Martin, 2008).

TIPC I
TIPOI

Cantidad adseorbida
Cantidad adseorbida

Comncentraciin de equlibric Conceniracdin de equilibrio

TIPO I TIPO IV

Cantidad adsorbida
Cantidad adsorbida

Concentraciin de equlibric Conceniraciin de equilibric

TIPO WV

Cantidad adsorbida

Conoceniraciin de equilibrio

Figura 08: Representacion de los posibles tipos de isotermas de adsorcion
Fuente: Martin (2008).

1.3.7.3 Modelos de equilibrio basados en sistemas ideales.

“Generalmente, la biosorcion del metal pesado ha sido evaluada mediante
la utilizacién de modelos ideales que describen el equilibrio del proceso:
Modelo de Langmuir, Modelo de Freundlich, Modelo de Redlich-Peterson,
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Modelo de Sips, Modelo de Toth, Modelo de Dubinin-Radushkevich, etc.
(Volesky, 2003 citado en Martin, 2008). Los modelos de Langmuir (1918)
y Freundlich (1926) han sido posiblemente los més utilizados para describir
con éxito el equilibrio de biosorcion” (Tsezos y Volesky, 1981; Prasetyo,
1992; Holan y Volesky, 1994 citado en Martin, 2008).

Modelo de Adsorcion de Langmuir.

Es el modelo mas simple y el mas antiguo formulado por Langmuir en 1918.
Supone que las moléculas se adsorben sobre la superficie hasta formar una
monocapa completa (saturacién) en cuyo momento cesa la adsorcion, y que
la superficie es homogénea.

La adsorcion es frecuentemente descrita en términos de isoterma el cual
muestra una relacion entre la actividad de la fase acuosa (concentracion) de
adsorbato y cantidad adsorbida a temperatura constante, asumimos que los
sitios de adsorcion S, en la superficie de un sélido (adsorbente) son
ocupados por el adsorbato A de la solucion. Podemos derivar la ecuacion de

Langmuir de la aplicacion de la ley de masa (Schiewer y Wong, 1999)

S+A*= SA(])
Esto implica que las actividades de las especies superficiales son
proporcionales para sus concentraciones. La ecuacion del modelo de

Langmuir es como sigue:

_ Qmax b Ceq
(1+ b Ceq)

q
El modelo de Langmuir fue originalmente desarrollado para sistemas en que
la adsorcidon de plomo es realizada sobre una capa simple de soluto en la
superficie de un adsorbente. A bajas superficies cubiertas, la isoterma de
Langmuir se reduce a una relacion lineal de calibracion del modelo de una
serie de datos experimentales que pueden ser realizados por una simple
regresion de la forma linealizada del modelo (Atkins, 1991) o en su forma

lineal:
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Ceq 1 Ceq

= +
q Qmax X b Qmax

Nomenclatura:
q = Cantidad de adsorbato retenida en dependencia de la concentracion
inicial.
Qmax = Maxima cantidad de adsorbato retenida por 1g de bioadsorbente.
Ceq = Concentracion de adsorbato cuando el sistema de adsorcion alcanza
el estado de equilibrio termodindmico.

b = Constante de equilibrio correspondiente al proceso de adsorcion.

b. Modelo de Adsorcion de Freundlich.
La Isoterma de Freundlich fue una de las primeras ecuaciones propuestas
para relacionar la cantidad adsorbida con la concentracion del material en la
solucion (Castellan, 1987).
Este modelo muestra una relacion empirica que no permite determinar con
exactitud la capacidad de adsorcidon, solo es aplicado a rangos de

concentracion bajos e intermedios (Brierley, J. y Brierley, C. 1987).

La ecuacion de Freundlich se expresa a través de la ecuacion:

1/n

q=KCeq

o en su forma lineal:
1
Logq = LogK; + 0 Log Ceq

Nomenclatura:

g = representa los gramos adsorbidos por gramo de adsorbente.
Ceq=en g/L.

Ky n = son constantes que dependen de la temperatura, naturaleza del

adsorbente y adsorbato.

1.3.7.4 Parametros a considerar durante el proceso de biosorcion.

La remocion de plomo, cadmio, zinc y niquel por una biomasa de bacterias
(Pardo y Col., 2003; Chojnacka, et al., 2005; Lu et al., 2006 citado en
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Gerbino, 2013) es un proceso rapido en el que el grueso de la eliminacion
ocurre durante los primeros minutos de contacto entre el metal y la
solucion de biomasa.

“El pH es el parametro mas importante que influye en la capacidad de
adsorcion de un adsorbato sobre la superficie de la biomasa, ya que
influye grandemente en las interacciones electrostaticas superficiales
entre la biomasa y las diferentes especies quimicas del metal, puestas en
contacto” (Tasar, 2014 citado en Oré Lavado y Bendezu, 2015). “Asi, la
biosorcion de metales a pH menores de 2-3 es muy baja, observandose la
mayor eficiencia en medios ligeramente acidos (pH entre 4y 6). El efecto
del pH es el resultado de la competencia de los cationes metélicos con los
protones por sitios de union cargados negativamente (grupo carboxilo y
otros grupos funcionales acidos) a través de diversos mecanismos. A pHs
altos, la formacion de hidréxidos de metal y otros complejos metal-ligando
reduce significativamente la cantidad de iones metalicos adsorbidos”
(Vijayaraghavan y Yun, 2008 citado en Gerbino, 2013).

“Otro parametro importante en la biosorcion es la fuerza ionica, que
influye en la adsorcion del soluto a la biomasa superficial (Daughney y
Fein, 1998; Borrok y Fein, 2005 citado en Gerbino, 2013). El efecto de la
fuerza idénica puede ser atribuido a la competencia entre los iones, los
cambios en la actividad de metal, o en las propiedades de la doble capa
eléctrica. Cuando dos fases, por ejemplo, la superficie de la biomasa y el
soluto en solucion acuosa estan en contacto, estdn obligados a estar
rodeados por una doble capa eléctrica, debido a la interaccion
electrostatica. Por lo tanto, la adsorcion de cationes metalicos disminuye
con el aumento de la fuerza idnica” (Donmez y Aksu, 2002 citado en
Gerbino, 2013). “Algunos iones inorgénicos, tales como cloruro, pueden
formar complejos con algunos iones metélicos y, por lo tanto, afectar el
proceso de biosorcion” (Borowitzka, 1988 citado en Gerbino, 2013).

“La dosis de biosorbente influye en gran medida en el grado de
biosorcion. En muchos casos, dosis mas bajas de biosorbente producen
mayores captaciones y bajas eficiencias de remocion porcentuales ” (Aksu
y Cagatay, 2006; Vijayaraghavan et al., 2006 citado en Gerbino, 2013).

“Un aumento en la concentracion de biomasa en general, aumenta la
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cantidad de soluto biosorbido, debido a la mayor area superficial del
biosorbente, que a su vez aumenta el nimero de sitios de union”’ (Esposito
et al., 2001 citado en Gerbino, 2013). “A la inversa, la cantidad de soluto
adsorbido por unidad de peso de biosorbente decrece con el incremento
de la de la dosis de biosorbente, lo cual puede ser el resultado de la
compleja interaccion de varios factores. Un factor importante a altas dosis
de adsorbente es que el soluto disponible sea insuficiente para cubrir
completamente los sitios intercambiables en el biosorbente, lo que
usualmente resulta en la baja captacion de solutos” (Tangaromsuk et al.,
2002 citado en Gerbino, 2013). También, como sugirié Gadd et al. (1988),
la interferencia entre sitios de union debido a un aumento de dosis
biosorbente no puede ser descartada, ya que esto dard lugar a una
adsorcion especifica baja.

“La temperatura no parece afectar en gran medida la biosorcion dentro
del intervalo de 20 a 35 °C” (Veglio y Beolchini, 1997 citado en Gerbino,
2013). “Las temperaturas mas altas generalmente mejoran la adsorcion
debido al aumento de la actividad superficial y la energia cinética del
soluto ” (Sag, et al., 2000; Vijayaraghavan y Yun, 2007 citado en Gerbino,
2013). “Sin embargo, puede esperarse dafio fisico del biosorbente a altas
temperaturas. Debido a la naturaleza exotérmica de algunos procesos de
adsorcion, se ha encontrado que un aumento en la temperatura reduce la
capacidad de biosorcion de la biomasa” (Mameri, et al., 1999.; Suhasini,
et al, 1999 citado en Gerbino, 2013).

“La concentracién inicial de soluto tiene un efecto importante en la
biosorcion. Una concentracion inicial alta resulta en una adsorcion alta
de soluto por unidad de peso de biosorbente, a pesar de que la eficiencia
de remocion decrece. Esto es debido a que a una concentracion inicial
baja de soluto, la relacion de los moles iniciales de soluto y el area de
superficie disponible es baja; posteriormente, la fraccion de adsorcion se
hace independiente de la concentracion inicial. Sin embargo, a
concentraciones mas altas, los sitios disponibles para adsorcion son cada
vez menores en comparacion con los moles de soluto presente. De ahi que
la eliminacion de soluto es fuertemente dependiente de la concentracién

de soluto inicial ” (Vijayaraghavan, y Yun, 2008 citado en Gerbino, 2013).
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“El tamafio del biosorbente también juega un papel vital en la biosorcion.
Las particulas de tamafio mas pequefias tienen un area de superficie
mayor, que a su vez favorece biosorcion y resulta en un tiempo de
equilibrado mas corto” (Vijayaraghavan y Yun 2008 citado en Gerbino,
2013).

1.3.8 Biosorcion de metales pesados por microorganismos.

La biosorcion es un fendémeno ampliamente estudiado en la biorremediacion
de diversos metales pesados como el cadmio, cromo, plomo, niquel, zinc y
cobre (Jianlonget al., 2001; Liu et al., 2003; Srinath et al., 2002; Tangaromsuk
et al. 2002 citado en Vullo, 2003). Los microorganismos utilizados como
biosorbentes, son aislados a partir de ecosistemas contaminados (Vullo, 2003).
La alternativa del empleo de biosorbentes microbianos para la remocion y
recuperacion de metales toxicos a partir de efluentes industriales resulta un
método eficiente y menos costoso, que puede actuar como suplemento o
sistema de pulimiento para los procesos existentes (Quintelas y Col., 2008;
Zheng et al., 2008 citado en Marrero, 2010).

La capacidad de remocion de metales de los microorganismos que incluyen
bacterias (Figura 09), microalgas y hongos, es superior a la de los métodos
convencionales y la adquisicion, remocion de los metales puede ser selectiva
(Lietal., 2008; Dens & Ting, 2005; Tan, et al., 2002 citado en Marrero, 2010).
En las ultimas décadas, la resistencia bacteriana a metales pesados, sus
mecanismos y determinantes genéticos, han recibido especial atencion debido
a que las cepas resistentes pueden utilizarse como una alternativa en la
detoxificacion de ecosistemas contaminados por estos agentes. Existen tres
areas fundamentales de aplicacion de los determinantes genéticos de resistencia
a metales pesados en la Biotecnologia: 1) incorporacion de los determinantes
de resistencia desde un organismo a otro que seria utilizado en bioprocesos
relacionados con metales pesados, 2) bioextraccion de metales estratégicos,
preciosos o radiactivos, directamente desde los minerales o por recobrado de
metales desde efluentes de procesos industriales y 3) restauracion de ambientes

contaminados con metales ( Nies, 1999 citado en Marrero, 2010).
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Figura 09: Fotografia obtenida por microscopia electronica de transmision de
Klebsiella sp. 3S1 antes (izquierda) y después (derecha) de la biosorcion de Pb.
Fuente: http://www.interempresas.net

La biosorcion involucra una fase solida (biosorbente, como las membranas o
paredes celulares) y una fase liquida (solvente que generalmente es agua) en el
cual estan la(s) especie(s) metalica(s) a ser biosorbida(s) (sorbato), este ultimo
es atraido hacia el solid6 siendo atrapado por diversos mecanismos, como las
interacciones con los diferentes grupos funcionales que se encuentran en las
superficies celulares de los microorganismos (no necesariamente requiere
actividad biologica, biomasa muerta).

Los potenciales sitios de unidn en las superficies celulares son las hidroxilos,
sulthidrilos, aminas, amidas, grupos imidazol, carboxilos, fosfatos, y tioesteres,
entre otros (Canizares, 2000; Greene, 1986; Kapoor y Viraghavan, 1998;
Urrutia y Col., 1992; Valls y De Lorenzo, 2002; Volesky & Holan, 1995 citado
en Mejia, 2006). Igualmente se debe proporcionar un pH adecuado, que
permita la desprotonacion de los grupos funcionales ionizables y poder llevarse
a cabo las interacciones ionicas.

El proceso de biosorcion es continuo, hasta que se establece un equilibrio entre
el sorbato disuelto y el sorbato biosorbido por la biomasa. El tipo y la calidad
del biosorbente (biomasa viva o muerta) estan dadas por la cantidad de sorbato
que puede atraer y retener en un instante determinado.

En un proceso biotecnolégico de recuperacion y descontaminacion de un
medio acuoso contaminado con metales pesados, los microorganismos que
actuan como biosorbentes son puestos en contacto con el agua contaminada y

una vez que la biomasa ha removido los iones metalicos del medio acuoso, se

44



tiene la opcion de recuperar la biomasa viva e introducirla en un nuevo ciclo
de biorrecuperacion o biorremediacion (se utilizan quimicos suaves para bajar
el pH y retirar los metales, sin destruir las células bacterianas). En caso de que
no importe la integridad funcional de la biomasa o se trabaje con biomasa
muerta, el o los metales se pueden retirar por métodos mas drasticos como la

incineracion (Figura 10).

’[ Solucion de metales J ¢

Biomasa microbiana viva o
muerta, libre, unicelular [ Recirculacion ]

inmovilizada, peliculas
filamentosas, agregados, trozos

ellets
Regeneracion de P )
biomasa o producto l
A

Biomasa cargada de

metal(o precipitados y Descarga
complejos de metal) descontam%nada
J

Recuperacion no Recuperacion
destructiva destructiva

Figura 10. Principios basicos involucrados en la eliminacion o recuperacion de metales
de soluciones acuosas por biomasa microbiana o productos derivados.
Fuente Gadd (1988).

» Microorganismos como biosorbentes disponibles en el mercado y sus
aplicaciones industriales.
Los biosorbentes tienen un mercado donde circulan productos como
ALGASORBTM, BIOCLAIMTM y BIOFIXTM.
ALGASORBTM se compone principalmente del alga Chlorella vulgaris que
puede remover y reducir las concentraciones de cadmio y mercurio a niveles

por debajo de los estandares requeridos para agua de bebida.
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BIOCLAIMTM esta elaborado a partir de biomasa bacteriana del género
Bacillus, es capaz de adsorber oro, cadmio, zinc de soluciones cianhidricas
con una eficiencia del mas del 99%. No es selectivo, y los metales pueden
recuperarse usando H>SO4, Na(OH) y agentes complejantes, permitiendo que
los granulos del biosorbente pueden ser regenerados y reusados nuevamente
en otro ciclo de adsorcion.

Tanto ALGASORBTM y BIOCLAIMTM son biosorbentes que pueden
remover eficientemente iones metalicos de soluciones diluidas (10 a 100
mg/L) reduciendo su concentracion a valores menores de 1mg/L, ademas el
proceso no se ve afectado por la presencia de iones como calcio y magnesio
(Hutchins et al., 1997; Kuyucak, 1997, Basha; Murthy, 2007 citado en Plaza,
2012).

BIOFIXTM, es una mezcla de biomasas de musgos, algas, levaduras,
cianobacteria Spirulina sp. y plantas como Lemna sp. y Sphagnum sp. La
adsorcion de zinc por este biosorbente es cuatro veces mas alta que las resinas
de intercambio i6nico sintéticas. Su afinidad por los diferentes metales es
segun el siguiente orden: AI(IIN>Cd(I)>Zn(I)>Mn(1I)>(Mg(IIl) y Ca(Il))
(Basha y Murthy, 2007 citado en Plaza, J. 2012).

Ademas existen otros biosorbentes como MetaGeneR y RAHCO Bio-beads
que son efectivos para la remocion de metales pesados aplicados a los
efluentes industriales de galvanoplastia y de la mineria. Es escasa la
informacion que se tiene acerca de sus aplicaciones (Atkinson et al., 1998

citado en Plaza, 2012).

1.3.9 Biomasa bacteriana como biosorbente.

En términos microbioldgicos biomasa se define como la masa celular o peso total
del material vivo (Scragg, 1999), la biomasa bacteriana se obtiene mediante
procedimientos microbiologicos.

La biomasa de microorganismos que presentan pared celular son muy eficientes
en los procesos de biosorcion, debido a que esta pared es una estructura muy
compleja, conformada por péptidos y carbohidratos, que a su vez forman un
polimero organico llamado peptidoglicano (De Lorenzo & Valls, 2002; Kotrba,
1999; Valls, et al., 2000 citado en Mejia, 2006).
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El peptidoglicano es muy similar en bacterias Gram negativas y en Gran
Positivas (Figura 11) y estd formado por finas laminas compuesta por dos
derivados de azucares, N-acetilglucosamina y acido N-acetilmurdmico, y un
pequefio grupo de aminoacidos que incluyen L-alanina, D-alanina, D-glutamico
y o bien lisina o 4cido diaminopimelico (DAP). Estos componentes se unen entre
si para formar una estructura repetitiva que se denomina tetrapeptido de glicano
(Figura 12). La estructura basica del peptidoglicano estd constituida por una
lamina en la que las cadenas de derivados de azucares se conectan entre si por
puentes péptidicos a través de los aminoacidos (Figura 13 y 14) (Madigan,
2003).

El peptidoglicano estd conformado por una alta densidad de grupos funcionales
ionizables, los cuales al protonarse a un pH determinado unen mediante
atracciones electrostaticas los metales pesados (cationes). Ademas, algunas
bacterias tienen la capacidad de segregar expolisacaridos y proteinas,
denominadas en conjunto glucocalix, acumulandose en el exterior de la pared
celular, teniendo grupos funcionales ionizables, potenciales para la union de
iones metalicos. Algunas de estas proteinas son, LamB, OmpA, y PAL (De

Lorenzo & Valls, 2002; Kotrba, 1999; Valls, et al., 2000 citado en Mejia, 2006).

Gram positiva Gram negativa

{a)

Peptidoglicano / Pepticoghcano

— Membra

~_ }- Penplasma
— Membrana exte W
(lipopolisacando ; proteina)

- Membrana

Figura 11. Paredes celulares de Bacteria (a,b) diagramas esquematicos de
paredes celulares de Gram positivas y Gram negativas
Fuente: (Madigan, 2003).
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Figura 12. Estructura global del péptidoglicano, el diagrama muestra varias
cadenas del peptidoglicano con puentes intercatenarios entre ellos. G, N-
acetilglucosamina; M, acido N-acteilmuramico las lineas gruesas rojas indican los
puentes peptidicos.

Fuente: (Madigan, 2003).
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Figura 13. Estructura repetitiva del peptidoglicano de la pared celular con el
tetrapeptido. La estructura mostrada corresponde a Eschericha coli y muchas

otras Gram negativas.
Fuente: (Madigan, 2003).
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Figura 14. Conexion entre las unidades peptidicas y las de glicano en formacion de
una lamina de peptidoglicano (a) sin puente intermedio de las bacterias Gram
negativas (b) con un puente intermedio de pentaglicina en la Gram positiva
Staphylococcus aureus.

Fuente: (Madigan, 2003).

1.3.9.1 Biomasa de bacterias Gram positivas.

En las bacterias Gram-positivas la pared celular constituye el primer frente
de interaccion con las moléculas presentes en el ambiente (Madigan et al.,
2003). En los medios de cultivo apropiados para el crecimiento bacteriano,
las especies Gram-positivas presentan una pared celular cargada
negativamente, aunque también contiene cargas positivas en menor
numero. Los sitios anionicos son el carboxilato del peptidoglicano y el
fosfato del 4cido teicoico, mientras que los sitios catidnicos son los grupos
amonio de la D-alanina (acido teicoico), los grupos amino de los azucares
(glicano) y del 4acido diaminopimélico (porciéon peptidica del
peptidoglicano). Estos grupos son las porciones ionicas que sirven de
mediadoras entre la pared celular y los iones metalicos (Doyle et al., 1980;
Doyle, 1989). Los cationes necesarios para las funciones proteicas o la
actividad enzimatica deben atravesar la pared celular de las bacterias

Gram-positivas para alcanzar sus sitios de union cerca de la membrana o
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en el citoplasma. El transporte de iones metalicos al citoplasma bacteriano,

presenta diferentes niveles de complejidad.

» Pared celular de las bacterias Gram positivas

En bacterias Gram positivas, el peptidoglicano representa hasta el 90% de
la pared y hace que esta sea mas ancha, aunque otra clase de componentes,
los 4cidos teicoicos, también suele estar presentes en pequefias cantidades
(Figura 15). Sin embargo algunas bacterias poseen solo una capa de
peptidoglicano rodeando a la célula, muchas otras, presentan varias capas
(hasta 25 en algunos casos).

En el peptidoglicano de estas bacterias, los enlaces entre la N-
acetilglucosamina y el 4cido N-acetilmurdmico se establecen con
frecuencia a modo de puente interpeptidico mediante varios aminoacidos,
cuyo numero y tipo depende de los distintos organismos. En
Staphylococcus aureus, una de las bacterias Gram positivas mejor
conocidas, cada puente estd formado por cinco glicinas conectadas por
enlaces peptidicos.

Muchas bacterias Gram positivas presentan embebidos en su pared
polisacaridos acidos denominados acidos teicoicos. El termino se refiere
a los polimeros de la pared, de la membrana o de la capsula que contiene
unidades de gliserolfosfato o de ribitolfosfato. Estos polialcoholes estan
unidos por ésteres fosfato y a menudo presentan unidos otros azucares y
D-alanina. Debido a su carga negativa, los acidos teicoicos son en parte
responsables de la carga negativa neta de la superficie de las células y
puede intervenir en el paso de iones a través de la pared celular. Algunos
de estos acidos que contienen glicerol estan unidos a los lipidos de la
membrana de la bacteria y debido a esta intima asociacion con lipidos,
tales acidos teicoidos se denominan también &cidos lipoteicoicos

(Madigan, 2003).
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Figura 15: (a) Estructura del acido ribitolteicoico de Bacillus subtilis. (b)
diagrama general de la pared celular Gram positiva.

Fuente

: Madigan (2003).

1.3.9.2 Biomasa de bacterias Gram Negativas

En las bacterias Gramnegativas, la membrana externa es capaz de unir un
amplio rango de iones metélicos. Los cationes al parecer son accesorios
importantes que estabilizan la arquitectura molecular de la membrana.
También se supone que la unidén a iones metalicos reduce las cargas
repulsivas entre los constituyentes anidnicos de moléculas de
lipopolisacaridos y proteinas adyacentes (Ferris, 1989 citado en Suarez y
Reyes, 2001); Beveridge y Murray (1980); Beveridge y Koval (1981) y
Beveridge (1986) han demostrado que los grupos fosforilo de los
lipopolisacaridos, son los constituyentes de la membrana externa de las
bacterias Gram-negativas que primero se unen a los iones metalicos, y
algunos grupos carboxilo también estan disponibles para interactuar con
los metales. Sin embargo, es el peptidoglicano quien se une fuertemente a
los iones metalicos por los grupos carboxilo, al igual que ocurre en las

bacterias Gram-positivas, pero en menor escala. (Suarez y Reyes., 2001).
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» Pared celular de las bacterias Gram negativas
En bacterias Gram negativas el peptidoglicano constituye solo alrededor
del 10% de pared, los puentes entre N-acteilgucosamina y el acido N-
acetilmuramico se establecen, por lo general, mediante enlace peptidico
directo del grupo amino del diaminopimelico al grupo carboxilo de la D-
alanina terminal. Ademas del peptidoglicano, la bacteria Gram negativa
posee en su pared una capa adicional que estd compuesta de
lipopolisacaridos. De hecho esta capa presenta una segunda capa lipidica,
si bien hay que destacar que no consta solamente de fosfolipidos como la
membrana citoplasmatica, sino que contiene polisacaridos y proteinas. Los
lipidos y polisacaridos estan estrechamente unidos en la capa externa
formando estructuras lipopolisacaridicas especificas. La presencia del
lipopolisacaridos justifica que la membrana externa se denomine
frecuentemente capa lipopolisacarido o simplemente utilizado para esta

estructura es el de la membrana externa (Madigan, 2003).

La estructura del lipopolisacarido consta de dos porciones: el ntcleo del
polisacarido y el polisacarido O. En salmonella, donde se ha estudiado con
cierto detalle, el ntcleo del polisacarido estd compuesto por
cetodexioctonato (KDO), azucares de siete carbonos (heptosas), glucosa,
galactosa y N-acetilglucosamina. El polisacarido O esta unido al ntcleo y
consta generalmente de galactosa, glucosa, ramnosa y manosa (azucares
de 6 carbonos) asi como uno o mas dideoxiazucares poco frecuentes como
abecuosa, colitosa, paratosa o tivelosa. Estos azucares se unen entre si
formando secuencias de cuatro o cinco unidades que a menudo se hallan
ramificadas. La repeticion de estas secuencias de azucares da lugar a la
formacion de un largo polisacérido O.

En la relacion del polisacarido O con el resto del LPS, la parte lipidica del
polisacarido conocida como lipido A, no es un lipido de glicerol sino que
los acidos grasos se unen por la uniéon amino éster a un disacarido con
compuesto de N-acetilglucosamina-fosfato. El disacarido se une al nticleo
del polisacarido a través del KDO. Los 4cidos grasos que normalmente se
encuentran en el lipido A son el &cido caproico, laurico, miristico,

palmitico y estedrico. En la membrana externa, el LPS se asocia con varias
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proteinas formando la mitad externa, el LPS se asocia con varias proteinas

formando la mitad externa de la unidad de membrana. En la porcion

interna de la membrana externa se encuentra en muchas especies de

bacterias Gram negativas una lipoproteina compleja. Esta lipoproteina es

una pequeia proteina que funciona como una especie de anclaje entre la

membrana externa y el peptidoglicano. En la region exterior de la

membrana externa, el LPS reemplaza a los fosfolipidos, que se localizan

mayoritariamente en la porcion interna (Madigan, 2003).

La figura 16 muestra un modelo de la constitucion de la pared celular en

bacterias Gram Negativas.
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Figura 16: Modelo de la constitucion de la pared celular de bacterias Gram negativas.
Simbolos: Glc= glucosa, Gle-N = glucosamina, GIcNAc = N-acetilglucosamina, Gal
= galactosa, Hep = heptosa, KDO = acido 2-ceto-3-desoxioctonico, Me = membrana
citoplasmatica, M = mureina, ME = membrana externa, EP = espacio periplasmico.

Fuente: Schlegel y Zaborosch (1997).

1.3.9.3 Biomasa de bacterias inactivas y activas.

La biosorcion de metales pesados puede ser llevada a cabo tanto por

biomasa inactiva 0 activa metabdlicamente, esta ultima puede

comprender tanto el proceso de biosorcion como de bioacumulacion, sin
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embargo la interaccion de la biomasa inactiva con el metal serd llevada a

cabo netamente por la biosorcion.

A continuacion la tabla 03 muestra la comparacion de remocion de

metales pesados por biomasa inactiva y activa en las cuales se desarrollan

respectivamente los procesos de biosorcion y bioacumulacion, términos

que describen dos fendmenos que es necesario diferenciarlos.

Tabla 03

Ventajas y desventajas de biosorcidn por biomasa inactiva y activa

Biosorcién por biomasa inactiva

Bioacumulacion (Incorporacion por células
vivas inmovilizadas)

Ventajas

1. Independiente del crecimiento (biomasa muerta o
inactiva), no sujeto a las limitaciones de toxicidad. No
necesita de nutrientes en la solucion de alimentacion, de
disposicion de nutrientes, ni productos metabdlicos.

2. Los procesos no estan gobernados por limitaciones
biologicas

3. La seleccion de la técnica de inmovilizacion no esta
gobernada por limitaciones de toxicidad o inactivacion
térmica.

4. Son muy réapidos y eficientes en la remocion de
metales; la biomasa se comporta como un
intercambiador de iones.

5. Los metales pueden ser liberados facilmente y
recuperados.

1. Aunque cada célula puede llegar a saturarse, el
sistema se auto-restablece debido al crecimiento.

2. Los metales se depositan en un estado quimico
alterado y menos sensible a la desorcion esponténea.
3. La actividad metabdlica puede ser la Unica forma
economica de lograr cambios en estado de valencia o
degradar compuestos organometalicos; se pueden
utilizar sistemas multienzimaticos.

4. Se pueden mejorar las cepas por medio del
aislamiento de mutantes o la manipulacion genética,
debido a que ésta es una propiedad microbiana méas que
un producto bajo explotacion.

5. Se pueden emplear dos 0 mas organismos de una
manera sinérgica.

Desventajas

1. Répida saturacion: cuando los sitios de interaccion
con el metal estan ocupados, es necesario remover el
metal antes de utilizarse nuevamente, sin importar su
valor.

2. El secuestro por adsorcién es sensible al pH.

3. El estado de valencia del metal no puede ser alterado
biolégicamente (como por ejemplo, para dar formas
menos solubles).

4. Las especies organometalicas no son susceptibles de
degradacion.

5. El mejoramiento de estos procesos bioldgicos es
limitado ya que las células no efectiian un metabolismo;
la produccion de agentes adsorbentes ocurre durante la
etapa de precrecimiento.

1. La toxicidad; s6lo se pueden tratar los metales a
bajas concentraciones, sin embargo se han utilizado
cepas resistentes a los metales.
2. Es necesario alimentar los flujos bajo condiciones
fisiologicamente permisibles.
3. Se necesitan nutrientes para el crecimiento.
4. La disposicion de los productos metabolicos y los
nutrientes del crecimiento no consumidos.
5. Los productos metabdlicos pueden formar complejos
con los metales, impidiendo la precipitacion.

6. El modelamiento de un sistema no definido
representa grandes dificultades matematicas.

Fuente: Macaskie (1990).
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1.3.10 Botadero de Haquira.
Este botadero empez6 a operar en junio del ano 2001 y se le calcula una vida util
hasta el afio 2015. Actualmente se vienen realizando trabajos de contingencia
para ampliar el periodo funcionamiento (4 afios mas a partir del 2015). La
administracion del botadero es realizada por el SELIP y la operacion es realizada
por la Gerencia de Medio Ambiente de la Municipalidad Provincial del Cusco

(PIGARS CUSCO, 2010; Municipalidad Provincial del Cusco, 2015).

a. Ubicacion politica.

Departamento:  Cusco

Provincia: Cusco
Distrito: Santiago
Localidad: Comunidad campesina de Haquira (figura 17).

Fuente: (PIGARS CUSCO, 2010).

b. Localizacion.

El “Botadero de Haquira” est4 ubicada en la comunidad campesina Haquira,
en cabeceras de la microcuenca del rio Huatanay, a 7,5 Km al sur-oeste de la
ciudad del Cusco, y a 3 Km de la poblacion urbana.

Coordenadas UTM WGS18 zona 18L y 19L

Coordenada X: 8 499 938 m, 8 500 500 m E

Coordenada Y: 823 000 m, 823 300 m N

Altitud: 3910 m - 3930 m.

(Fuente: Municipalidad Provincial del Cusco, 2005).

c. Accesibilidad.
El acceso al botadero es limitado debido a que la carretera, en varios tramos,
tiene pendiente superior al 15% y en su desarrollo presenta curvas cerradas

que limitan una adecuada maniobrabilidad de los vehiculos (PIGARS-

CUSCO, 2010).
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Figura 17: Mapa de ubicacion politica del Botadero de Haquira.

Fuente: (Elaboracion propia).
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d. Disposicion de residuos sélidos y tratamiento de lixiviados en el botadero de

Haquira

En el botadero de Haquira se viene manejando un método de trinchera para la
disposicion de los residuos solidos y procesos de evaporacion y recirculacion
para los lixiviados provenientes de estos. El botadero, para su soterrado,
presenta 4 plataformas de las cuales 3 estdn soterradas y una estd en proceso
de soterramiento; cada plataforma contiene 15 m de altura de residuos solidos
y 5 m de material de recubrimiento y adicional a ello existe una geomembrana
que se coloca entre plataformas; ademas en la base y hacia la parte externa de
cada plataforma se encuentra una canaleta de recolecciéon comun, que lleva los
lixiviados hacia una poza (P2) de 337,5 m® de capacidad, es de recoleccion,
ubicada en la zona sur, parte baja del botadero y demora 4 dias para llenarse
en temporada seca y un periodo mas corto en temporada de lluvias; de aqui,
una vez llenada, los lixiviados pasan a una poza adyacente mas pequeia (P3)
de 35m? de capacidad por donde son bombeados hacia la poza (P1) de 180 m?
(parte alta) llenada esta, el lixiviado es vertido de nuevo hacia las plataformas
y comienza de nuevo el ciclo de recirculacion de lixiviados (Figura 18),
esperando que se evaporen en el ambiente. El sedimento que se va formando
a partir de los lixiviados tienen un tiempo de permanencia de 1 a 2 afios,

cumplido dicho periodo es retirado de las pozas (Evidencias propias en campo

Mayo, 2015).
Area con . J Frente Area
i cobertura final i Area con cobertura intermedia '!'rabajcii g Solamtis }
’_ Apariencia final proyectada

{ Evaporacién
P, it

Frente de Descargue
o Trabajo

,
Recirculacion de lixiviados

Perdidas por infiltracion Sistema Impermeabilizacion = it

; o de Fondo
Tuberia de recoleccion

de lixiviado de fondo

—» Pendiente
> Agua de escorrentia

=P Percolacion de agua
lluvia

Figura 18. Operacion del botadero de Haquira.
Fuente: (Adaptado de Jaramillo, 2001, evidencias en campo, 2015).
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e. Metales pesados en el suelo del botadero de Haquira.

En agosto del 2014 el organismo de Evaluacion y Fiscalizacion Ambiental

(OEFA) realiz6 un monitoreo ambiental en el botadero de Haquira, teniendo

dentro de ello resultados como la concentracién de contaminantes organicos e

inorganico, a continuacion se muestra un cuadro de la concentracion promedio

de metales pesados en el suelo de los residuos solidos.

Tabla 04

Concentracién promedio de metales pesados en el suelo de los residuos solidos

Metal pesado

Concentracion

promedio mg/Kg

Antimonio Total

Arsénico Total
Bismuto Total

Boro Total
Cadmio Total
Cobalto Total

Cobre Total
Cromo Total
Manganeso Total
Mercurio Total
Molibdeno Total
Niquel Total
Plomo Total

Selenio Total
Zinc Total

<0,07
<0,06
<2,6
<50
<0,2
45,85
12,0
11,64
425,75
<0,03
35,85
7,25
5,68
<0,14
20,8

Fuente: (OEFA, 2014).
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Capitulo I1: Material y Métodos
2.1 Material

2.1.1. Materiales varios

Agua destilada

Alcohol al 70%.

Algodon.

Asa y aguja de siembra. -
Bandejas

Bolsas transparentes de

polipropileno

Camara digital

Cintas pH-métricas

Cooler refrigerado

Cuaderno de campo

Cucharas y cucharillas de

acero inoxidable -
Dispositivo de toma de

muestra de sedimentos

(Disefio propio)

Envases de plastico con -
capacidad de 3000 mL -
Escala Mcfarland

Filtros de nitrato de celulosa

de 0,45 um -
Frascos estériles de 100 mL

de capacidad con tapa rosca

Implementos de

bioseguridad: botas,

mascarillas, barbijo, gorra

2.1.2. Material de vidrio.

Desecador

guantes, mamelucos, gafas y
casco

Jeringas x 20 mL

Lapices, lapiceros, cinta de
embalaje y marcador
indeleble

Mechero Bunsen

Mortero y pistilo de marmol
Mortero y pistilo de
porcelana

Muestras de sedimentos de
lixiviados (Lodos)

Paios para limpieza

Papel aluminio

Pinzas de acero inoxidable.
Pipetas Pasteur descartables
Refrigerantes (Gelpacks)
Solucidon desinfectante de
lejia al 5%

Termometro

Termometro ambiental.
Tips de micropipeta

Tubos de centrifuga de
pléstico x 14mL

Tubos Falcon x 50 mL
Papel Kraft

Erlenmeyers x 50mL, 100mL, 250mL y 500mL

Frasco de vidrio de 3L de capacidad con boca ancha
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Frascos de vidrio x 100 mL

Laminas porta y cubreobjetos

Matraz aforado x 50, 100, 250, 500 y 1000 mL.
Pipetas graduadas x ImL, SmL y 10mL

Placas Petri de vidrio de 100mm x 15mm
Placas Petri de vidrio de 60mm x 12mm

Tubos de ensayo con y sin tapa rosca

2.1.3 Equipos y aparatos

Agitador Magnético termostatizado J.P. SELECTA, s.a

Autoclave PHOENNIX

Balanza analitica CHYO BALANCE CORP JAPAN

Bafio maria con agitacion VIBROTHERM

Centrifuga EBA 200

Cronometro

Espectrofotometro de absorcion atdbmica PERKIN ELMER ANALIST 100
Espectrofotometro de IR por Transformada de Fourier (FTIR) THERMO
NICOLET 380

Espectrofotometro UV-VIS, T80+PG

Horno Pasteur

Incubadora con agitacion JEIO TECH LAB COMPANION SI-600
Incubadora H.-W. KESSEL JP SELECTA

Microscopio optico LEYCA

Potenciometro JENWAY 3510

2.1.4 Reactivos y medios de cultivo

Acido nitrico (HNOs) 0.1 N
Acido nitrico (HNO3) concentrado
Agar nutritivo

Agua desionizada

Agua destilada

Agua peptonada

Bateria para tincion Gram

Bromuro de potasio al 99.6%
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Caldo BHI

Caldo Nutritivo

Hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 N

Nitrato de plomo Pb(NO3), 99.8 % de pureza
Solucién estandar de Pb (1000 mg/L).

Tiras reactivas para determinacion de citocromo-oxidasa

2.2 Métodos
A continuacion en el diagrama siguiente se muestra las etapas que se

establecieron en la investigacion.

Toma de la muestra de
sedimentos de lixiviado

Pre-seleccion de
cepas resistentes a Pb

. 4

Seleccion de la cepa
con mayor resistencia a
Pb

L 2

N\
[ Obtencidon de biomasa

Determinacion de
Pb por EAA.

Determinacion
del potencial de
hidrogeniones

(pH)

N

J

bacteriana inactiva

¥

- Determinacién de Optimizacion de pH, tiempo de
plomo residual por contacto y concentracion de
EAA. biomasa para la biosorcion de

Pb

A 2

- Construccion de Determinacion de la
Isotermas de capacidad maxima de

Biosorcion adsorcion

Figura 19: Diagrama de flujo de la investigacion
Fuente: (Elaboracion propia).
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2.2.1 Lugar de ejecucién de la investigacion
La investigacion se desarroll6 en laboratorios de la Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco (UNSAAC) y laboratorios externos, seguin se detalla a

continuacion:

» La toma de muestras de sedimento se realizdé en dos pozas operativas de
lixiviados del botadero de Haquira — Cusco

» Los procedimientos microbiologicos se llevaron a cabo en el laboratorio de
Biotecnologia de la Escuela Profesional de Biologia, las lecturas de
densidad oOptica de crecimiento microbiano, en el laboratorio de Industria
Farmacéutica de la escuela profesional de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

» Los procedimientos fisico-quimicos se realizaron en el laboratorio de
Biotecnologia y Ecologia de la Escuela Profesional de Biologia de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

» La identificacion molecular de la cepa bacteriana con mayor resistencia a
plomo se realizé en el Instituto de Biotecnologia del ADN Uchumayo —
Arequipa.

» La determinacion de plomo en sedimentos de lixiviados por EAA se realizo
en la Unidad de Servicios de Analisis Quimicos de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos - Lima.

» La determinacion de plomo por EAA en soluciones acuosas se realizd en
Laboratorios Analiticos del Sur — Arequipa.

» La determinacion del espectro IR de la biomasa bacteriana fue realizada en
el laboratorio de Quimica Organica del Departamento Académico de

Quimica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

2.2.2 Toma de muestra
a. Medicion de la temperatura.
- Syjetado por un corddn de nylon, se sumergio el termometro en las pozas
de lixiviado hasta hacer contacto con el sedimento que estuvo situado

aproximadamente de 1.10 a 1.30 metros, profundidad a la que se

obtuvieron las muestras.
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- Se extrajo el termoémetro luego de 10 minutos de contacto y se realiz6 la

lectura de la temperatura.

b. Consideraciones previas.

La toma de muestra se realizo el 5 de agosto del 2015 entre las 9:00 y
11:30 de la mafiana con el consentimiento y supervision del ingeniero
residente del botadero controlado de Haquira.

Se obtuvo una muestra representativa de sedimentos de las pozas de
lixiviados operativas, teniendo en cuenta que su recirculacion es
practicamente constante, el tiempo de residencia en las pozas es corto.
Se obtuvo una muestra total de 1000 mL de sedimento, a partir de la
homogenizacién de 10 muestras parciales de 100 mL (5 muestras por
cada poza de lixiviados) la misma que fue sometida a la determinacion

de plomo, pH y procedimientos bacteriologicos.

¢. Procedimiento.

- Para la obtencion de las muestras parciales se rotularon frascos estériles
con tapa de plastico con el nimero de muestra, poza y fecha.

- Se acopld un frasco a un dispositivo provisto de un mecanismo que le
permite la apertura y cierre del frasco cuando esta sumergido en la poza
de lixiviado y hace contacto con el sedimento que esta depositado en el
fondo.

- Se sumergio el dispositivo con el frasco acoplado y se acciono el
mecanismo de toma de muestra de sedimento.

- Seretird el dispositivo de la poza, se procedio a asegurar herméticamente
el frasco y se desacoplo del dispositivo para ser colocado en una bolsa de
polipropileno y depositado en un cooler.

- Se desinfect6 el dispositivo con una solucién de lejia al 5 % y se colocod
otro frasco estéril para tomar una nueva muestra.

- Las muestras fueron transportadas en cooler al laboratorio de

Biotecnologia de la Facultad de Ciencias de la UNSAAC.
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d. Obtencion de la muestra representativa.

Una vez en el laboratorio se procedié a trasvasar el contenido de los 10
frascos a un recipiente de 3000 mL de capacidad y se homogeniz6 para

obtener una muestra representativa.

2.2.3 Determinacion del potencial de hidrogeniones (pH) en sedimentos de
lixiviado.
A partir de una porcion de la muestra representativa se prepard una suspension
de lodo con agua en una proporcion muestra: agua de 1:2,5 y en el sobrenadante

se determino el pH segin el método propuesto por Zagal y Sadzawka (2007).

2.2.4 Determinacion de la concentracion de plomo en sedimentos de lixiviados.
Se tomd dos muestras de 200 g a partir de la muestra representativa de
sedimento, fueron secadas a 40°C y se enviaron al Servicio de Anélisis Quimicos
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos - Lima para la determinacion

de Pb por espectrofotometria de absorcion atomica.

2.2.5 Aislamiento de cepas resistentes a plomo

a. Enriquecimiento

En un matraz erlenmeyer con 100 mL de medio infusién de Cerebro Corazén
(BHI) suplementado con una soluciéon de 50 mg/L de nitrato de plomo
(Pb(NO3)2) correspondiente a 31.28 mg/L de Pb (II) (concentracion de
disolucion optima del nitrato de plomo). Se coloco 50 g de muestra. Se incubd a
30°C (temperatura media para crecimiento de bacterias mesofilicas ambientales)
con agitacion (100 rpm) durante 7 dias (Adaptado de Gomez, Coto, Abin, y
Hernandez, 2002).

b. Pre-seleccidn de cepas resistentes al Pb

Con el objetivo de hacer una pre-seleccion de bacterias capaces de crecer en
presencia de Pb (II), la coleccion de cepas se obtuvo a partir de los
microorganismos aislados tras un proceso de presion selectiva, para lo que se

efectud un trasvase a un erlenmeyer conteniendo 45 mL de medio BHI con
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100mg/L de Pb(NOs3), correspondiente a 62,56 mg/L de Pb(Il), al cual se inoculd
5 mL del cultivo precedente y se incubo durante 7 dias, a 30 °C y 100 rpm.
Seguidamente se realiz6 diluciones sucesivas hasta 107 en agua peptonada para
luego sembrarlas por diseminacion en agar nutritivo adicionado con 150 mg/L
Pb(NO3), correspondiente a 93,8 mg/L. de Pb (II), cada siembra se realiz6 por
duplicado a 30°C por 48 horas.

Se selecciond aquellas placas que presentaron crecimiento entre 30 y 300
unidades formadoras de colonias (UFC), suficientemente aisladas para
caracterizarlas por tincion Gram. Se eligieron aquellas colonias que por su
morfologia fueron predominantes en el medio y se le realiz6 un repique a tubos
conteniendo agar nutritivo para la obtencion de cepas bacterianas (Adaptado de

Lopez, 2011).

c. Coleccion de cepas

Para asegurar la obtencion de cepas axénicas, se realizo 5 repiques sucesivos
de cada cepa mediante agotamiento de superficie en agar nutritivo. Se repicéd
cada cepa a tubos con agar nutritivo inclinado que fueron incubados a 30°C por

48 horas, y luego mantenidos en refrigeracion a 4 °C.

2.2.6 Caracterizacion macroscépica y microscopica de las cepas resistentes al

Plomo

a. Caracterizacion macroscépica

Las cepas bacterianas elegidas fueron sembradas en placas con agar nutritivo
y se incubaron durante 48 h a 30°C, en seguida se determind las caracteristicas

de la morfologia colonial (Madigan et al., 2003).

b. Caracterizacion microscépica

Se realiz6 mediante frotis y tincion Gram siguiendo el protocolo establecido
(Madigan et al., 2003) que consistio en fijar el frotiz al calor seguido por
adicion de solucion de cristal violeta en cantidad suficiente para cubrir el
portaobjeto, luego se adicion6 una solucion fijadora de lugol y en seguida se

realiz6 la extraccion del colorante con alcohol-acetona, finalmente se adiciond
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safranina como colorante de contraste, entre cada adicidn de reactivo se hizo

un enjuague con agua. Las preparaciones fueron observadas al microscopio

optico con objetivo de inmersion (100X), evaludndose tanto la forma como el

color.

2.2.7 Prueba de resistencia a Pb en medio de cultivo liquido

Se prepararon baterias de tubos conteniendo 7mL de caldo nutritivo

suplementados con concentraciones crecientes de plomo (II) que corresponden

a soluciones de nitrato de plomo calculados a partir de la formula consignada en

el item 2.2.10(a) que se muestra en la tabla 05.

Tabla 05

Concentraciones de plomo correspondientes a soluciones de nitrato de plomo en

caldo nutritivo

Pb(NO3)2
mg/L

Pb (I1) mg/L

0
100
300
600
800

1000
1100
1200
1300
1400

0 (tratamiento testigo)
62,56
187,70
375,35
500,47
625,59
688,15
750,71
813,26
875,82

Cada tubo fue inoculado con 50uL de una suspension de 1x10% células/mL (escala

0,5 Mcfarland) con la cepa correspondiente y se incubaron a 30°C y 120 rpm por

216 horas. La determinacion de crecimiento se realizé evaluando la absorbancia

de una muestra del cultivo medida a 620 nm en espectrofotometro cada 48 h (como

indica la metodologia). Las lecturas de absorbancias se expresaron en densidades

opticas normalizadas en funcidn del tiempo cero aplicando la formula siguiente:

donde:

Xe
D.ON = X_n

to

D.Oy: Densidad Optica normalizada

X :

Absorbancia en el tiempo

(Y1)

n

t 1 !
X t’;: Absorbancia en el tiempo cero “0”

Fuente: (Iturbe y Col, 2015)
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Adicionalmente al cabo de este periodo se determin6 la concentracion celular por
el método de conteo de células viables por siembra por extension en placa
conteniendo agar nutritivo a partir de la diluciéon 10 de cada concentracion de
plomo incubados a 30°C por 48 horas.

Se selecciond la cepa con mayor resistencia a plomo. (Adaptado de Garza, 2005 -

Gomez y Col., 2002).

2.2.8 Identificacion molecular de la cepa con mayor resistencia a Pb
La identificacion molecular que fue llevada a cabo en el instituto de
biotecnologia del ADN Uchumayo en la ciudad de Arequipa consistié en la
extraccion de ADN de la muestra usando el Kit “The MasterPure™ DNA
Purification” que provee todos los reactivos necesarios para la recuperacion de
ADN utilizado para amplificacion de la region 16S RNAr del fragmento de RNA
de la subunidad 30S de los ribosomas procariontes, mediante PCR.
La amplificacion correspondiente a la region del gen 16S RNAr se llevé a cabo
usando los primer universales 27F y 1492R.
27F, 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
1492R 5-TACCTTGTTACGACTT-3’
Las condiciones de PCR fueron:
95°C por 30 segundos.
50°C por 30 segundos.
72°C por 45 segundos.
Los productos de PCR fueron purificados usando el kit Qiagen PCR purification,
y se sigui6 las instrucciones de la compaiia, los productos purificados fueron
secuenciados usando la técnica de Sanger que utiliza colorantes Big Dye V3.1y

leidos en un equipo ABI 3730x1 (Anexo 4).

2.2.9 Obtencion de la biomasa bacteriana inactiva
Se obtuvo la biomasa a partir de la cepa bacteriana con mayor resistencia a Pb,
para lo cual, se determind el tiempo en que la cepa se habria establecido
completamente en la fase estacionaria, el mismo que fue adoptado para la

obtencion de la biomasa a utilizar en el estudio.
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a. Monitoreo del crecimiento bacteriano

Se realiz6 inoculando 0,714mL de una suspension bacteriana de 1x10°
células/mL a un matraz erlenmeyer que contenia 100 mL de caldo nutritivo; se
incubd a 30°C y 80 rpm. Se monitoreo el crecimiento durante 98 horas tomando
muestras periodicas del cultivo, periodos que se estableci6 segun la velocidad de
crecimiento de la cepa bacteriana a partir de ensayos pilotos, las mismas que
fueron evaluadas midiendo la absorbancia a 620 nm (Cruz, 2008; Madigan et al.,

2003).

b. Produccién de biomasa

Se prepard 7,14 mL de una suspension bacteriana de 1x108 células/mL, la cual
fue inoculada distribuyendo equitativamente a matraces erlenmeyer que en
conjunto contenian 1,0 L de caldo nutritivo. Se incubaron a 30°C y 80 rpm por

30 horas (Ferrari y Col., 2004).

c. Obtencion de biomasa bacteriana inactiva

El cultivo precedente se autoclavd a 121°C por 15 minutos. Se recolectd en tubos
de centrifuga que luego se sometieron a 5000 rpm de centrifugacion por un
periodo de 10 minutos. Se descarto el sobrenadante y el sedimento se sometio a
dos lavados sucesivos con agua desionizada repitiendo las mismas condiciones
anteriores de centrifugacion (Ferrari y Col., 2004). Se recuperd el sedimento que
vendria a ser la biomasa purificada y se procedio al secado a 60°C por 4 horas y
luego 105°C durante 6 horas. Se determiné el peso seco y se conservo en frasco
herméticamente cerrado a 4°C hasta la realizacion de las pruebas de biosorcion

de plomo (Adaptado de Tur y Col, 2012).

2.2.10 Determinacion de la biosorcion de plomo por la biomasa inactiva

a. Preparacion de soluciones de Pb

Las soluciones de Pb (II) se prepararon a partir de nitrato de plomo (Pb(NO3),)
al 99.8% (Tur. y Col. 2012).
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Teniendo en cuenta que el solvente es agua (densidad 1 g/cm?), las soluciones

de Pb en mg/L requeridas, se prepararon mediante la siguiente formula:

331,208 mg Pb(NO3), * Y mg Pb

X mg Pb(NO3), = 207,2 mg Pb

donde:

X=mg/L Pb(NO3),: miligramos de Pb(NO3), requeridos para disolver en un
litro de agua.

Y=mg/L Pb: miligramos de plomo que se desea obtener al pesar X miligramos

de Pb(NO3)2

b. Determinacion de la eficiencia de Biosorcion de Plomo

Para la construccion de las curvas de eficiencia, se defini6 el porcentaje de

biosorcion de acuerdo a la ecuacion:
(C;— Cf) 100
G;

% de biosorcién =

donde:
C;: Concentracion inicial de plomo (II) en la solucion.

Cs: Concentracion final de plomo (II) en la solucion.

c. Determinacion de la capacidad de biosorcion (q)

La capacidad de biosorcion de la biomasa inactiva fue utilizada para la
determinacion del tipo de isoterma con que se lleva a cabo el proceso de
biosorcion. Estd es medida en miligramos de metal adsorbido por gramo de

biomasa seca:

(Ce— CPV

q(mg/g) = o

Donde C; y C¢ son respectivamente las concentraciones inicial y final de Pb
(IT) en las disoluciones (mg/L), V es el volumen de disolucién (L) y m es la

biomasa seca de la cepa bacteriana (g) (Cheung, Porter, y McKay, 2001).
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d. Determinacién del pH éptimo para la biosorcién

Con la finalidad de determinar el pH 6ptimo para la biosorcion del plomo, se
simularon sistemas de biosorcion preparando 30 mL de solucion con 26,75
mg/L de plomo en diferentes frascos de vidrio, cada uno se ajusto a valores de
pH: 3.0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5.5; 6,0; 6,5; 7,0 y 7,5, utilizando NaOH 0,1N y
HNO; 0,1N. La concentracion de la biomasa fue 1g/L, temperatura de reaccion:
18°C, velocidad de agitacion: 130 rpm y tiempo de reaccion 360 minutos
(velocidad y tiempo referencial). Se separ6 la biomasa por centrifugacion a
4500 rpm por 10 minutos y luego por filtracion en membranas de nitrato de
celulosa de 0,45 um, el filtrado se acidificé con HNOs3 concentrado a pH <2 y
almacenado en tubos Falcon de primer uso a 4°C hasta la determinacion de Pb
por espectrofotometria de absorcion atomica (EAA). Cada experimento se
realizo por duplicado y se hizo un analisis de datos de la eficiencia de remocion

frente al pH (Adaptado de Tur y Col., 2012).

e. Determinacion del tiempo 6ptimo de contacto en la biosorcion

El tiempo optimo, es aquel en que el sistema alcanza el equilibrio, es decir que
la biomasa bacteriana no sea capaz de seguir biosorbiendo el metal. Para ello
se prepar6d 350 mL de solucidon de Pb a una concentracion de 29.10 mg/L; las
condiciones fueron: pH optimo determinado, concentracion de biomasa 1g/L,
temperatura: 18°C y agitacion de 130 rpm. Los tiempos al que el sistema fue
sometido fueron: 0, 10, 20, 30, 40, 60, 120, 180, 240, 360 minutos. Cada
experimento se realizé por duplicado. Se separo la biomasa por centrifugacion
a 4500 rpm por 10 minutos y luego por filtracion en membranas de nitrato de
celulosa de 0,45 um, el filtrado se acidifico con HNO3 concentrado a un pH<2
y almacenado en tubos Falcon de primer uso a 4°C hasta la determinacion de
Pb por EAA. Finalmente se realiz6 un andlisis de datos de la eficiencia de

remocion frente al tiempo (Adaptado de Volesky, 1990; Dimas, 2011).
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f. Determinacion de la concentracién de biomasa inactiva optima en la biosorcion

Con la finalidad de determinar la concentraciéon de la biomasa bacteriana
adecuada para el proceso de biosorcion del plomo, se prepararon 30 mL de
solucion a 24.78 mg/L del metal en frascos de vidrio, todos fueron ajustados al
valor de pH optimo y tiempo Optimo. Las concentraciones de la biomasa al que
fue sometido la solucion plomo fue: 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0 g/L a temperatura
de reaccion 18°C y 130 rpm. Cada prueba se realizd por duplicado. Se separo
la biomasa por centrifugacion a 4500 rpm por 10 minutos y luego por filtracion
en membranas de nitrato de celulosa de 0,45 um, el filtrado se acidificd con
HNOjs concentrado a un pH<2, fue almacenado en tubos Falcén de primer uso
a 4°C hasta la determinacion de Pb por EAA. Se hizo un anélisis de la
eficiencia de remocion frente a la concentracion de biomasa. Cada experimento

se realizo por duplicado (Garza, 2005).

g. Pruebas para la construccién de Isotermas de biosorcion

Se prepararon 30 mL de soluciones de plomo a concentraciones: 0, 15,40;
44.,40; 95,00; 186,20; 283,00 mg/L, luego se ajustaron a pH 6ptimo, se agregd
la biomasa en concentracion 6ptima, por un tiempo optimo a 130 rpm y 18°C,
se mantuvo constantes las condiciones durante todo el procedimiento. Se
realizo cada prueba por duplicado

Se separ6 la biomasa por centrifugacion a 4500 rpm por 10 minutos y luego
por filtraciéon en membranas de nitrato de celulosa de 0,45 pum, el filtrado se
acidific6 con HNOj concentrado a un pH<2, fue almacenado en tubos Falcon
de primer uso a 4°C hasta la determinacion de Pb por EAA. Se determino la
capacidad de biosorcion (qg=mg/g) de la biomasa bacteriana a las diferentes

concentraciones estudiadas. (Adaptado de Dimas, 2011 y Garza, 2005).
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7
*

X/

Espectrofotometria de absorcién atomica por llama aire-acetileno para

soluciones de Pb

Las pruebas de absorcion atomica se realizaron en los Laboratorios Analiticos
del Sur, en la ciudad de Arequipa, en el espectrofotometro de absorcion atdmica

PERKIN ELMER ANALIST 100.

+» Fundamento

La espectrofotometria de absorcion atomica consiste en que la muestra
previamente tratada es aspirada y atomizada, seguidamente un rayo luminoso
se dirige a través de la llama a un monocromador y un detector que mide la
cantidad de luz emitida por el elemento atomizado en la llama. Como cada
metal tiene su propia longitud de onda de absorcion caracteristica, se utiliza
como fuente luminosa una lampara (Catodo hueco) compuesta de dicho
elemento; esto proporciona un método relativamente libre de interferencias
espectrales o de radiacion. La cantidad de energia absorbida en la llama a una
longitud de onda caracteristica es proporcional a la concentracién del
elemento en la muestra en un intervalo de concentraciones limitado. La mayor
parte de los instrumentos de absorcion atomica estan equipados también para

funcionar en la forma de emision. (APHA- AWWA- WPCEF., 2005).

* Procedimiento

Se siguio el protocolo de trabajo siguiente:

» Se instald la lampara de catodo hueco de plomo y se establecio un dial
aproximado de longitud de onda, luego se encendi6 el equipo, y se dejo
calentar y estabilizar por unos 20 minutos.

» Se instalo la cabeza del quemador y se ajustd su posicion, se conecto el
aire y se ajustd su velocidad de flujo, lo mismo para el acetileno, luego
se dejo estabilizar la llama por unos minutos.

» Se realizo ajustes del nebulizador con aspirados de agua des ionizada y
patrones para obtener una maxima sensibilidad.

» Se hizo registros de las absorbancias de los patrones.
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» Se Inyecto la muestra y atomizar. Cuando la concentracion fue mayor a
la del estandar mas alto, se diluyo en la misma matriz &cida y se volvid
a analizar.

» Se verifico la ausencia de interferencias realizando la prueba de la
dilucion.

» Se leyo un estandar aproximadamente cada 10 inyecciones de muestras.

i. Valoracion de los posibles sitios de unién del Pb a la biomasa bacteriana
mediante Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier
FTIR

Las muestras para la espectroscopia de infrarrojos se procesaron y se corrieron
en el laboratorio de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

La biomasa bacteriana fue sometida a esta prueba antes y después de la

biosorcion.

»  Fundamento

La técnica de espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier
(FTIR) es una herramienta util que puede ser aplicada para determinar
la identidad y estados de protonacion de grupos funcionales
superficiales organicos presentes en un sélido, lo que permite conocer
la estructura quimica del biosorbente y que resulta de especial
importancia para comprender el proceso de biosorcion de los iones
metalicos (Yee et al., 2004; Zhou et al., 2005; Srivastava et al., 2006
citado en Martin, 2008).

»  Procedimiento
- Se trituré 6 mg de la biomasa bacteriana con aproximadamente 60
mg de bromuro de potasio KBr y se colocd en un molde.
- Se prenso la mezcla solida con aproximadamente 4 KPa (bajo estas

condiciones, el KBr muestra las propiedades de un “fluido

congelado”, es decir envuelve y dispersa perfectamente las
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particulas de muestra y se produce finalmente una pastilla muy
transparente).

- La pastilla que se obtuvo se analiz6 con el espectrofotometro en el
rango de 4000- 400 cm™' con una resolucion de 2 cm™. (Adaptado

de Martin, 2008).

2.2.11 Analisis estadistico
Siempre y cuando los datos lo permitieron, fueron analizados con el programa
estadistico SPSS 22,0, se determind la influencia de los distintos parametros en
estudio mediante la realizacion del Analisis Factorial de Varianza (ANOVA) y la
prueba post Hot de Tukey y se comprobd la existencia de diferencias

significativas entre los distintos ensayos de cada parametro.
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Capitulo 111: Resultados y Discusion

3.1. Contenido de plomo y pH en los sedimentos de lixiviados
La concentracion de plomo y el pH de sedimentos en las 2 pozas operativas del

sistema de recirculacion de lixiviados, se muestran en la tabla 06.

Tabla 06
Concentracién de plomo y pH en los sedimentos de los lixiviados del botadero de
Haquira

Concentracién de plomo

Muestra H
(Ppm) >
POZA N° 2 <0.,5 8,408
POZA N° 3 <0,5 8,318
PROMEDIO <0,5 8,363

Fuente: elaboracion en base a resultados consignados en los anexos 1. Ay 1. B.

El contenido de plomo en el sedimento de ambas pozas es <0,5 ppm, que al parecer
se deberia por que el plomo estaria siendo retenido en el suelo mediante uniones
firmes con el material orgénico, tal como reporta la OMS (1979) para el plomo y
otros metales pesados. Esto explicaria la disminucion de la concentracion del metal,
desde 5,68 ppm en el suelo de los residuos sélidos (OEFA, 2014) a <0,5 ppm en el
sedimento de lixiviado. Cabe mencionar que tanto el lixiviado y sedimento provienen
del suelo de los residuos sélidos y la percolacion del agua de lluvia.

Por otro lado, el pH promedio de 8,3 en la muestra indica alcalinidad en el medio, y
no habiendo reportes de evaluaciones de este parametro en sedimentos, se optd por
comparar los valores con la Clasificacion de lixiviados segin Renou et al. (2008) que
se muestra en la tabla 02, ya que los lixiviados estdn en contacto directo con el
sedimento. Por tanto en base a los valores obtenidos en este estudio, el sedimento se
podria clasificar como proveniente de lixiviados de tipo viejo, con una formacion
mayor a 5 afos. Dentro de esta misma clasificacion se menciona a los lixiviados
jovenes que poseen una concentracion de metales pesados >2 ppm. Se trataria

entonces de un incremento de plomo a media que se retrocede en los afos. Esto se
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puede demostrar con los estudios de Camargo y Noguera (2007) quienes
determinaron 1 ppm de plomo en los lixiviados, mientras que Quispe y Huaman
(2013) determinaron 0,03 ppm de plomo.

Si se toma como referencia el pH alcalino del sedimento obtenido en el presente
estudio (pH=8.,6), y se compara con el resultado de Huaman y Jordan del afio 2013
(pH=7,5) se puede apreciar un incremento de pH en el medio a medida que transcurre
el tiempo, lo cual interviene en la disminucion de la concentracion del plomo y otros
metales pesados.

Con estos fundamentos se podria asumir que en los primeros afos de formacion del
botadero de Haquira habria exisitido valores >2 ppm de plomo en el medio, de
manera que, a traves del tiempo y el espacio, el botadero actuaria como un medio de

interaccion entre metales pesados y microorganismos.

3.2. Caracteristicas de las cepas resistentes a plomo
Del proceso de enriquecimiento y cultivo en medio adicionado con plomo se logro
aislar 5 cepas resistentes a 93,8 mg/L de plomo, en medio sdlido. A continuacion se
describe las caracteristicas macroscopicas y microscopicas en las tablas 07 y 08
respectivamente.
Tabla 07
Caracteristicas macroscopicas de colonias bacterianas predominantes resistentes a
plomo
CEPA FORMA BORDE ELEVACION  COLOR D'AmE)TRO ASPECTO
BMA-01 Circular  Ondulado Plana Translucido 9 Cremoso
Amarillo
BMA-02 Irregular ~ Ondulado Elevada . . 6 Cremoso
semitranslucido
BMA-03  Circular Entero Convexo Crema 2 Cremoso
. Crema
BMA-04  Circular Entero Convexo . . 2 Cremoso
semitranslucido
BMA-05 Circular  Ondulado Elevado Crema 7 Cremoso

semitraslucido

Fuente: (Elaboracion en base a la observacion y descripcion en laboratorio).
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Tabla 08

Caracteristicas microscopicas y reaccion de citocromo oxidasa de las cepas
seleccionadas

CEPA GRAM FORMA AGRUPACION OXIDASA
BMA-01 Negativo  Cocobacilar Aislados y en pares Negativo
BMA-02 Negativo Bacilar Aislados y en pares Negativo
BMA-03 Negativo Bacilar En pares Positivo
BMA-04 Negativo Bacilar En pares Negativo
BMA-05 Negativo Bacilar En pares Negativo

Fuente: (Elaboracion en base a observaciones microscopicas).

Las 5 cepas aisladas corresponden a bacterias Gram negativas, de las cuales 4 son
bacilos y 1 cocobacilos.

La reaccion de la oxidasa indica que la cepa BMA-03 es citocromo oxidasa positiva
mientras que las demés son negativas. Se puede sospechar que se trataria de dos
grandes grupos metabolicos: las bacterias fermentadoras y las no fermentadoras,
siendo este ultimo grupo oxidasa positiva; pero existe el inconveniente que no todas
las bacterias oxidasa positivas son no fermentadoras, asi que se podria estar frente a
un grupo bastante heterogéneo, debido a que las cepas obtenidas provienen de un
ambiente muy complejo.

El crecimiento de las bacterias en el medio con 150 mg/L Pb(NO3), correspondiente
a 93,8 mg/L de Pb (II) hace suponer que estas bacterias ejercerian alglin tipo de
resistencia a la toxicidad del metal. El hecho que las cepas procedentes del sedimento
con <0,5 ppm de plomo, crezcan a concentraciones mayores a este valor, se deberia
a que dicha resistencia habria sido transmitida por sus antecesores cuando estos

fueron sometidos a concentraciones elevadas del metal.

3.3. Resistencia a plomo de las cepas pre-seleccionadas
El crecimiento de las cepas en caldo nutritivo adicionado con plomo a diferentes

concentraciones, se muestra en absorbancias Opticas normalizadas en funcion al
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tiempo cero (tablas: 09, 11, 13, 15 y 17), en base a las cuales se construyeron los
graficos correspondientes (figuras: 20, 21, 22, 23, 24). La corroboracion de los
resultados a 216 horas de crecimiento fue efectuada mediante el recuento de unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) para determinar el crecimiento en

agar nutritivo, y se presentan en las tablas: 10, 12, 14, 16, 18.

3.3.1 Resistencia a Pb de la cepa BMA-01.

Tabla 09

Crecimiento de la cepa BMA-01 en caldo nutritivo adicionado con plomo a
concentraciones crecientes, expresado en densidad éptica normalizada en funcién
al tiempo cero, medida a 620nm

Concentracién Pb Tiempo (h)

mg/L 0 48 96 168 216
0 1,00 67,20 92,88 95,12 79,76
62,56 1,00 38,31 44,23 80,89 65,89
187,70 1,00 9,69 16,67 22,69 16,70
375,35 1,00 1,87 3,81 2,18 3,33
500,47 1,00 1,38 1,68 2,72 1,55
625,59 1,00 1,00 1,16 1,36 2,07
688,15 1,00 1,00 1,00 1,35 1,06
750,71 1,00 1,00 1,00 1,01 1,03
813,26 1,00 1,02 1,00 1,00 1,04
875,82 1,00 1,00 1,00 1,01 1,02

Fuente: Elaboracion en base a resultados consignados en el Anexo 3.A.

En base a los datos de la tabla precedente, se ha construido el grafico que se

muestra a continuacion.
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Figura 20: Crecimiento de la cepa BMA-01 en caldo nutritivo adicionado con plomo a

concentraciones crecientes

Tabla 10
Determinacion del crecimiento de la cepa BMA-01 en agar nutritivo a partir de caldo
nutritivo-Pb con 216 horas de crecimiento a 30°C

Concentracion

de Pb mg/L Crecimiento
0 Trar
62,56 ++
187,70 ++
375,35 ++
500,47 ++
625,59 ++
688,15 ++
750,71 ++
813,26 +
875,82 -

Nota:

++: Crecimiento > 300 000 UFC/mL

+: Crecimiento < 300 000 UFC/mL

-2 Sin crecimiento (< 1 UFC/mL)

Fuente: (Elaboracion en base a resultados consignados en el anexo 3.B).
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La tabla 09 y la figura 20 muestran que a la concentracion de 62,56 mg/L de Pb
empezo6 una disminucion de la concentracion celular lo que se manifestd en una
disminucién en la densidad optica con respecto al tratamiento testigo (0 mg/L de
Pb), que se deberia al inhibitorio del metal sobre las células bacterianas. A 187,7
mg/L del metal se percibié una disminucion importante de la concentracion
celular. A las concentraciones 375,5 y 500,47 mg/L de Pb el crecimiento
bacteriano fue minimo, comportamiento que indicaria que a medida que aumenta
la concentracion del metal se incrementa la inhibicion bacteriana, asi a las
concentraciones >625,59 mg/L de Pb el crecimiento fue imperceptible al
espectrofotometro pero se descartd una inhibicion total del crecimiento mediante
cultivos en placa (tabla 10), los cuales muestran un crecimiento evidente hasta
una concentracion de 813,26 mg/L de Pb, en cambio a una concentracioén de
875,82 mg/L de Pb no se observo crecimiento alguno (<1 UFC/ml), se asumi6
entonces que la cepa bacteriana ofrece resistencia hasta una concentracion de

813.26 mg/L Pb en medio liquido.

3.3.2. Resistencia a Pb de la cepa BMA-02.

Tabla 11

Crecimiento de la cepa BMA-02 en caldo nutritivo adicionado con plomo a
concentraciones crecientes, expresado en densidad 6ptica normalizada en funcion al
tiempo cero, medida a 620nm

Concentracién Tiempo (h)
Pb mg/L 0 48 96 168 216
0 1,00 41,04 68,80 132,32 107,52
62,56 1,00 38,35 36,53 40,52 38,51
187,70 1,00 9,35 9,57 6,76 2,55
ElSRS 1,00 1,31 1,21 1,53 2,26
500,47 1,00 1,27 1,11 1,06 1,02
625,59 1,00 1,00 1,02 1,07 1,00
688,15 1,00 1,00 1,00 1,00 1,05
750,71 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
813,26 1,00 1,00 1,02 1,00 1,04
875,82 1,00 1,00 1,00 1,02 1,00

Fuente: (Elaboracion en base a resultados consignados en el anexo 3.C).
En base a los datos de la tabla precedente, se ha construido el grafico que se muestra a
continuacion.

80



140.00

120.00

100.00

80.00

60.00

D.O (normalizada)

40.00

20.00

0.00

96

Tiempo(h)

168 216

—— 00 mg/L
——62.56 mg/L
187.7 mg/L
375.35 mg/L
—¢—500.47 mg/L
—A— 625.59 mg/L
—6—688.15 mg/L
—6—750.71 mg/L
—B5—813.26 mg/L
——875.82 mg/L

Figura 21: Crecimiento de la cepa BMA-02 en caldo nutritivo adicionado con plomo a

diferentes concentraciones.

Tabla 12

Determinacién del crecimiento de la cepa BMA-02 en agar nutritivo a partir de caldo
nutritivo-Pb con 216 horas de crecimiento a 30°C

Concentracion

Pb (mg/L) Crecimiento
0 ++
62,56 t
187,70 o
375,35 ++
500,47 +
625,59 -
688,15 ,
750,71 -
813,26 -
875,82 -

Nota:

++: Crecimiento > 300 000 UFC/mL

+: Crecimiento < 300 000 UFC/mL
-: Sin crecimiento (< 1 UFC)

Fuente: (Elaboracion en base a resultados consignados del anexo 3.D).
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La tabla 11 y la figura 21 muestran que a la concentracion de 62,56 mg/L de Pb
se evidenci6 una disminucion en la concentracion celular, lo que se manifestod en
una disminucién de la densidad Optica con respecto al tratamiento testigo (0
mg/L de Pb), que se deberia al efecto inhibitorio del plomo sobre las células
bacterianas. A 187,7 mg/L del metal el crecimiento bacteriano fue minimo
producido por el incremento de la inhibicion del metal, asi a concentraciones >
375 mg/L de Pb el crecimiento fue imperceptible al espectrofotometro. El cultivo
en placa (tabla 12) mostr6 un crecimiento evidente hasta 500,47 mg/L de Pb, en
cambio a las concentraciones > 625,59 mg/L de Pb no se evidencio6 crecimiento
alguno (<1 UFC/ml). Se asumi6 entonces que la cepa bacteriana ofrece

resistencia hasta una concentracion de 500.47 mg/L Pb en medio liquido.

3.3.3. Resistencia a Pb de la cepa BMA-03.

Tabla 13

Crecimiento de la cepa BMA-03 en caldo nutritivo adicionado con plomo a
concentraciones crecientes, expresado en densidad 6ptica normalizada en funcion al
tiempo cero, medida a 620nm

Concentracion Tiempo (h)

de Pb mg/L 0 48 120 168 216
0 1,00 85,36 83,36 74,08 61,76
62,56 1,00 30,69 35,44 55,48 79,96
187,7 1,00 1,35 1,92 12,37 10,02
375,35 1,00 1,00 1,04 1,01 1,02
500,47 1,00 1,14 1,00 1,03 1,04
625,59 1,00 1,00 1,03 1,01 1,04
688,15 1,00 1,03 1,02 1,05 1,00
750,71 1,00 1,00 1,23 1,04 1,02
813,26 1,00 1,03 1,05 1,00 1,02
875,82 1,00 1,00 1,03 1,01 1,01

Fuente: (Elaboracion en base a resultados consignados en el anexo 3.E).

En base a los datos de la tabla precedente, se ha construido el grafico que se muestra a

continuacion.
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Figura 22: Crecimiento de la cepa BMA-03 en caldo nutritivo adicionado con Pb a
diferentes concentraciones
Tabla 14

Determinacién del crecimiento de la cepa BMA-03 en agar nutritivo a partir de caldo
nutritivo-Pb con 216 horas de crecimiento a 30°C

Concentracioén de Recuento de
Pb (mg/L) UFC/mL

0 ++
62,56 -
187,70 .
375,35 -
500,47 -
625,59 -
688,15 -
750,71 -
813,26 -
875,82 -

Nota:

++: Crecimiento > 300 000 UFC/mL

+: Crecimiento < 300 000 UFC/mL

-: Sin crecimiento (< 1 UFC/mL)

Fuente: (Elaboracion en base a resultados consignados en el anexo 3.F).
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La tabla 13 y la figura 22 muestran que a la concentracion 62,56 mg/L de Pb se
evidencié una disminucion de la concentracion celular lo que se manifestd en
una disminucién de la densidad optica con respecto al tratamiento testigo (0
mg/L de Pb), que se deberia al efecto inhibitorio del plomo sobre las células
bacterianas. A 187,7 mg/L de plomo se percibié un crecimiento minimo. A
375,35 mg/L de Pb el crecimiento fue imperceptible al espectrofotometro. El
cultivo en placa (tabla 14) mostré crecimiento bacteriano evidente hasta la
concentracion de 187,70 mg/L de Pb, en cambio a 375,35 mg/L de Pb no se
observo crecimiento bacteriano alguno (<1 UFC/ml), se asumi6 entonces que la

cepa BMA-03 es resistente hasta una concentracion de 187.70 mg/L de Pb.

3.3.4. Resistencia a Pb de la cepa BMA-04.

Tabla 15

Crecimiento de la cepa BMA-04 en caldo nutritivo adicionado con plomo a
concentraciones crecientes, expresado en densidad optica normalizada en funcién al
tiempo cero medida a 620nm

Concentracion de Pb Tiempo (h)
mg/L 00 48 120 168 216
0 1,00 67,52 95,20 110,64 128,56
62,56 1,00 43,19 63,43 72,62 85,65
187,70 1,00 13,69 24,26 24,95 25,71
375,35 1,00 1,99 3,25 3,41 1,07
500,47 1,00 1,41 1,77 2,28 2,59
625,59 1,00 1,00 1,10 1,42 1,61
688,15 1,00 1,00 1,13 1,09 1,19
750,71 1,00 1,00 1,25 1,03 1,07
813,26 1,00 1,02 1,05 1,01 1,06
875,82 1,00 1,00 1,04 1,00 1,04

Fuente: (Elaboracion en base a resultados consignados en el anexo 3.G).

En base a los datos de la tabla precedente, se ha construido el grafico que se muestra

a continuacion.
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Figura 23: Crecimiento de la cepa BMA-04 en caldo nutritivo adicionado con Pb a
diferentes concentraciones

Tabla 16
Determinacion del crecimiento de la cepa BMA-04 en agar nutritivo a partir de caldo
nutritivo-Pb con 216 horas de crecimiento a 30°C

., Recuento
Concentracion
de Pb de
UFC/mL
0 ++
62,56 ++
187,70 ++
375,35 ++
500,47 ++
625,59 ++
688,15 ++
750,71 ++
813,26 +
875,82 +

Nota:

++: Crecimiento > 300 000 UFC/mL
+: Crecimiento < 300 000 UFC/mL
Fuente: (Elaboracion en base a resultados propios del anexo 3.H).
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La tabla 15 y la figura 23 muestran que a concentraciones de 62,56 y 187,70 mg/L
de Pb se evidenci6 una disminucion en la concentracion celular lo que se manifesto
en una disminucion de la densidad Optica con respecto al tratamiento testigo (0
mg/L de Pb), lo cual se deberia al efecto inhibitorio del plomo. A 375,35y 500,47
mg/L del metal, el crecimiento bacteriano fue minimo. A concentraciones >625,59
mg/L de Pb el crecimiento fue imperceptible al espectrofotometro. El cultivo en
placa (Tabla 16) mostr6 un crecimiento evidente hasta la maxima concentracion
de Pb sometida (875,82 mg/L) presentando un recuento de 18 000 UFC/mL (Anexo
3. H) asumiendo que esta cepa vendria a ser resistente hasta una concentracion

>875,82 mg/L de plomo.

3.3.5 Resistencia a Pb de la cepa BMA-05.

Tabla 17

Crecimiento de la cepa BMA-05 en caldo nutritivo adicionado con plomo a
concentraciones crecientes, expresado en densidad éptica normalizada en funcion
al tiempo cero, medida a 620nm

Concentracion Tiempo (h)
de Pb mg/L 00 48 120 168 216
0 1,00 62,16 78,96 87,92 100,08
62,56 1,00 43,67 46,85 72,10 76,13
187,70 1,00 9,54 22,69 22,33 20,68
375,35 1,00 2,73 1,00 3,35 3,60
500,47 1,00 1,36 2,11 2,22 2,50
625,59 1,00 1,00 1,02 1,00 1,10
688,15 1,00 1,06 1,00 1,05 1,17
750,71 1,00 1,02 1,06 1,00 1,10
813,26 1,00 1,03 1,05 1,00 1,01
875,82 1,00 1,00 1,01 1,00 1,00

Fuente: (Elaboracion en base a resultados propios del anexo 5.1).

En base a los datos de la tabla precedente, se ha construido el grafico que se muestra a

continuacion.
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Figura 24: Crecimiento de la cepa BMA-05 en caldo nutritivo adicionado con Pb a
diferentes concentraciones

Tabla 18
Determinacién del crecimiento de la cepa BMA-05 en agar nutritivo a partir de caldo
nutritivo-Pb con 216 horas de crecimiento a 30°C

Concentracion  Recuento de

de Pb UFC/ml
0 ++
62,56 ++
187,70 ++
375,35 ++
500,47 ++
625,59 ++
688,15 ++
750,71 +
813,26 +
875,82 +

Nota:

++: Crecimiento > 300 000 UFC/mL
+: Crecimiento < 300 000 UFC/mL
Fuente: (Elaboracion en base a resultados consignados en el anexo 3.J).
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La tabla 17 y la figura 24 muestran que a concentraciones de 62,56 y 187,70
mg/L de Pb se evidencid una disminucion en la concentracion celular lo que se
manifestd en una disminucidn de la densidad dptica con respecto al tratamiento
testigo (00 mg/L de Pb), que se deberia al efecto inhibitorio del plomo. A 375,35
y 500.47 mg/L del metal el crecimiento fue minimo. A las concentraciones
>625,59 mg/L el crecimiento fue imperceptible al espectrofotdmetro. El cultivo
en placa (Tabla 18) mostr6 un crecimiento evidente hasta la maxima
concentracion de Pb sometida (875,82 mg/L) con un recuento de 4000 UFC/mL
(Anexo 3.J) con lo que se asumiria que esta cepa bacteriana es resistente hasta

una concentracion >875,82 mg/L de Pb.

A continuacioén se muestra un cuadro que compila el analisis de los resultados
de resistencia a Pb en caldo nutritivo y cultivo en placas de las 5 cepas pre-

seleccionadas.

Tabla 19
Cuadro resumen de resistencia a plomo de las cepas pre-seleccionadas aisladas de
sedimentos de lixiviados del botadero de Haquira

Concentracion de Pb (mg/L)

s 0 62,56 187,70 375,35 500,47 62559 688,15 750,71 813,26 875,82
BMA-01 + + + + + + + + + -
BMA-02 + -+ + + + - - - - -
BMA-03 + + + - - - - - - -
BMA-04 + + + + + + + + + +
BMA-05 + + + + + + + + + +

Nota:

+: Se evidencid crecimiento

-: No se evidencid crecimiento

Fuente: Elaboracién en base al analisis de los resultados consignados en las tablas 10 al
19 y los graficos 20 al 24.
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La tabla 19 muestra que todas las cepas en este estudio presentan un
crecimiento evidente a la concentracion de 187,7 mg/L de plomo, se asume
entonces que todas poseerian un mecanismo de resistencia al a la inhibicién del
metal. Cabe mencionar que 4 de las 5 cepas mostraron crecimiento a una
concentracion > 500.47 mg/L de Pb por lo que se puede demostrar que el
método de aislamiento por enriquecimiento y presion selectiva fue efectivo
para obtener cepas bacterianas resistentes a Pb. Sin embargo, las cepas que
ofrecieron mayor resistencia a plomo fueron BMA-01 (Crecimiento hasta
813.26 mg/L Pb), BMA-04 y BMA-05 con crecimiento hasta 875,82 mg/L Pb.
La cepa BMA-04 en comparacion con la cepa BMA-05, ademas de poseer
mayor resistencia al metal, fue la que presentd6 mayor crecimiento en cultivo
en placa (Anexos 3.H y 3.J) razén por la cual fue seleccionada para las pruebas
posteriores e identificacion correspondiente. Numerosas investigaciones se
basan en la seleccion de cepas bacterianas por su alta resistencia a metales
pesados, la busqueda de este tipo de cepas es de suma importancia porque dicha
cualidad las califica como potenciales removedores eficientes de metales
pesados, ya sea en su forma activa e inactiva; dicha cualidad habria sido
adquirida por provenir de ambientes contaminados. Segin sea la especie
bacteriana o el grupo al que pertenece surgird una variacion en los mecanismos

de biosorcion, asi como en la especificidad de elemento metalico a remover.

Por otro lado, se sustenta que la prueba de resistencia en medio liquido
realizada a las 5 cepas haya sido mds certera que alguna en medio s6lido. Asi,
Garza (2005) quien determino la resistencia a plomo en medio liquido mediante
la prueba de CMI para Pseudomona flourescens aislada de un medio altamente
contaminado con hidrocarburos y obtuvo un valor >1000 mg/L; sefiala que al
realizar dicha prueba en un medio liquido aumenta la disposicion del metal a
las células bacterianas, obteniendo valores mucho mas aproximados que con
cultivo en un medio sélido, ya que la formacion de quelatos y la difusion
heterogénea del metal en un agar interferiria en el efecto inhibitorio que ejerce,
también, Galicia (2010), evaluo el crecimiento en medio liquido con diferentes
concentraciones de Pb de 3 cepas bacterianas, obteniendo que la mas resistente

al plomo fue la enterobacteria Hafnia alvei la cual creci6 hasta una
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concentracion de 1353 mg/L de Pb y fue aislada de un medio con 1.2 ppm de
Pb.

Por otro lado, Duefias y Quispe (2011) reportan que la mayoria de las cepas de
Pseudomona spp. aisladas de un medio con un promedio de concentracion de
Pb <0,025 mg/L, poseian una CMI de 3200 mg/L para plomo. Gutiérrez
(2015), determind que la cepa Serratia marcescens M8A-2T aislada de un
ambiente minero es resistente hasta una concentracion 16 000 ppm de plomo.
Tanto este Gltimo, como el anterior reporte, realizaron pruebas de resistencia al
metal en un medio so6lido, es notoria la elevada concentracion de metal que se
utilizé para lograr un efecto inhibitorio, es por ello que el resultado obtenido
en la presente investigacion que muestra a la cepa BMA-04 como la mas
resistente a plomo, tendria mas significancia y cierta proximidad al compararse
con las de Galicia (2010) y Garza (2005), ya que evaluaron la resistencia
bacteriana en un medio liquido; ademds que reafirmando las ventajas
mencionadas de wusar medio liquido, los resultados de la presente,

representarian valores mas reales.

3.4. Identificacién molecular de la cepa BMA-04.
La secuencia obtenida en el analisis bioinformatico de ADN del gen 16S RNAr del
fragmento de RNA de la subunidad 30S de los ribosomas de la cepa bacteriana BMA-
04 fue:

>BCusco_27F TRIM QUALITY: 20
GCAGTCGAGCGGTAACAGGAGAAAGCTTGCTTTCTTGCTGACGAGCGGCG
GACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGATAACTACT
GGAAACGGTGGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTC
TTCGGACCTTGCACTATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGGTG
GGGTAAAGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAT
CAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGT
ATGAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGA
TAAGGTTAATACCCTTATCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGC
TAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCG
GAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCAATTAAGTCAGATGTGA
AAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTGGCTAGAGT
CTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
GTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCT
CAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
CGCTGTAAACGATGTCGATTTAGAGGTTGTGGTCTTGAACCGTGGCTTCT
GGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
AACTCAAATGAATTGAC
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La secuencia del gen 16s fue comparada con la base de datos del NCBI usando la
herramienta BLAST para buscar secuencias homologas, es asi que existe un 100%
de similitud con Proteus sp. La figura a continuacion muestra el analisis filogenético,

mediante la construccion de un arbol filogenético.

Proteus sp. SCU-B23T 185 ribosomal RNA gene

BCusco 27F TRIM QUALITY: 20

Proteus mirabilis strain XJ0502-Aks-01 165 ribosomal RNA gene
Proteus sp. S487 165 ribosomal RNA gene

Bacillus aerophilus strain 0125 165 ribosemal RNA gene

Proteus mirabilis strain JFC20 165 ribosomal RNA gene

Figura 25: Arbol filogenético para la secuencia >BCusco 27F TRIM QUALITY:
20

Fuente: Informe de resultados de la identificacion molecular de la cepa BMA-04
llevada a cabo por el Instituto de biotecnologia del ADN Uchumayo E.L.R.L,

consignados en el anexo 4.

El analisis filogenético usando secuencias de las especies mas homologas dio como
resultado una similitud con Proteus sp. Pero el hecho que aparezca en un clade aparte
nos sugiere que se pueda tratar de una nueva especie de Proteus sp. ¢ quizas alguna
mutacion. La especie en mencion pertenece al grupo de las enterobacterias. A este
mismo grupo pertenece la biomasa de la cepa utilizada en las investigaciones de
Muiioz, A. y Col. (2012) quien trabajo con a Klebsiella sp. Y Gutiérrez, S. que en el
2015 trabajoé con Serratia marcescens ambas cepas bacterianas pertenecientes al
grupo de las enterobacterias y poseian valores elevados de resistencia a metales
pesados que fue adquirida por provenir de ambientes contaminados con estos
elementos, ademas proponen a este tipo de bacterias como una buena alternativa para
la elaboracion de biosorbentes eficaces para la remocion de metales pesados. Segun
los reportes revisados en el presente trabajo no existiria aun pruebas de resistencia y

biosorcidon de plomo reportados con Proteus sp.
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3.5. Obtencion de biomasa de la cepa BMA-04 Proteus sp.
3.5.1. Cinética de crecimiento
El crecimiento expresado como logaritmo de células/mL en funcion al tiempo se
muestran en la tabla 20 y la figura 26.

Tabla 20
Crecimiento de la cepa BMA-04 Proteus sp. En caldo nutritivo a 30°C

=
= 0 4 8 12 24 26 28 30 32 48 50 52 54 56 72 74 76 96
§
'_
-
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Fuente: (Elaboracion en base a resultados consignados en el anexo 3.K).

En base a la tabla precedente se ha realizado el grafico siguiente.
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Figura 26: Curva de crecimiento de la cepa BMA-04 Proteus sp. en caldo nutritivo
Fuente: (Elaboracion en base a resultados consignados en la tabla 21).
Los resultados muestran a un periodo de latencia durante las primeras 8 horas de
crecimiento, que fue evidente porque no existié un incremento significativo en

el crecimiento ya que la cepa bacteriana estaria atravesando por un periodo de
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adaptacion. A partir de las 12 horas se observo un incremento significativo en el
numero de células, que se interpreté como el inicio de una fase logaritmica y que
dur6 aproximadamente hasta las 24 horas. A partir de ese punto se produjo una
desaceleracion del crecimiento bacteriano. Se pudo asumir que alrededor de las
26 horas, la cepa BMA-04 proteus sp. habria alcanzado la fase estacionaria, pero
fue que a partir de las 30 horas que se estableceria completamente en este periodo
de crecimiento, la misma que se evidencid hasta el final del monitoreo realizado.
Este periodo de 30 horas fue adoptado en cultivos posteriores para la produccion
de biomasa.

La fase estacionaria se caracteriza porque el incremento del nimero de células
no es significativo, esta, ademas implica un cese en el crecimiento producido por
la muerte de las células sensibles y la permanencia de células bien adaptadas y
resistentes en el cultivo, lo cual es favorable para la calidad de la biomasa
bacteriana a obtener.

Perez; Nifio; Hernandez y Hernandez (2007) reportaron una curva de
crecimiento para Proteus miriabilis donde se denota que alrededor de las 32
horas la cepa habria alcanzado la fase estacionaria unas 6 horas después que la

cepa BMA-04 Proteus sp. reportada en la presente investigacion.

3.5.2. Produccion de biomasa inactiva de la cepa BMA-04 Proteus sp.
Del cultivo de la cepa bacteriana en 1000 mL de caldo nutritivo a 30 horas de
incubacion, se obtuvo 0,565 gramos de biomasa seca a 60°C por 4 horas y 105°C

por 6 horas.

3.6. Evaluacion del proceso de biosorcion por la cepa BMA-04 Proteus sp.

3.6.1. Optimizacion de parametros para el proceso de biosorcion

a). pH

Los resultados de las pruebas de biosorcion (porcentaje de biosorcion en

funcion al pH) se muestran en la tabla 21 y la figura 27.
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Tabla 21
Biosorcion de plomo por biomasa inactiva de la cepa BMA-04 Proteus sp. en funcion
al pH

Plomo  Porcentaje

residual de
pH . . .,

promedio biosorcion

(mg/L) (%)

4,0 20,19 24,54
4,5 13,29 75,16
50 1,27 95,27
5,5 3,12 88,34
6,0 6,49 75,76
6,5 5,06 81,10
7,0 0,70 97,40
7,5 0,58 97,83

Fuente: Elaboracion en base a resultados consignados en el anexo 5.A.

En base a los resultados de la tabla precedente se elabor6 el grafico siguiente.
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Figura 27: Porcentaje de biosorcion de la biomasa inactiva de la cepa BMA-04 Proteus
sp. en funcion del pH

Fuente: (Elaboracion en base a resultados consignados en la tabla 21).
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Los resultados muestran que a pH 4 existe 24,54% de adsorcion, valor que
representa una minima adsorcion con respecto a los demas pHs. Este
. . . . . . +
comportamiento se produciria por la existencia en mayor cantidad de iones H
en el medio, los cuales estarian compitiendo con los iones de Pb*" por los sitios
de intercambio en el sistema, que son los grupos hidroxilo y carboxilato en el
caso de la pared de las bacterias Gram Negativas, creando fuerzas de repulsion

ya que la superficie del biosorbente se encontraria cargada positivamente.

A pH 4,5 la remocion fue 75,16%, esto indica que a medida que se incrementa
el pH también lo hace el porcentaje de biosorcion, pero es a pH 5y 5,5 que se
llevé a cabo un maximo de biosorcion (95,27 y 88,34% de biosorcion
respectivamente), y se deberia a que los cationes desarrollaron un medio acido
propicio para una protonacion ideal de la superficie del biosorbente, que
ademas permitié la unién con los iones de Pb**, por lo tanto ambos pHs
corresponderian a los 6ptimos para la biosorcion, pues las pruebas estadisticas
(Anexo 5.C) indican que no existe diferencia significativa entre los porcentajes
de ambos pHs, pero para términos practicos se considerd 5 como pH optimo.
A pH 6 y 6,5 la biosorcion descendid (75,86 y 81,10% respectivamente) que
habria sido causado por una escasa protonacion de los sitios activos y el inicio

de la precipitacion del metal.

A pH 7 y 7.5 el porcentaje de biosorcion vuelve a incrementarse (97,40% y
97,83% respectivamente); pero esto no se deberia tinicamente a un proceso de
biosorcidon sino que adicionalmente ocurriria una precipitacion del metal, es
decir que Pb(OH),OH seria la especie dominante en el medio que produciria

dicho fendbmeno.

Gutiérrez (2015) quien trabajé a un pH 3 logr6é un 92,46% de biosorcion de
plomo con biomasa seca de Serratia marcecens, Tur (2012) obtuvo una
biosorcion de plomo del 83,1% con biomasa de Kluyveromyces marxianus a
pH 4,2, con Pseudomonas aeruginosa 97,4% a un pH 5,2 y con biomasa de
Bacillus Subtilis 97,4 % a un pH de 6,2.

Rodriguez (2008) utilizando la biomasa seca de Saccharomyces cereviseae
logra una alta capacidad de biosorcion a pH 5 para la remocién de Pb*"y Cr’*.
Todos ellos afirman que el proceso de biosorcion es muy sensible al parametro
pH, ademas se puede deducir que cada biosorbente posee un valor de pH
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optimo que varia segin su naturaleza, carga neta de la superficie del
biosorbente y el comportamiento del elemento metélico en disolucion. En este
trabajo se logrd corroborar dicha afirmacion y se establecidé pH 5 como 6ptimo

para las pruebas posteriores de biosorcion.

b). Tiempo de contacto

Los resultados de las pruebas de biosorcion (porcentaje de biosorcion en

funcidn al tiempo) se muestran en la tabla 22 y la figura 28.

Tabla 22
Biosorcién de plomo por biomasa inactiva de la cepa BMA-04 Proteus sp. en funcion

del tiempo

Tiempo de Plomo residual Porcentaje
contacto Promedio de
(minutos) (mg/L) biosorcién
(%)
0 29,10 0,00
10 7,75 73,37
15 5,57 80,86
20 5,01 82,78
30 4,41 84,87
40 4,43 84,80
60 4,69 83,91
120 4,08 86,00
180 3,00 89,71
240 2,56 91,94
360 2,21 92,41

Fuente: Elaboracion en base a resultados consignados en el anexo 5.D.

En base a los resultados de la tabla precedente se elabord el grafico siguiente.
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Figura 28: Biosorcion de plomo por biomasa inactiva de la cepa BMA-04 Proteus sp. en
funcién del tiempo

Fuente: (Elaboracion en base a resultados consignados en la tabla 22).

Los resultados muestran que a los primeros 10 minutos de contacto del plomo

con la biomasa bacteriana se llevo a cabo un 73,37% de biosorcion,

describiendo a la biosorcion como un proceso rapido, que estaria causado por
la gran disponibilidad de los sitios activos para la union del metal. A partir de
ese punto y hasta los 180 minutos (89,71% de adsorcidon) no existidé gran
incremento en la remocidn, haciendo lenta a la biosorcion debido a que se

hacen mas escasos los sitios activos, estableciendo cierta dificultad para la
union del metal.

A partir de los 180 hasta los 360 minutos se llevo a cabo un proceso constante,
que se explicaria porque los sitios activos habrian alcanzado su méxima
saturacion, esto es evidente por que las pruebas estadisticas nos indican que no

existe diferencia significativa entre los valores de los porcentajes de biosorcion

(Anexo 5.F.), es por esto, que para términos practicos se podria considerar
como tiempo optimo 180 minutos.

De la misma manera, a continuacion se muestran investigaciones en las cuales
se determiné el tiempo en que diferentes tipos de biosorbentes alcanzan el

maximo porcentaje de biosorcion, asi como Gutiérrez, S. (2015) demuestra que
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en la biosorcion de plomo con biomasa seca de Serratia marcecens se logra

obtener 77,58% de biosorcion a los 15 minutos de enfrentamiento con plomo.

Dimas (2011) utilizando biomasa de levadura de cerveza, levadura de pan y
Caulerpa sp afirma que obtiene el 90% de remocion de plomo durante los
primeros 30 minutos y que el equilibrio entre los sitios de enlace de la biomasa

y los iones Pb*" se efectud después de las 2 horas de contacto.

El porcentaje de biosorcion 80,86% correspondiente a 15 minutos de
enfrentamiento biomasa bacteriana y metal del presente estudio superan al
obtenido por Gutiérrez (2015), pero es un tanto disminuida (84,87 % a 30
minutos de enfrentamiento) en comparacion con el obtenido por Dimas (2011).
Estos resultados pueden mejoraré si se trabajaria a condiciones de rotacion
mayores a 130 rpm. pero cabe recalcar que el tiempo optimo establecido de
180 minutos aun es ideal para cualquier proceso de remocion de iones

metalicos pese a las condiciones a la que se sometid las pruebas.

c). Concentracion de biomasa

Los resultados de las pruebas de biosorcion (Porcentaje de biosorcion en

funcion al tiempo) se muestran en la tabla 23 y la figura 29.

Tabla 23
Biosorcion de plomo por biomasa inactiva de la cepa BMA-04 Proteus sp. en funcién a
la concentracion de la biomasa

Concentracion ]
Porcentaje de

de t()é(/)lr_r;asa adsorcion (%)
0.1 19,35
0.5 50,89
| 1 79,92 |
15 82,63
2 87,15
3 92,39

Fuente: Elaboracion en base a resultados consignados en el anexo 5.G.

En base a los resultados de la tabla precedente se elaboro el grafico
siguiente.
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Figura 29: Biosorcion de plomo por biomasa inactiva de la cepa BMA-04 Proteus
sp. porcentaje de biosorcion en funcion a la concentracion de la biomasa
Fuente: (Elaboracion en base a resultados consignados en la tabla 23).

Los resultados muestran que existe menor biosorcion con 0,1 g/L de biomasa
(19,35% de adsorcidn) que estaria causada por la escases de sitios activos para
la unién al metal, con 0,5 y 1,0 g/L de biomasa ocurrié un 50,89% y 79,92%
de biosorcion respectivamente, esto demostraria que a medida que aumenta la
concentracion de biomasa también lo hace la biosorcion, este incremento
estaria relacionado al aumento del 4area y sitios activos de biosorcion

disponibles para la union del plomo a la biomasa bacteriana.

A las concentraciones de 1,5; 2,0 y 3,0 g/l se obtuvieron 82,63%, 87,15 %y
92,39% de biosorcion respectivamente, valores que tienden a ser constantes.
La prueba de Tukey realizada entre estos valores (Anexo 5.1) demuestra que no
poseen diferencia significativa, es decir se estaria llegando a un punto que el
incremento de biomasa en el medio no necesariamente significaria el
incremento de la remocion del metal, esto se explicaria porque las particulas
de la biomasa tenderian a aglomerarse produciendo una interferencia entre los
sitios de union.

Este andlisis llevaria a deducir que la concentracion de biomasa Optima seria
1,5 g/L pero con el fin de determinar la minima cantidad de biosorbente
necesario para alcanzar la maxima eliminacion de plomo y por términos
practicos se considerd a 1 g/LL como optima, ya que la diferencia significativa

de la biosorcion a este valor y la concentraciones de 1,5; 2,0 y 3,0 g/L es casi
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nula, por lo tanto en este punto no existiria una aglomeracion ni una escases de
los sitios de union para el metal.

De esta manera, se podria concordar con el resultado que obtiene Gutiérrez
(2015) quien reporta que 1g/LL de biomasa bacteriana es la concentracion
Optima necesaria para la biosorcion de Pb y Cd con Serratia marcescens MSA-
2T; y ademas sefiala que este valor es debido a la naturaleza quimica de la
superficie del biosorbente; pues por otro lado Mufioz (2007) utiliz6 4 g/L como
concentracion optima de biosorbente a base de cascara de naranja, de la misma
manera que Oré, Lavado y Bendezu (2015) utilizando marlo de maiz. Por lo
tanto se podria mencionar que se necesitaria una pequeia cantidad de
biosorbente de la cepa BMA-04 Proteus sp. para obtener resultados
satisfactorios en la remocion de plomo, y esto se deberia por la complejidad de

la superficie de la pared bacteriana que interactuaron con el Pb*"

3.6.2. Evaluacién de la capacidad de biosorcion de plomo por biomasa inactiva
de BMA-04 Proteus sp.

Tabla 24

Los parametros que fueron optimizados (pH 5, tiempo de contacto 180 minutos
y biomasa inactiva 1 g/L) fueron aplicados en pruebas para la construccion de
la isoterma de biosorcion determinando las capacidades de biosorcion a
diferentes concentraciones de Pb.

Los resultados de la construccion de la isoterma se muestran en la tabla 24 y la

figura 30.

Capacidad de biosorcion en relacion a la concentracion de plomo en equilibrio por
biomasa inactiva de la cepa BMA-04 Proteus sp., a pH: 5, 180 minutos, 18°C y 130

rom

Concentracion en equilibrio

Capacidad de adsorcion (mg/g) Ceq (mg/L)
11,51 S
35,98 8,42
56,5 38,50
60.4 125,80
77,9 205,10

Fuente: Elaboracion en base a resultados consignados en el anexo 5.J.
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En base a los resultados de la tabla precedente se elabor¢ el grafico siguiente.
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Figura 30. Isoterma de adsorcion por biomasa inactiva de la cepa BMA-04 Proteus sp.
modelo de biosorcion en equilibrio a pH: 5, 180 minutos, 18°C y 130 rpm

Fuente: (Elaboracion en base a resultados consignados en la tabla 24).

La figura nos muestra que la capacidad de biosorcion con respecto a
concentraciones bajas de plomo (Ceq = 3,89; 8.42; 38,5 mg/L) forma una
curvatura inicial, pero a medida que se incrementa la Ceq (125, 80 y 205,10
mg/L) tiende a formar una meseta, que indicaria una saturacion de los sitios
activos con la formacion de una capa mono molecular lo que corresponderia al
llenado de los microporos, la grafica sugiere una isoterma Langmuir (tipo I) es
decir la biosorcion se estaria llevando a cabo por una quimiosorcion del plomo
el cual califica a la biomasa bacteriana de BMA-04 Proteus sp. como un
biosorbente del tipo microporoso con una gran afinidad al metal, ante esto cabe
mencionar que una isoterma solo describe a grandes rasgos un proceso de

biosorcion.
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3.6.3. Correlacion de los valores experimentales con modelos de isotermas

a. Linealizacion de la isoterma de adsorcién segin modelo de Langmuir

Los datos consignados en la tabla 24 fueron modelados segtn la ecuacion de

Langmuir y se muestran en la Figura 31 y la tabla 25.
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Figura 31: Linealizacion de la isoterma de biosorcion de Langmuir por
biomasa inactiva de la cepa BMA-04 Proteus sp.

Fuente: Elaboracion en base a resultados consignados en el anexo 5.J.

Tabla 25
Proceso de linealizacion de la isoterma de Langmuir para la biosorcién de plomo por

biomasa inactiva de la cepa BMA-04 Proteus sp.

Ecuacion de la Ceq/q = 0,0124Ceq+0,2475

isoterma
R? 0,9752
Pendiente (1/Qmax) 0,0124
Intercepto (1/Qmaxb) 0,2475
Qmax 80,6452
b 0,0501

Fuente: Elaboracion en base a resultados propios del anexo 5.J.
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b. Linealizacién de la isoterma de adsorcion segiin modelo de Freundlich

Los datos consignados en la tabla 24 fueron modelados segun la ecuacion de

Freundlich y se muestran en la Figura 32 y la tabla 26.
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Figura 32: Linealizacion de la isoterma de biosorcion de Freundlich por biomasa
inactiva de la cepa BMA-04 Proteus sp.

Fuente: Elaboracion en base a resultados consignados en el anexo 5.J.

Tabla 26
Linealizacion de la isoterma de biosorcion de Freundlich por biomasa inactiva de la
cepa BMA-04 Proteus sp.

Ecuacion de la isoterma Log q = 0,4000L0gCeq+1,0073

R? 0,8986
Pendiente (1/n) 0,4000
Intercepto (Log Kr) 1,0073
Ks 10,1695

n 2,5

Fuente: Elaboracion en base a resultados consignados en el anexo 5.J.
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De los procesos de linealizacion se obtiene que el coeficiente de determinacion R?
demuestra que el modelo de Langmuir (R?=97,52%) describe mejor el proceso de
biosorcion, en comparacion al modelo de Freundlich (R?>=89,86%), lo que indica
una uniformidad energética y sitios activos homogéneos en la superficie del
biosorbente. Ademas el modelo de Langmuir indica que existe una capacidad de
biosorcion maxima (Qmax) de 80,64 mg de plomo por gramo de biomasa inactiva de
la cepa BMA-04 Proteus sp., ademas el valor de b=0,0501 demuestra que existe
una gran afinidad hacia el metal, de esta manera se puede calificar a la biomasa de
la cepa bacteriana BMA-04 Proteus sp. como un biosorbente con buenas cualidades
para la remocion de plomo a partir de medios acuosos. En el anexo 6 se presenta la
capacidad méaxima de biosorcion de otros biosorbentes obtenidos por diferentes

autores.

3.6.4 Valoracion de los posibles sitios de unién del Pb en la biomasa bacteriana.
A continuacion los espectros obtenidos por espectroscopia por transformada de
Fourier (FTIR) de la biomasa antes y después de la biosorcion se muestran en

las figuras 33 y 34 respectivamente.
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Figura 33: Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) para la
biomasa de BMA-04 Proteus sp. antes del proceso de biosorcion de plomo

Fuente: Interpretacion propia del espectro

Laboratorio de Quimica Organica del departamento de Quimica-UNSAAC
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Figura 34: Espectroscopia de infrarrojos transformada de Fourier (FTIR) para la
biomasa de la cepa BMA-04 Proteus sp. después del proceso de biosorcion de plomo.
Fuente: Interpretacion propia del espectro

Laboratorio de Quimica Orgénica del departamento de Quimica-UNSAAC

La figura 33 muestra los principales grupos funcionales que conforman la
biomasa bacteriana de BMA-04 Proteus sp. El valor ubicado en 3392,8 cm™, es
atribuido al estiramiento vibracional de los grupos hidroxilos (-OH) y aminas
(N-H) el cual se percibe como una banda ancha. La banda a 2924.8 cm™!' fue
asignada a los alcanos (-CH2-). La banda a 1652,8 cm es caracteristico de los
alquenos (C=C). La banda a 1540,4 es asignado al grupo de las aminas (-NH-).
El pico a 1456,7 cm™! corresponde al acido carboxilico (CO-OH); a partir de este
punto hasta 500 cm corresponderia la zona de la huella dactilar y se puede
mencionar una importante banda que corresponde al carboxilato (COO") con un

pico de 1397,4 cm’'.

El espectro IR en la figura 34 muestra que la intensidad de los picos (de 4000 a
500 cm?) en la estructura bacteriana después del proceso de biosorcion
disminuye. Ademas se denota que la banda que representa a los grupos hidroxilo
y amina manifiesta un desplazamiento de 3392,8 cm™ a 3420,5 cm™!, el pico que

representa a los alcanos se desplaza de 2924.8 a 2923,6 cm™, el pico que
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representa a los alquenos sufrié un desplazamiento de 1652,8 a 1652,7 cm™!, la
banda de las aminas y el 4cido carboxilico no sufrieron desplazamiento alguno,
el pico que corresponde al carboxilato sufrié6 un desplazamiento de 13974 a
1385,3 cm'. La disminucion de intensidad y los desplazamientos se producirian
por la interaccion del plomo con estos grupos funcionales.

Se podria deducir que la biosorcion del plomo por biomasa inactiva de la cepa
BMA-04 Proteus sp. es llevada a cabo principalmente por sus grupos hidroxilo,
amina y carboxilato, por haber presentado un desplazamiento significativo de
sus bandas a través del espectro. Dicho desplazamiento indicaria también la
formacion de enlaces idnicos entre estos grupos y el cation Pb** que conllevaria
a clasificar a la biosorcion como un tipo de quimiosorcion en corroboracion a la

isoterma de Langmuir obtenida.
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Conclusiones

La concentracion de plomo en los sedimentos de lixiviados del botadero de

Haquira fue <0,5 ppm.

Se aislo las cepas BMA-01, BMA-02, BMA-03, BMA-04, BMA-05, de los
sedimentos de lixiviados del botadero Haquira, las cuales presentaron resistencia
a: 813,26; 500,47; 187.70; 875,82 y 875,82 mg/L de plomo respectivamente. Se

selecciond la cepa BMA-04, siendo identificada molecularmente como Proteus

sp.

Se obtuvo 0,565 g/L de biomasa seca de la cepa BMA-04 Proteus sp. mediante

un cultivo a 30°C por 30 horas.

. Fue posible la remocion de plomo en agua simulada mediante el proceso de
biosorcion usando biomasa inactiva de la cepa BMA-04 Proteus sp., bajo los
parametros Optimos: pH 5, tiempo de contacto 180 minutos y 1 g/L de biomasa
inactiva, con los que se obtuvieron 95,27% 89,71% 79,92% de biosorcion

respectivamente.

. La capacidad maxima de adsorcion (Qmax) fue 80,64 miligramos de plomo por
gramo de biomasa bacteriana, descrita por una isoterma Langmuir, que hace
suponer que el proceso se llevo a cabo por una quimiosorcion del plomo por medio
de intercambio i6nico entre este y los grupos hidroxilos, aminas y carboxilatos de
la pared bacteriana. Demostrando de esta manera que la remocioén de plomo es

posible mediante el proceso de biosorcion
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Recomendaciones

Realizar un estudio de la textura del suelo de Haquira para tener mayores
alcances sobre la interaccion suelo-metales pesados.

Evaluar el proceso de biosorcion con biomasa inmovilizada para incrementar la
superficie de adsorcion.

Evaluar la bioacumulacion de plomo con cepas resistentes a este metal.

Para realizar una identificacion de cepas bacterianas ambientales se sugiere la
aplicacion de sistemas de identificacion, métodos automatizados o moleculares
para una identificacion certera.

Optimizar la produccion de biomasa para la cepa en estudio, identificada como

BMA-04 Proteus sp.
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