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RESUMEN

La contaminacion del agua por metales pesados es un problema ambiental vigente, por lo
que contar con alternativas novedosas para su eliminacion es de suma importancia. La
biosorcion es considerada una tecnologia limpia, econémica y versatil, debido a que puede
adaptarse a las necesidades y condiciones de los sitios contaminados, puede ser utilizada
como una herramienta biotecnolégica para la restauracion de estos sitios. El objetivo de la
presente investigacion es evaluar la capacidad de remocion de metales pesados como el
Plomo (Pb) y el Cadmio (Cd) del agua, a través del uso de fibras de Agave angustifolia y un
consorcio bacteriano. El presente trabajo se desarrollé en el Laboratorio de Investigaciones
Ambientales del Centro de Investigacion en Biotecnologia de la Universidad Auténoma del
Estado de Morelos. La estrategia metodoldgica consistié en preparar soluciones de los
metales individuales (100 mg/L) y en mezcla, para evaluar su remocion mediante el empleo
de las fibras de Agave a las 0 y 24 horas. Posteriormente, se realizaron cinéticas de
crecimiento del consorcio bacteriano en presencia de las soluciones de Cd, Pb, y la mezcla
de ellos, se llevaron a cabo muestreos a las 0, 24 y 48 horas para determinar el porcentaje
de biosorcién de metales por las células bacterianas. Los resultados mostraron que las
fibras de A. angustifolia son capaces de adsorber el 80% del Pb, mientras que el consorcio
bacteriano present6 mayor adsorcion de Pb (49.4% en el tiempo 0) con respecto al Cd
(3.8% en el tiempo 0). En cuanto a la inoculacién del consorcio bacteriano sobre las fibras
resulté tener una mayor biosorcion de Pb (79.5%) en mezcla con Cd (34.9%) a las 48 horas.
De acuerdo con los resultados obtenidos del estudio se concluye que la fibra presenta
potencial como biosorbente para la remocion de Pb, sin embargo, su capacidad de
remocion disminuye en presencia de mezclas de metales. Por otro lado, el consorcio
bacteriano evaluado al igual que la fibra presenta mayor afinidad por el Pb, ademas es
capaz de remover mezclas de metales pesados (Pb y Cd) con una eficiencia superior al
50%. Contrario a lo que se esperaba, el proceso de inmovilizacion bacteriana sobre la fibra
no mejoro el proceso de biosorcidon por lo que se recomienda el uso de estos biosorbentes

de forma individual.

Palabras clave: Biorremediacion, consorcio bacteriano, fibras Agave angustifolia, metales

pesados.



ABSTRACT

Water pollution by heavy metals is a current environmental problem. Hence, having novel
alternatives for its elimination is of great importance. The biosorption is considered a clean,
economic and versatile technology, because it can be adapted to the needs and conditions
of the contaminated sites, it can be used as, a biotechnology tool for restoration of polluted
sites. This research aimed to evaluate the ability to remove heavy metals such as cadmium
(Cd) and lead (Pb) from water through the use of Agave angustifolia fibers and a bacterial
consortium. This work was carried out in the Environmental Research Laboratory at the
Biotechnology Research Center of the Autonomous University of the State of Morelos. The
methodological strategy consisted in preparing solutions for individual metals (100 mg/L)
and their mixture, in evaluating their removal by using Agave fibers at 0 and 24 hours.
Subsequently, growth kinetics of the bacterial consortium was performed in the presence of
Cd and Pb solutions and the mixture; sampling was carried out at 0, 24, and 48 hours to
determine the metal biosorption percentage by the bacterial cells. The results showed that
the fibers of A. angustifolia were able to adsorb 80% of Pb, while the bacterial consortium
showed higher adsorption of Pb compared to Cd. The A. angustifolia fibers, as well as the
bacterial consortium, can be used as biotechnological tools for the removal of heavy metals
from water, specifically Pb and Cd. Regarding the inoculation of the bacterial consortium on
the fibers, it was found to have a greater biodiffusion of Pb when mixed with Cd at 48 hours
(79.5%). According to the study results, it is concluded that the fiber has potential as
biosorbent for removing Pb. However, its removal capacity decreases in the presence of
metal mixtures. On the other hand, the bacterial consortium evaluated as well as the fiber
has a higher affinity for Pb, but is also capable of removing heavy metal mixtures (Pb and
Cd) with an efficiency higher than 50%. Contrary to what was expected, the process of
bacterial immobilization on the fiber did not improve the biosorption process, so it is

recommended to use these biosorbents separately.

Keywords: Bioremediation, bacterial consortium, Agave angustifolia fibers, heavy metals.
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1. INTRODUCCION

La mineria es una de las principales actividades econdmicas en México (Monreal y
Hernandez, 2015). Sin embargo, la industria minera genera residuos llamados jales.
Los cuales contienen altas concentraciones de metales pesados (MP) y elementos
toxicos (Cartaya et al., 2008). Los MP tienen un impacto negativo en el ambiente y
en la salud humana, ya que se incorporan al cuerpo humano a través de la
inhalacion, el consumo de agua o alimentos contaminados, causando
enfermedades he incluso la muerte (Tejada-Tovar et al., 2015). Asimismo, los MP
tienden a persistir indefinidamente en el ambiente, comprometiendo el bienestar y
equilibrio de la fauna y la flora existente, mediante su acumulacién e ingreso a la
cadena trofica (Akar et al., 2009; Tejada-Tovar et al., 2015). Ademas de ello es
importante mencionar la contaminacion de los cuerpos de agua superficiales,
subterrdneos y agua potable por MP. Especificamente, en el agua potable, los MP
rebasan los limites maximos permitidos establecidos en las Normas Oficiales
Mexicanas (NOM-127-SSA1-1994; NOM-001-SEMARNAT-1996; NOM-002-
SEMARNAT-1996). Los metales con mayor presencia en el agua destacan; cadmio
(Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), mercurio (Hg), niquel (Ni) y plomo (Pb) (Wang y Chen,
2009; Garcia et al.,, 2011). Generalmente la remocién de estos contaminantes
requiere de tecnologias efectivas, por lo que se han desarrollado técnicas de
limpieza que tratan esta problematica (Covarrubias et al., 2015). Existen
tratamientos de tipo fisicoquimico que utiliza las propiedades fisicas y/o quimicas
de los contaminantes o del medio contaminado, y de tipo biolégico en los cuales se
utilizan plantas, hongos, bacterias, microalgas, algas, fibras de origen vegetal,
cascaras de cereales o de frutas para remover los contaminantes (Caviedes-Rubio
et al., 2016). Esta estrategia bioldgica se llama biorremediacion y utiliza diferentes
sorbentes de origen biolégico (vivo o muerto) o mediante una combinacion de
biosorbentes, las cuales no dafian ni alteran el medio ambiente. La biorremediacion
se considera una tecnologia limpia, con bajos costos y versétil, porgue lo que puede
adaptarse a las necesidades de cada sitio. En el caso de la remocion de MP del

agua se ha desarrollado los procesos de biosorcién como en el 2018 Vera et al.,



donde utilizaron el bagazo de cafia de azlGcar como biosorbente donde se
obtuvieron porcentajes de remocién 97.76 para el Pb*?2y 81.35 para el Cd*2.

En estudios anteriores se ha comprobado que tanto las bacterias (Pina-Gonzalez,
s.f.) como las fibras naturales (Flores-Trujillo, 2016) tienen potencial para la
biosorcién de MP del agua, con un porcentaje alto de remocién para metales como
el Pb y Cd, los cuales son comunmente encontrados en los jales. Por tal motivo, y
con el fin de plantear una alternativa para la remocion de MP utilizando la
biorremediacion, en el presente trabajo se realizé un estudio de biosorcién de Pb y
Cd mediante el uso de un consorcio entre bacterias y las fibras de Agave angustifolia
para la extraccion de dichos metales presentes en el agua. Cabe destacar que las

bacterias fueron inmovilizadas sobre las fibras.



2. MARCO TEORICO

2.1. Mineria

En la Tierra existe una amplia variedad de recursos minerales que se encuentran
en forma sélida, liquida o gaseosa. Dichos recursos se acumulan en zonas
denominadas yacimientos, los cuales pueden encontrarse en la superficie o ser
subterrdneos (Monreal y Herndndez, 2015). En la mineria se extraen diferentes
minerales y es una actividad econémica que se conoce como primaria, ya que los
minerales se extraen directamente de la Tierra sin ser tratados previamente por el
hombre (Monreal y Hernandez, 2015). La mineria se divide en metalica y no
metalica. En la mineria metalica se realiza la extraccion del aluminio (Al), cobre (Cu),
hierro (Fe), magnesio (Mg), manganeso (Mn), niquel (Ni), oro (Au), plata (Ag),
platino (Pt), plomo (Pb), titanio (Ti), uranio (U) y zinc (Zn). Mientras que en la mineria
no metalica se extraen algunos elementos como el azufre (S), carbon (C) y algunos
compuestos como cloruros (CI), nitratos (NOz), 6xidos (O) y sulfuros (S°), entre
otros (Martinez, 2008).

El desarrollo de la tecnologia en la industria minera de procesos metallurgicos ha
permitido explotar considerables cantidades de minerales con valor comercial, sin
embargo, como resultado de la mineria se producen residuos denominados jales,
los cuales se generan en el proceso de concentracion de minerales, estos residuos
son de granulometria fina, que generalmente contiene concentraciones de sulfuros
metalicos de Ag, Cu, Pb, y Zn que son la fuente de elementos potencialmente
toxicos como los MP tales como Pb y Cd (Romero et al., 2007; Romero y Gutiérrez,
2010; Mussali-Galante, 2013).

2.2. Mineria en México

La mineria es una de las principales actividades econdmicas de México, la cual

contribuye con el cuatro por ciento del Producto Interno Bruto. A nivel mundial,



México se encuentra entre los 10 principales productores de diferentes minerales:
barita (BaSOa4), bismuto (Bi), cadmio (Cd), celestita (SrSOa4), cobre (Cu), cloruro de
sodio o comunmente conocida como sal (NaCl), fluorita (CaFz), grafito (C),
molibdeno (Mo), oro (Au), plata (Ag), plomo (Pb), yeso (CaS0a4.2H20), wollastonita
(CaSiO3) y zinc (Zn) (Monreal y Hernandez, 2015; Secretaria de Economia, 2020).
En México la industria minera se dedica principalmente a la produccién de Ag, Cu,
Pb y Zn concentrandose en los Estados de Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango,
Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, San Luis Potosi, Sinaloa,

Sonora y Zacatecas (Martinez, 2008).

2.3. Mineria en el estado de Morelos

El estado de Morelos es primordialmente un productor de minerales no metalicos,
ya que éstos se encuentran ampliamente distribuidos en su territorio. En el estado
de Morelos la obtencion de minerales metalicos se realiz6 Unicamente en la
localidad de Huautla del municipio de Tlaquiltenango; este yacimiento empezé a
explotarse por los espafioles a finales del Siglo XVII. Sin embargo, las actividades
mineras terminaron en los afios 80's, donde se extraia Ag y Pb, actualmente este
sitio se encuentra inactivo, por otra parte, en las cercanias de Tilzapotla se tienen
manifestaciones de oro (SGM, 2018). Durante el proceso de extraccion se
generaron grandes cantidades de residuos y de material no procesado que se
encuentra a la intemperie. Dichos residuos se encuentran al borde de arroyos y son
ricos en Pb, Cd y Mn (Martinez, 2008).

2.4. Metales pesados (MP)

Los MP se definen como aquellos elementos quimicos que presentan una densidad
igual o superior a 5 g/cm? cuando estan en forma elemental, o cuyo nimero atémico
es superior a 20 excluyendo a los metales alcalinos y alcalinotérreos. Algunos de
los MP son el Ag, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb y Zn (Navarro et al., 2007). El Pb y el Cd son



dos de los metales comunmente encontrados en los jales de Huautla Morelos (Solis-
Miranda, 2016), por lo que en este estudio son de gran interés.

La contaminacién por MP ocasionada por via antropica y natural, representa un
riesgo para la salud humana y el equilibrio ambiental, ya que los metales suelen
persistir indefinidamente en el ambiente. La toxicidad de los MP depende de la
especiacion quimica, persistencia, tendencia de acumulacion o bioacumulacion y
de su movilidad en el medio. Este ultimo se refiere a que los MP pueden encontrarse
en el suelo, aire y agua (Caviedes-Rubio et al., 2016; Covarrubias y Pefia-Cabriales,
2017).

La peligrosidad de los MP es aun mayor al no ser ni quimica ni biolégicamente
degradables. Los efectos adversos que causan estos elementos tanto en la salud
humana (toxicologia), como en los animales y plantas (ecotoxicologia) han sido

ampliamente estudiados (Montes, 2016).

2.4.1. Caracteristicas fisicoquimicas del plomo

El Plomo (Pb) es un elemento natural con un peso atdbmico de 207.2 g/mol se
encuentra en el grupo 14 (IVA) de la tabla periddica, es de color gris-azulado,
usualmente se encuentra combinado con dos o mas elementos para formar
componentes de plomo (ATSDR, 2007). Por su alta maleabilidad y ductilidad resulta
adecuado para diferentes aplicaciones, es resistente a la corrosion y se adapta
perfectamente al ser combinado con otros elementos que mejoran sus propiedades

qguimicas, fisicas y mecénicas (Amabilis-Sosa, 2015) (Tabla 1).
2.4.2. Caracteristicas fisicoquimicas del cadmio
El Cadmio (Cd) fue descubierto por Fredrich Stromeyer en 1817. Este metal forma

parte del grupo 12 (IIB) de la tabla periédica, con un peso atdbmico de 112.41 g/mol;

la forma i6nica del cadmio (Cd?*) esta usualmente combinada con formas iénicas



del oxigeno (6xido de cadmio, CdO), cloruro (cloruro de cadmio, CdCl2) o sulfuros
(sulfato de cadmio, CdSOa); se ha estimado que 300,000 toneladas de Cd son
liberadas al ambiente cada afio, de las cuales de 4,000 a 13,000 toneladas son
derivadas de las actividades humanas (ATSDR, 2008) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas quimicas del Plomo (Pb) y Cadmio (Cd)

PROPIEDADES QUIMICAS

48
Valencia 2,4 2
Estado de oxidacion +2 +2
Electronegatividad 1,9 1,7
Radio covalente (A) 1,47 1,48
Radio i6nico (A) 1,20 0,97
Radio atomico (A) 1,75 1,54
Configuracion electrénica [Xe]4f145d1°6s%6p? [Kr]4d05s2
Primer potencial de ionizacién
V) 7,46 9,03
Masa atomica (g/mol) 207.2 112,40
Densidad (g/ml) 11,4 8,65
Punto de ebullicion (°C) 1725 765
Punto de fusion (°C) 327,4 320,9

2.5. Efectos de los metales pesados en la salud humana

Los metales pesados pueden incorporarse al cuerpo humano a través de la
inhalacion de particulas, la ingestion de polvo, agua o alimentos contaminados o por
absorcion dérmica. Los efectos toxicos dependen del tipo de metal, de la
concentracion, tiempo de exposicion, salud del individuo, estado nutricional, vias de

exposicion y en algunos casos de la edad del individuo expuesto. No existe un nivel



de exposicion de metales que pueda considerarse seguro (Ferré-Huguet et al.,
2007; OMS, 2018).

2.5.1. Efectos del plomo en la salud humana

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2018) menciona que el Pb al ingresar
al cuerpo se distribuye por el organismo hasta alcanzar el cerebro, el higado y los
rinones, depositandose principalmente en dientes y huesos donde se acumula. En
mujeres embarazadas el Pb acumulado en los huesos es liberado hacia la sangre
siendo una fuente de exposicién para el feto. El Pb suele aprovechar el metabolismo

del Ca para sustituirlo, generando dafios a nivel celular (Navarro et al., 2007).

Para evaluar el grado de exposicion humana, se suele medir la concentracion de
Pb en sangre, como lo indica la NOM-199-SSA1-2000. La cual establece los niveles
de Pb en sangre y los criterios para proteger la salud de la poblaciéon expuesta no

ocupacionalmente, por ejemplo:

e El valor criterio para la concentracion de Pb en sangre en nifios, mujeres
embarazadas y en periodo de lactancia es de 10 mg/dl.
e El valor criterio para la concentracion de Pb en sangre para el resto de la

poblacién expuesta no ocupacionalmente es de 25 mg/dl.

Kakkar y Jaffery (2005) indican que los niveles de Pb en la sangre representan una
exposicién reciente, mientras que los niveles de Pb en hueso indican una exposicién
cronica. De acuerdo con el Departamento de Salud y Servicios Humanos (DHHS
por sus siglas en inglés) y la Agencia de Proteccién Ambiental (EPA por sus siglas
en inglés) han sefalado que el Pb es posiblemente carcinogénico en seres
humanos. Sin embargo, la IARC especifica que el Pb inorganico es probablemente
carcinogénico para el humano. Por otra parte, no hay suficiente informacién para
determinar si los compuestos organicos del Pb pueden producir cancer en seres
humanos (ATSDR, 2012).



2.5.2. Efectos del cadmio en la salud humana

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2013) menciona que el efecto del Cd
en el organismo humano se relaciona con las cantidades, el tiempo de exposicion y

con la via de entrada del metal.

e En exposicion aguda se observa neumonitis y edema pulmonar,
gastroenteritis, nduseas, vomito, dolor abdominal, diarrea y fallo renal.
También puede causar aberraciones cromosomicas, efectos teratogénicos y
congénitos. Cabe mencionar que el Cd en el rifidn (tubulos renales) se puede
acumular hasta por 30 afios (Londofio-Franco et al., 2016).

e En exposicion cronica se presenta anemia, disfuncion renal, calculos
renales, osteoporosis, osteomalacia, trastornos respiratorios, hipertension,
trastornos nerviosos, pérdida de peso y apetito, cancer de préstata y pulmon
(Londofio-Franco et al., 2016).

La Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC por sus siglas en
inglés), la DHHS, y la EPA han determinado que el Cd y los compuestos de Cd son

reconocidos como carcinogénicos para los seres humanos (ATSDR, 2012).

2.6. Efecto de los metales pesados en el ambiente

La actividad minera ha tenido grandes repercusiones en el ambiente, debido a la
generacion de residuos conocidos como jales (Montes, 2016). Un ejemplo claro de
estos residuos son los de tipo inorganico disueltos como los metales pesados (MP),
ya que alteran de manera significativa las condiciones naturales de un ecosistema
(Amabilis-Sosa, 2015).

La rapida industrializacion ha ocasionado el aumento de la disposicion de los MP

en los ecosistemas, su uso extensivo durante las Ultimas décadas, inevitablemente



origina un aumento en el flujo de sustancias metalicas hacia los ambientes acuéaticos
(Fuy Wang, 2011).

Las altas concentraciones de MP, tales como el As, Cd, Cu, Pb y Zn, en los cuerpos
de agua y agua potable pueden atribuirse a la mineria, causando un impacto en el
ambiente. Estas sustancias toxicas tienden a persistir indefinidamente en el
ambiente, comprometiendo el bienestar y equilibrio de la fauna y la flora. Asimismo,
los MP pueden ingresar y acumularse a las cadenas tréficas (Tejada-Tovar et al.,
2015).

El saturnismo (también conocido como plumbosis o plombemia) es una enfermedad
causada por la intoxicacion por Pb y suele afectar a humanos y a los animales. Este
metal puede producir anemia, debido a que la presencia de Pb bloquea la sintesis
de hemoglobinay altera el transporte de oxigeno a la sangre y a los demés 6rganos
del cuerpo (Azcona-Cruz et al., 2015; Onteniente et al., 2017). Los signos clinicos
mas significativos se presentan en el sistema digestivo y en el nervioso. Algunos
organismos, como los crustaceos y otros invertebrados, son muy sensibles al Pb
(en vertebrados el exceso de Pb cuando se deposita en los huesos y mientras que,
en estos organismos al no poseerlos, el Pb se distribuye por el organismo), y en
muy pequefias concentraciones les causan graves mutaciones. Por ejemplo, en
crias de crustaceos se ha detectado saturnismo cronico. Los cuales presentaban
extremidades mas largas, deformidades en otras y un comportamiento agresivo y
poco coordinado llegando a producirse automutilaciones y auto laceraciones
multiples. Lo que fue atribuido a alteraciones genéticas generadas por la
contaminacion por Pb (Mufioz, 2012). Por otra parte, Carneiro et al. (2015) indican
qgue las poblaciones silvestres de buitres leonados de la Peninsula Ibérica, por su
posicion en la cadena trofica y sus habitos alimenticios, se encuentran expuestas a
la acumulacion de MP en sus tejidos, presentando una alta presencia de Pb, que

afecta a su sistema inmunoldgico y su funcién reproductora.
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Con respecto al Cd, este es considerado uno de los elementos mas peligrosos
particularmente por su caracter acumulativo. En el ambiente, las plantas y algunos
animales, absorben el Cd eficazmente y lo concentran en sus tejidos. Entre los
efectos de envenenamiento por Cd mejor conocidos y documentados, se encuentra
el dafio severo en el ADN y el estrés oxidante producido en los lipidos (Navarro et
al., 2007).

2.7. Contaminacion del agua por metales pesados

La calidad del agua promueve la salud humana y un equilibrio ambiental, el agua
apta para uso y consumo de todas las especies debe cumplir con parametros
minimos que se establecen para reducir el riesgo de alguna enfermedad. La calidad
del agua se ve comprometida a consecuencia de diversas actividades ya sean
naturales o antropogénicas que tienden a alterar su estructura, composicion y

funciones (Hernandez-Vazquez, 2014; Caviedes-Rubio et al., 2016).

La calidad del agua es afectada como consecuencia de actividades antropogénicas
como la mineria, que produce consecuencias adversas sobre el agua, cambiando
su valor para el hombre y la biota. La mineria produce residuos que contienen MP
y éstos terminan transfiriéndose al ambiente debido a su incorrecto tratamiento o
disposicion final. Entre los MP mas susceptibles de presentarse en el agua se
destacan el Cd, Cu, Cr, Hg, Ni y Pb. Los cuales pueden ser acumulados en los
distintos eslabones de la cadena trofica, e incluso trasladados a sitios muy alejados
del punto de origen de la contaminacion, usualmente a través del agua. Estos
procesos traen consecuencias ambientales graves para el ecosistema y para la
salud humana (Wang y Chen, 2009).

Ademas, los metales pueden abandonar un suelo por volatilizacion, disolucion,
erosion o lixiviado, y acumularse en los organismos. Dicha acumulacién ocurre
cuando los MP pueden ser asimilables, es decir cuando se encuentran en forma

soluble (Galan y Romero, 2008). El Cd existe en forma de ion libre o como complejo
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i6nico asociado a otras sustancias inorganicas u orgénicas. Los compuestos de Cd
solubles se movilizan en el agua, mientras que los insolubles se depositan en el
sedimento (ATSDR, 2012).

El aumento de concentracién de MP en los cuerpos de agua se debe principalmente
a la contaminacion directa y de origen industrial o0 minero. Ademés de ello, los
lixiviados de vertederos o vertidos de aguas residuales también pueden ser una
fuente de contaminaciéon. Ademas, en algunos casos el agua puede sufrir un
proceso de enriquecimiento natural en MP al atravesar acuiferos formados por rocas

gue los contienen (Bonilla et al., 2014).

Las actividades mineras de metales no ferrosos son la principal fuente de liberacion
de Cd (por ejemplo; el Cd es el subproducto de la obtencién de Zn) al medio
acuatico. La contaminacion de agua con Cd también puede deberse al drenado de
las minas, aguas residuales del procesamiento de los minerales, derrames de los

depdsitos de desechos, entre otros.

El caso de contaminacion por Pb mas significativo en México fue registrado en 1999,
en la poblacion infantii de Torredn, Coahuila. Se reportaron casos de
envenenamiento por Pb proveniente de actividades industriales, cuyos residuos
incorporan este metal a la cadena alimenticia y al agua. Esto provoco la afectaciéon
de docenas de nifios y nifias, ya que habian presentado niveles sumamente altos
de Pb en sangre (mas de 70 pg/dL). En algunos casos se encontraron
concentraciones de Pb de 90 y hasta de mas de 100 ug/dL (Valdés y Cabrera,
1999).
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2.7.1. Legislacion en materia de contaminacion del agua por metales

pesados

Una de las principales causas de la contaminacion de los ecosistemas acuéticos se
deriva de las descargas de aguas domésticas e industriales, en su mayoria sin
tratamiento alguno o muy deficiente. Lo que ha provocado que una amplia variedad
de compuestos organicos e inorganicos entre ellos los MP se encuentren presentes
en el agua. En México, se ha desarrollado legislacion para regular las actividades
desempeiiadas por los sectores tanto privado como publico. La regulacion a causa
de la contaminacion por MP en recursos hidricos, es importante ya que compromete

severamente la salud, seguridad alimentaria y ambiente a nivel global y local.

Dentro de la legislacion, las concentraciones de MP en el agua estan reguladas de
acuerdo a la NOM-127-SSA1-1994 (modificacion en DOF junio del 2000). La cual
tiene como objetivo la salud ambiental, agua para uso y consumo humano-limites
permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para su
potabilizacién. Por otro lado, la NOM-001-SEMARNAT-1996 (modificacion en DOF
enero del 2018) también establece los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales.
Finalmente, la NOM-002-SEMARNAT-1996 (modificacién en DOF abril de 1998)
establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de

aguas residuales a los sistemas de alcantarillado urbano o municipal (Tabla 2).
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Tabla 2. Limites maximos permisibles de metales pesados en agua de acuerdo a las normas mexicanas.

NOM-002-
NOM-127-SSA1-1994 NOM-001-SEMARNAT-1996 SEMARNAT-
(mg/L) (mg/L) 1996
(mg/L)
. EMBALSES NATURALES Y ARTIFICIALES
RIOS (P.D) (P.D) AGUAS COSTERAS (P.D)
» Explotacion
Uso en Uso Proteccion Uso en Uso
. - . . s pesquera - . .
Metales Agua potable riego publico de vida riego publico » Recreacién | Estuarios Alcantarillado
] ) navegacion
agricola | urbano acuéatica agricola urbano
y otros usos
Arsénico 0.20 0.4 0.2 0.2 0.4 0.2 0.2 0.4 0.2 0.75
Cadmio 0.005 0.4 0.2 0.2 0.4 0.2 0.2 0.4 0.2 0.75
Cobre 2.00 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.1 6.0 6.0 15
Cromo 0.05 15 1.0 1.0 15 1.0 1.0 1.5 1 0.75
Mercurio 0.001 0.02 0.01 0.01 0.02 0.01 0.02 0.02 0.02 0.015
Niquel 4 4 4 4 4 4 4 4 6
Plomo 0.025 1 0.4 0.4 1 0.4 0.4 1 0.4 15
Zinc 5 20 20 20 20 20 20 20 20 9

Promedio Diario (P.D): Es el valor que resulta del andlisis de una muestra compuesta, tomada en un dia representativo del proceso generador
de la descarga.
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2.8. Alternativas paralaremocidén de metales pesados en el agua

A diferencia de los contaminantes organicos, los MP presentan desafios, debido a
que no es posible degradarlos, por lo que generalmente la remocién de estos
contaminantes requiere de tecnologias efectivas, por lo que se han desarrollado
técnicas de limpieza que tratan esta problematica (Covarrubias et al., 2015).

Existen diversos procedimientos tanto fisicos, quimicos y biologicos para la
remocion de MP en agua. Las técnicas que habitualmente se emplean en un
tratamiento fisicoquimico para la remocion de estos contaminantes se encuentran:
la filtracidn por membrana, osmosis inversa, nanofiltracién, intercambio i6nico o la
precipitacion quimica. Las cuales, aunque son efectivas, presentan desventajas
para el ambiente, ya que suelen tener efectos negativos para él, tales como son la
utilizacién de sustancias toxicas que generan lodos. Sin embargo, remocién de MP
a través de tratamientos biolégicos, como la biorremediacion, se ha convertido en
una de las alternativas de tratamiento para las aguas contaminadas con MP. Estas
técnicas presentan un enorme interés debido a la variedad de métodos de
eliminacion de metales de sitos contaminados. Entre ellos destaca la
fitorremediacion que es una técnica que aprovecha la capacidad de algunas plantas
para acumular compuestos xenobioticos. Otros microorganismos utilizados en la
biorremediacion son hongos, bacterias, microalgas, algas, fibras de origen vegetal,
cascaras de cereales o de frutas como biosorbentes (Caviedes-Rubio et al., 2016).
En la Tabla 3 se muestran las ventajas y desventajas de un tratamiento biolégico en

comparacion a un metodo fisicoquimico.
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Tabla 3. Ventajas y desventajas del tratamiento fisicoquimico y biol6gico (Mena y
Campos, 2016).

METODOS VENTAJAS DESVENTAJAS

1) En ocasiones, la remocién de
metales es incompleta y son
ineficaces cuando los metales se
encuentran en bajas
concentraciones en la solucion

o tratada.
a) Operacién simple.

. o b) Alta selectividad. _
Fisicoquimicos y reactivos.
c) Algunos emplean wun

2) Altos requerimientos de energia

) . 3) En algunos casos utilizan
espacio pequenio. _
sustancias que no son deseables
para el ambiente.

4) Casi siempre son especificos
para un ion.

5) El producto final es un lodo con

alta concentracion de metales.

a) Mas amigables con el

ambiente. 1) Se generan lodos.

b) Bajo costo de manera | 2) Requieren mayores tiempos de
Bioldgicos general. tratamiento.

(Biorremediacion) | c) Se minimizan los lodos | 3) Es necesario Vverificar la

guimicos. toxicidad de intermediarios y/o

d) Recuperacién del metal. productos.

e) Alta especificidad.

2.9. Biorremediacion
La biorremediacion es un proceso biotecnologico donde se utilizan materiales de

tipo bioldgico, ya sea vivos o inertes, como plantas, hongos, bacterias, microalgas,

algas, fibras de origen vegetal, cascaras de cereales o de frutas, para remover y
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recuperar sustancias contaminantes del ambiente. Estos procesos consisten en
retener los metales toxicos, que van a las estructuras externas e internas de la célula
o del material biolégico a usar por procesos de intercambio idnico independiente del

metabolismo celular (Mena y Campos, 2016; Garzén et al., 2017).

De acuerdo con Alba et al. (2011) existen cinco factores criticos que deben ser
considerados cuando se evalla el uso de las técnicas de biorremediacion como
método de limpieza para un residuo determinado, los cuales se describen a

continuacion:

e Lamagnitud, latoxicidad, y lamovilidad de contaminantes. Es necesario
gue el lugar sea investigado y caracterizado para determinar:

e La extension horizontal y vertical de contaminacion.
e Las clasesy las concentraciones de contaminantes en el sitio.
e La movilidad de los contaminantes, que en parte depende de las

caracteristicas geologicas del sitio.

e Laproximidad de receptores humanos y ambientales. En cualquier caso,
el uso de las diferentes técnicas de biorremediacién no debe implicar el
aumento de riesgos tanto para los receptores ambientales como para los

receptores humanos.

e Degradabilidad de los contaminantes. La biodegradabilidad de un
compuesto es generalmente alto si el compuesto ocurre de forma natural en
el ambiente. La tasa y la extension para la cual el compuesto es metabolizado
en el ambiente esta a menudo determinado por la disponibilidad de

aceptadores de electrones y otros nutrientes.
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e Usos futuros del lugar. Un factor critico en decidirse si la biorremediacion
es la tecnologia apropiada es saber si se van a reducir los riesgos hasta

niveles aceptables de la tasa y la extension de degradacion.

e Monitorear el procedimiento. A partir de muestreos por intervalos de tiempo
de conveniencia para el tipo de tratamiento. Es importante reconocer que los

procesos bioldgicos son dinamicos y el dado conocimiento actual.
2.9.1. Biosorcion

La biosorcion es un proceso fisico-quimico que se utiliza para remover sustancias
0 compuestos de algun medio liquido, tales como la remocion de MP del agua. En
particular, en la biosorcion se usa como sorbente diferentes materiales de origen
biolégico (vivo o inerte), tales como: algas, hongos, bacterias, cascaras de frutas,
productos agricolas y algunos tipos de biopolimeros. El material biol6gico utilizado
para estos fines se denomina biosorbente. Estos materiales son de bajo costo y se
encuentran en gran abundancia en la naturaleza, ademas, su transformacion a
biosorbente no es un proceso costoso (Tejada-Tovar et al., 2015). La biosorcion es
un proceso que incluye los fenbmenos de adsorcion, donde las particulas se
adhieren a la superficie, y absorcién, donde las particulas se encuentran en el

interior del material, como se muestra en la figura 1.

S O
& @
. iO O
BEe° 0 0_g
Adsorcion Absorcion

s %Oo v
0060

Sorcion

Figura 1. Proceso de biosorcion (Viades, 2013).
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2.9.2. Utilizacién de fibras naturales como biosorbentes para la
biorremediacion del agua por presencia de metales pesados

Existen dos tipos de fibras naturales: las animales y las vegetales. En particular, las
fibras de origen vegetal son estructuras de celulosa, el cual es el polimero de azucar
ma&s comun en las estructuras de soporte de las plantas, por lo que las fibras tienen
su base en este material (Baldedn, 2013). Existen diferentes fibras naturales, que
no dafan al ambiente ni a la salud humana; ademas de ser un procedimiento de

bajo costo econdémico.

La biosorcién a través de fibras consiste en la captacion de metales por mecanismos
fisicoquimicos como la adsorcion o el intercambio i6nico. Dichas fibras estan
constituidas principalmente por celulosa, lignina y hemicelulosa. Las cuales tienen
un alto contenido de grupos hidroxilo, permitiendo una buena habilidad del
adsorbente para unir metales. Ademas, presentan otros grupos funcionales como
carboxilo, amino, amido, alcoholes y éster que interactian con los metales (Hidalgo-
Reyes et al., 2015; Flores-Trujillo, 2016).

Un compuesto importante que caracteriza a la mayoria de las fibras es la lignina, el
cual es un polimero natural con una estructura tridimensional muy compleja, y que
presenta varias ramificaciones de grupos hidroxilo (Baldeén, 2013). El estudio de
Lee y Rowell (2004) mostr6 que la lignina de las fibras tiene un papel importante en

el proceso de adsorcidon de cationes metélicos.

2.9.3. Utilizacién de bacterias para la biorremediacion del agua por

presencia de metales pasados

Adicionalmente las bacterias pueden presentar caracteristicas para la remociéon de
metales e interactuar con altas concentraciones de estos. La interaccion inicial entre
los microorganismos y los metales ocurre por atraccion electrostatica entre los iones

cargados en la solucion y los grupos funcionales de la superficie celular bacteriana.
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Aunque las bacterias Gram positivas y Gram negativas difieren en la estructura de
la pared celular, el potencial para la biorremocion es similar, debido a la composicién
de la superficie celular que intervienen en este proceso. La pared celular son
polimeros estructurales y extracelulares, con un alto contenido de aniones como los
carboxilos, hidroxilo, fosfato y sulfhidrilo. Los cuales constituyen grupos funcionales
que interactian con los metales, atrapandolos en su estructura, entre estos
mecanismos resaltan la bioadsorcion y la bioacumulacion. La bioadsorcidon consiste
en la captacion de metales que lleva a cabo una biomasa completa (viva o inerte),
a través de mecanismos fisicoquimicos como la adsorcion o el intercambio iGnico
(Salgado et al., 2015). Mientras que la bioacumulacién se refiere al aumento de la
concentracion de cualquier sustancia en el organismo como consecuencia de la

exposicion prolongada y continua (La Colla, 2016).

Las bacterias aisladas de jales tienen la capacidad de llevar a cabo la adsorcion de
MP en el agua, lo cual representa una alternativa para utilizarlas como una
tecnologia para la biorremediacion (Baldeén, 2013). Un ejemplo es el estudio
realizado por De la Cruz et al. (2015), cuyo objetivo fue evaluar la capacidad de
bioadsorcién de Cd y Pb por Serratia marcescens MBA-2T. Esta cepa alcanzo6
valores de resistencia con Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de hasta 16,000
mg/L y de 800 mg/L para Pb y Cd, respectivamente. Mientras que en la eficiencia
de bioadsorcién se determiné que la cepa es capaz de remover el 99.9% para Cd y
61.3% para Pb. Posteriormente en el estudio de Wu et al. (2016) se identifico a la
cepa Bacillus cereus S5, la cual tuvo una alta resistencia al Cd, superior al 80% para
la remocion de este metal. En la Tabla 4 se muestran algunos biosorbentes

reportados con la capacidad de remocion de MP.
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2.9.3.1. Consorcio bacteriano

El consorcio bacteriano se refiere a las comunidades de bacterias que interactian
en conjunto. Los consorcios mantienen compatibilidad metabdlica y ecoldgica.
Cuando los factores ambientales permiten la coexistencia cercana entre estos, las
bacterias que viven en asociaciones pueden resistir a cambios ambientales y lograr
estabilidad. La formacion de consorcios bacterianos se debe a que este tipo de
bacterias presentan un estilo de vida que permite el flujo ciclico de nutrientes de
forma mas efectiva y eficiente que en poblaciones individuales. Por lo tanto, los
microorganismos se desarrollan de forma diferente en forma individual y en

consorcio (Arias et al., 2016).

2.9.4 Inmovilizacién bacteriana

La inmovilizacion celular puede ser definida como la ubicacidn fisica de células en
un espacio o regidn especifica, de forma natural o inducida. En la cual son capaces
de mantener una actividad catalitica deseada, gracias a procesos de adherencia a
superficies 0 a otros microorganismos, debido a estructuras celulares o a sustancias
que estos mismos segregan. La inmovilizacion de las bacterias de forma artificial o
inducida, puede deberse al quedar atrapadas en los espacios o poros de fibras y
geles. La estabilidad catalitica puede ser mayor para células inmovilizadas que para
células libres y algunos microorganismos inmovilizados toleran concentraciones
mas altas de compuestos toxicos que su contraparte no inmovilizada. La
inmovilizacion de microorganismos es utilizada como una estrategia para mejorar
los sistemas de tratamiento de aguas contaminadas (Garzén-Jiménez y Barragan-
Huerta, 2008). En el afio 2017, Fernandez-Lo6pez et al., encontrdé un aumento en la
degradacion del Metil paration mediante la inmovilizacion de Burkholderia sp. (Esta
bacteria fue aislada de suelos agricolas) en fibras de Opuntia sp. y Agave sp. Los
resultados indicaron un aumento significativo en la hidrélisis de Metil Paration y
degradacion de p-nitrofenol con células inmovilizadas en comparacion con cultivos

de células libres.
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Tabla 4. Biosorbentes con la capacidad de remocion de Plomo y Cadmio.

BIOSORBENTE

PORCENTAJE DE
REMOCION RESPECTO A

LA CONCENTRACION
ADICIONADA (%)

REFERENCIA

Bacterias
Serratia marcescens M8A-2T 61.3 De la Cruz et al., 2015
Bacillus sp. 95 Pérez-Cordero et al.
Bb 2015
Plantas
Furcraea andina 94 Baldedn, 2013
Algas
Ascophyllum nodosum 90 Borja et al., 2015
Bacterias
Serratia marcescens M8A-2T 99.9 De la Cruz et al., 2015
Bacillus cereus S5 80 Wu et al., 2016
Cd Plantas
Furcraea andina 75-85 Baldedn, 2013
Algas
Sargassum muticum 95 Lodeiro et al., 2004
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS

Solis-Miranda (2016) aisl6 24 cepas de jales ubicados en Huautla, Morelos, a cuyas
cepas se les realiz6 tincion de Gram y CMI de Cd, Mn, Pb y Zn. Los resultados de
la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) mostraron que las cepas J1M4 y la J2B2
presentaron una alta capacidad de resistencia a MP. La cepa J1M4 mostré una CMI
en Pb: 30,000 mg/L, Cd: 2,560 mg/L, Mn: 24,320 mg/L y Zn: 1,800 mg/L. Mientras
que la cepa J2B2 mostro una CMI en Pb: 30,000 mg/L, Cd: 5,120 mg/L, Mn: 35,000
mg/L y Zn: 450 mg/L. Estos metales suelen ser muy toxicos a bajas
concentraciones, pero estas cepas presentaron la capacidad de resistencia a estos
MP, por lo cual estas cepas resultan de gran interés por el potencial para remover

MP de sitios contaminados.

Flores-Trujillo (2016) evaluo la eficacia de remocién de Cd, Pby Zn por las fibras de
Agave sp., Luffa sp., Opuntia sp., y Saccharum sp. Las cuales fueron utilizadas
como biosorbente en una solucion acuosa con los MP antes mencionados. Los
resultados, mostraron que las mejores fibras para adsorber el Pb fueron el Agave
sp., y la Opuntia sp., mostrando un porcentaje de adsorcion por arriba de 80%. Para
el caso de Cd la fibra de Agave sp., present6 la capacidad de adsorcion entre el 79
al 85%. También se observa que Opuntia sp., adsorbe Zn, con valores entre 97-
99%, seguido del Agave sp. (32-78% Zn). Por lo cual concluyé que las fibras

presentan la capacidad de absorber MP.
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4. JUSTIFICACION

La mineria es una de las actividades econémicas que contribuye, en gran medida,
al desarrollo econémico a nivel mundial. Sin embargo, el impacto que provoca en la
salud humanay en el ambiente se debe a la liberacion de elementos potencialmente
toxicos, durante y al final del proceso de extraccion de los minerales, ya que como
resultado de la mineria se producen jales mineros. Tales residuos contienen metales
pesados (MP) como el Pby el Cd, que son sustancias toxicas. Estos tienen impactos
negativos para la salud humana y el ambiente, ya que contaminan los cuerpos de
agua subterrdneos y superficiales, y en ocasiones rebasan los limites permisibles
establecidos en las Normas Oficiales Mexicanas. Por lo anterior, es necesario contar
con técnicas eficientes de remocidén de metales del agua, como la biorremediacion.
La utilizacion de bacterias y fibras naturales previamente estudiadas por su
capacidad de remocion de MP del agua, ofrece una alternativa, poco costosa,
eficiente y reproducible en distintos cuerpos de agua contaminados por Pb y Cd
para su posible eliminacion. Por ello, en el presente trabajo se evalla la capacidad
de remocion de Pby Cd en el agua, a través de un consorcio bacteriano inmovilizado
sobre fibras de Agave angustifolia. La realizacion del presente trabajo fue importante
porque generdé informacion sobre nuevas estrategias para la remediacion de aguas
contaminadas. Lo que permitira reducir el impacto de los MP sobre el ambiente y la

salud de los organismos.
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5. HIPOTESIS

Si bacterias aisladas de los jales mineros de Huautla, Morelos presentan tolerancia
a altas concentraciones de Pb y Cd, es posible que algin proceso de biosorcion
esté involucrado, mientras que la fibra de Agave angustifolia es capaz de adsorber
estos metales en el medio acuoso, entonces la utilizacion de bacterias inmovilizadas

sobre la fibra aumentara la remocion de tales metales.

6. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de remocion de Pb y Cd en el medio acuoso, a través de un

consorcio bacteriano inmovilizado sobre fibras de Agave angustifolia.

6.1. Objetivos particulares

1. Determinar la capacidad de adsorcién de los metales contenidas en
medio acuoso por las fibras de Agave angustifolia, de manera individual
y en mezcla.

2. Determinar la capacidad de remocién de los metales Pb y Cd por el
consorcio bacteriano aislado de jales mineros, de manera individual y en
mezcla.

3. Evaluar la remocion de Pb y Cd por el consorcio bacteriano inmovilizado

sobre las fibras de Agave angustifolia, de manera individual y en mezcla.
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7. METODOLOGIA

En la figura 2 se muestra el disefio experimental depara cumplir los objetivos del

presente trabajo.

|

|Objetivo 1} METODOLOGIA Objetivo 3
Objetivo 2
[Fibra de Agave angustifolia ] [ Consorcio inmovilizado sobre fibra de Agave angustifolia ]

Agitacion

Agitacion

24 Horas m >4 Horas
48 Horas }lgestlon 48 Horas Digestion
Medir la concentracién de los metales Medir la concentracién de los metales Se medira la concentracién de los metales
- En la solucion - En el medio de cultivo - El medio de cultivo
- En la fibra (digestion acida) - En la biomasa bacteriana -En el consorcio inmovilizado sobre la fibra
- Analisis estadisticos (digestion acida) (digestién acida)
Analisis estadisticos - Andlisis estadisticos

/

| Espectrofotometro de Absorcién Atémica |

Figura 2. Diagrama general de la metodologia.

7.1. Agave angustifolia

La determinacion taxondmica de Agave angustifolia fue a través del apoyo del M.
en C. Alejandro Flores Morales de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (FCB) de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM), por medio de claves

taxonémicas.

Agave angustifolia es una planta ampliamente utilizada en México para la
produccion de tequila y mezcal. Durante su produccién se generan grandes
cantidades de desechos de fibras (Fernandez-Lopez, 2016). Este residuo produce
problemas ecologicos dado a que se considera una fuente de contaminacion
atmosférica, debido a la quema y molienda de las pifias de las cabezas de agave

(Flores-Trujillo, 2016). Las pencas de A. angustifolia constituyen unos de los
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materiales de desechos durante la produccién de tequila y mezcal. Si tenemos en
cuenta que las pencas constituyen el 50% de la planta entonces podriamos decir
gue cada afo se generan grandes cantidades de residuos que pueden ser usados
para la inmovilizacion celular (Fernandez-Lopez, 2016). Por otro lado, Flores-Trujillo
(2016) ha reportado que las fibras de A. angustifolia pueden ser utilizadas como

biosorbentes para la remocion de MP.

7.2. Obtencion de las fibras de Agave angustifolia

Para obtener la fibra se realizd la colecta de las hojas de A. angustifolia en las
instalaciones de la UAEM, una vez colectadas fueron trasladadas al Laboratorio de
Investigaciones Ambientales del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CEIB),
donde fueron retiradas las espinas y cortadas en secciones de aproximadamente
en 30 cm. Posteriormente, se esterilizaron durante 20 minutos, una vez finalizado
este proceso, se maceraron dejando al descubierto la fibra y retirando la pulpa.
Finalmente, la fibra fue lavada con agua destilada para su posterior secado

aproximadamente 72 horas a 28°C.

7.3. Metales pesados utilizados

Las soluciones de MP fueron preparadas utilizando Sulfato de Cadmio tri-hidratado
(CdS04.8/3H20, J.T. Baker) y Nitrato de Plomo (Pb(NOs). Baker Analyzed),
afiadiendo al medio de cultivo 0.020 mg de Cd y 0.025 mg de Pb para alcanzar una
concentracion final de 100 mg/L en agua destilada. Este procedimiento se realizé
con la finalidad de observar el comportamiento del biosorbente frente a estos dos

metales de manera individual y en mezcla.
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7.4. Consorcio bacteriano

Pina-Gonzalez (s.f.), utiliz6 una de las bacterias denominada J1M4, la cual fue
identificada como Bacillus pumilus, al realizar la determinacion de concentraciones
minimas inhibitorias se observé que presenta resistencia a Pb y Cd a una
concentracion de 30,000 y 100 mg/L, respectivamente. Dicha cepa fue utilizada para
evaluar su comportamiento al estar en contacto con Pb y Cd. Sin embargo, la cepa
se encontré en presencia de otra cepa bacteriana, la cual no fue determinada. De

manera que se decidio realizar los experimentos con el consorcio bacteriano.

7.5. Biosorcion de plomo y cadmio de manera individual y en mezcla

utilizando las fibras de Agave angustifolia

Para la biosorcion de Pb y Cd de manera individual y en mezcla utilizando las fibras
de Agave angustifolia se planteé el disefio experimental mostrado en la Tabla 5.
Para ello, se utilizaron matraces Erlenmeyer con una capacidad de 125 mL, se
colocaron 75 mL de las soluciones utilizadas como fuentes de MP mencionadas
anteriormente, de manera individual y en mezcla, a una concentracién de 100 mg/L
en agua destilada (Flores-Trujillo, 2016) (Tabla 6). Se midi6 el pH de las soluciones
con la finalidad de verificar el pH acido con un rango de 5 a 5.5 para que los metales
no se precipiten. También se tomo una alicuota de 5 mL de cada matraz para medir
la concentracion inicial de MP a las 0 horas. Posteriormente, a estos matraces se
les agregaron 0.5 g de la fibra de A. angustifolia y se colocaron a una temperatura
de 30°C en agitacion continua a 100 rpm. Después, a las 24 horas cada matraz se
filtr6 con el fin de separar la solucién con metales del biosorbente para medir la
concentracion de los metales (Flores-Trujillo, 2016). Posteriormente, se realizo la
digestion de las muestras de la siguiente manera: el biosorbente se dejé secar en
un horno a una temperatura de 30°C por 48 horas y se sometié a una digestion
acida, donde se pes6 0.25 g de la fibra en peso seco, se colocé en el matraz Kjeldahl
agregandole 10 mL de acido nitrico (HNOs) y se sometid a una temperatura de 85°C
en una parrilla de calentamiento dentro de la campana de extraccion. Después del
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proceso de digestion, las muestras fueron filtradas y aforadas a 50 mL con agua
destilada para finalmente determinar la concentracién de MP retenidos en la fibra
mediante un espectrofotdmetro de absorciéon atémica (GBC-908-AA, Scientific
Equipment, (Tabla 6)). Cabe sefalar que todos los experimentos fueron realizados

por triplicado.

Finalmente, con el propdsito de determinar la capacidad de adsorcion de los metales
Pby Cd por las fibras de Agave angustifolia contenidas en medio acuoso, de manera
individual y en mezcla al inicio y al final del experimento, se realizaron los analisis
estadisticos con el resultado del porcentaje promedio de tres réplicas y cada una
muestra el valor de la desviacion estandar. Se aplicO una prueba paramétrica
“‘“ANOVA” para determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos.
Los andlisis estadisticos se realizaron en el software JMP. En los analisis se
consideraron un valor significativo de p <0.05.

Tabla 5. Disefio experimental para el estudio de biosorcion de metales pesados.

TIEMPO DE
BIOSORBENTE Tratamientos
MUESTREO
Fibra de Agave angustifolia Cd 0y 24 horas
Pby Cd
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Tabla 6. Condiciones analiticas del espectrofotometro de absorcion atémica
utiizado para la cuantificacion de plomo y cadmio (Manual de uso del

espectrofotometro de absorcion atdbmica, GBC Scientific Equipment).

Rango de
L.D. Longitud de trabajo Sensibilidad
(mg/L) onda (nm) optimo (Mg/mL)
(Mg/mL)
Cadmio 0.0004 228.8 0.2-1.8 0.009
Plomo 0.01 217.0 2.5-20 0.06

L.D.= Limite de deteccion.

7.6. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria del consorcio

bacteriano en presencia de plomo y cadmio

Al consorcio bacteriano se le realiz6 la prueba de Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI). Dicha prueba permite determinar la concentracion minima a la cual se inhibe
el crecimiento bacteriano después de un tiempo de incubacién. Para llevar a cabo
dicha prueba, se utilizd la metodologia descrita por Solis-Miranda (2016).
Brevemente, el consorcio bacteriano fue resembrado en cajas de Petri con medio
de Luria Bertani (LB), incubandolas por 24 horas a 30°C. Posteriormente, se
resembrd en 50 mL de caldo LB y se incubd a 30°C en agitacion constante a 100
rpm por 12 horas hasta obtener una absorbancia de 0.5 a una longitud de onda de
600 nm. Previamente se prepararon cajas Petri con 10 mL de agar LB.
Posteriormente, se mezcld 1 mL del cultivo con 9 mL de agar LB en tubos de ensayo
de 15 mL y se vertid a la caja de Petri. Una vez gelificado el agar con la cepa se
agregaron 5 yL de H20 destilada utilizado como control negativo. Después se
agregaron 5 yL de las soluciones del metal (Pb y Cd) a concentraciones de 100,
250, 500, 1,000, 1,500, 2,000, 2,500, 5,000, 10,000, 15,000, 20,000, 25,000 y
30,000 mg/L en direccién de derecha a izquierda comenzando con el agua

destilada. Las concentraciones se definieron de acuerdo a Solis-Miranda (2016).
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Finalmente, las cajas Petri fueron incubadas por 24 horas a 30°C. Una vez
transcurridas las 24 horas, se observo presencia o ausencia de los halos de
inhibicion en cada una de las concentraciones, ya que Si se encuentran presentes
los halos de inhibicién esto significa que las bacterias no son tolerantes a dicha

concentracion.

7.7. Obtencion del preinéculo del consorcio bacteriano

Para obtener el preindculo que fue utilizado para las pruebas de biosorcion, se tomo
el consorcio bacteriano y se crecié en 100 mL de caldo LB en matraces Erlenmeyer
con una capacidad de 250 mL. Posteriormente, los matraces fueron incubados a
una temperatura de 30°C por 24 horas a 150 rpm y se vertieron en tubos Falcon de
50 mL para ser centrifugados a 4,000 rpm durante 20 minutos. Después se retir0 el
sobrenadante y al pellet se le agregaron 3 mL de medio LB, se homogenizé durante
1 minuto. Finalmente, obtenido el preindculo fue utilizado para inocular los matraces

para biosorcion de MP (Pina, s.f).

7.8. Biosorcién de plomo y cadmio de manera individual y en mezcla

utilizando el consorcio bacteriano

Las pruebas de remocién de Pb y Cd con el consorcio bacteriano fueron de acuerdo
a Pina-Gonzalez (s.f.). Brevemente, se utilizaron un total de 27 matraces de 250
mL, 9 matraces para Cd, 9 matraces para Pb y 9 matraces para la mezcla de ambos
metales, en los cuales se vertieron 100 mL de medio liquido LB a cada uno en
presencia de Cd y Pb. Estos tenian una concentracion de 100 mg/L de manera
individual y en mezcla. Una muestra de cada matraz de 5 mL fue tomada para medir
la concentracion inicial (O horas) de cada metal. Posteriormente, se agrego el
preindculo del consorcio bacteriano, inoculando cada matraz a una densidad 6ptica
inicial de 0.1. Los matraces fueron incubados a una temperatura de 30°C por 48
horas a 150 rpm. Se midieron 3 matraces en diferentes intervalos de tiempo: 0, 24
y 48 horas. Posteriormente, el cultivo fue centrifugado a 4,000 rpm por 15 minutos,
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recuperando el medio LB y el pellet. Este tltimo fue lavado con 10 mL de CaClz para
remover de la superficie del consorcio bacteriano los MP que pudieran estar
adsorbidos. Subsecuentemente, para determinar la capacidad de absorcion del
consorcio el pellet fue sometido a una digestion acida como se describié en el
apartado 7.5 y se midio la concentracion de metales en un Espectrofotometro de
Absorcion Atomica tanto del medio LB, como en el CaClz y en la digestidén acida del
consorcio bacteriano. La evaluacion de estas tres fracciones se realizo con el fin de
evaluar la concentracion de metales en el medio de cultivo, la concentracion de los

metales adsorbida y absorbida por el consorcio bacteriano, respectivamente.

Posteriormente, se realizaron los analisis estadisticos con el resultado del
porcentaje promedio de tres réplicas y cada una muestra el valor de la desviacion
estandar. Para determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos
se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis para analisis no paramétricos o pruebas de
ANOVA para los andlisis paramétricos. Posteriormente para comparar las
diferencias entre las muestras se aplicé una prueba U Mann Whitney. Los analisis
estadisticos se realizaron en el software JMP. En los andlisis se consider6 un valor

significativo de p < 0.05.

7.9. Inmovilizacion del consorcio bacteriano sobre la fibra de Agave

angustifolia como soporte

Para realizar la inmovilizacién del consorcio bacteriano sobre la fibra de A.
angustifolia se utilizé la metodologia de Fernandez-Lépez (2016). Brevemente, se
adicion6 al medio LB la fibra al 2% (p/v) y se esteriliz6 dos veces con un reposo
intermedio de 24 horas. Se utiliz6 el pellet del consorcio bacteriano previamente
cultivado como se describio en el punto 7.7. El cual fue lavado dos veces con una
solucion estéril de NaCl 0.8% (p/v) y fue ajustado a una densidad Gptica aproximada
de 0.5 a 600 nm para posteriormente ser agregado a cada uno de los matraces.
Después de inocular los soportes (fibras), estos se incubaron durante 24 horas a

30°C y 100 rpm para permitir la colonizacion de las bacterias sobre el soporte. Una
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vez transcurridas las 24 horas se retiraron los soportes del medio LB y se lavaron
dos veces con solucion de NaCl 0.8% para eliminar las células mediante
centrifugacion a 1,000 rpm durante 5 minutos. Finalmente, los consorcios
bacterianos inmovilizados sobre los soportes (fibras) fueron utilizados en la cinética

de biosorcion de metales.

7.9.1. Cinética del consorcio bacteriano inmovilizado sobre la fibra de

Agave angustifolia

Se realizaron cinéticas de remocion de MP con las células del consorcio bacteriano
inmovilizado en la fibra de A. angustifolia, las cuales se llevaron a cabo en matraces
Erlenmeyer en un volumen de 50 mL de medio LB, en presencia de Pb y Cd de
manera individual y en mezcla a una concentracion de 100 mg/L. En cada matraz
se tomd una muestra de 5 mL para medir la concentracion inicial de metales,
después se incorporaron los soportes (fibras) con las células inmovilizadas y los
matraces se colocaron en agitacion a 100 rpm a una temperatura de 30°C por un
periodo de 48 horas. Se tomaron muestras a diferentes intervalos de tiempo: 0, 24
y 48 horas, sacrificando 3 matraces por cada tiempo. Al final de cada tiempo, la fibra
se colocO a una temperatura de 50°C en la estufa para secarla durante 24 horas
aproximadamente y posteriormente someterla a una digestion acida, con el
propdsito de determinar la capacidad de biosorcion de los metales Pb y Cd. Para el
proceso de digestion se pes6 0.25 g de la fibra en peso seco, se colocé en el matraz
Kjeldahl agregandole 10 mL de &cido nitrico (HNO3) y se sometio a una temperatura
de 85°C en una parrilla de calentamiento dentro de la campana de extraccion.
Después del proceso de digestion las muestras fueron filtradas y aforadas a 50 mL
con agua destilada para finalmente determinar la concentracion de MP retenidos en
la fibra mediante un espectrofotometro de absorcion atomica (GBC-908-AA,

Scientific Equipment).

Finalmente, la concentracion de MP se midio en el medio LB y en el consorcio

bacteriano inmovilizado sobre la fibora de Agave angustifolia través de
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Espectrofotometria de Absorcion Atomica, donde se tomaron tres lecturas de cada
muestra para obtener un promedio (Fernandez-Lopez, 2016). Posteriormente se
realizaron los analisis estadisticos con el resultado del porcentaje promedio de tres
réplicas y cada una muestra el valor de la desviacidén estandar. Para determinar las
diferencias significativas entre los tratamientos, se aplico la prueba paramétricos
“‘ANOVA”. Los analisis estadisticos se realizaron en el software JMP. En los analisis

se considero un valor significativo de p < 0.05.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Andlisis de la biosorciéon de plomo y cadmio utilizando Agave

angustifolia

Los resultados de la capacidad de adsorcion de la fibra de A. angustifolia en
presencia de metales (Pb y Cd), mostraron que el Pb fue adsorbido 80.1%. Mientras
que la fibra adsorbe 71.3% del total del Cd afiadido (Tabla 7, Figura 3). Estos
resultados coinciden con lo reportado por Flores-Trujillo (2016), donde evalué la
capacidad de adsorcion de la fibra de A. angustifolia para diferentes metales en
solucion, incluidos Pb y el Cd. La fibra absorbié cerca de 80 y 79% de Pb y Cd,
respectivamente. Por otra parte, la capacidad de adsorcion y remocion de metales
pesados ha sido evaluada en otras plantas de la familia Agavaceae, un ejemplo fue
el estudio realizado por Baldedn (2013). En el cual se utilizaron fibras de Furcraea
andina, mismas que presentaron porcentajes adsorcion de entre 75-85% para Cd y
del 94.0% para Pb, similares a los observados en este trabajo con las fibras de A.
angustifolia. Lo que indica que ambas fibras son eficaces para la adsorcion de

ambos metales.

En los reportes descritos anteriormente, los ensayos de adsorcion se realizaron
suplementando los metales de forma individual. Sin embargo, en los ambientes
contaminados por las actividades de la industria minera, es comdn que se presenten
combinaciones de metales pesados en diferentes proporciones. Por tal motivo, en
el presente trabajo se evalud la capacidad de remocion de la fibra en soluciones con
la presencia de los dos metales en conjunto (Pb y Cd), con el objetivo de determinar
el efecto de la competencia de los iones metélicos por los sitios de interaccion
distribuidos en la superficie de las fibras.

Los resultados obtenidos de los MP en mezcla mostraron que las fibras de A.

angustifolia redujeron sus porcentajes de adsorcién respecto a los observados en

los ensayos con los metales de forma individual, ya que las fibras removieron solo
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el 22.9% del Cd presente en la mezcla, mientras que para el caso de Pb removieron
51.89% (Tabla 7, Figura 3). La disminucion de los porcentajes de adsorcidn
observados en los ensayos con la mezcla de metales, sugiere que existe una
competencia de los iones metalicos por los sitios de interaccion presentes en la

fibra, siendo el Pb el metal que presenta una mayor afinidad (Flores-Truijillo, 2016).

En la tabla 7 se muestran los resultados del porcentaje de adsorcion de la fibra en
contacto con cada uno de los metales utilizados y la mezcla (Cd y/o Pb). Los
resultados de absorcion obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante un
andlisis de varianza. Los resultados de la prueba de ANOVA muestran que no
existen diferencias significativas (Tukey, p>0.05) entre los porcentajes de adsorcion
de la fibra para los metales individuales. Sin embargo, en los experimentos
realizados con la mezcla de metales, los porcentajes de adsorcién se redujeron
significativamente (Tukey, p<0.0001). Estos resultados sugieren que existe una
competencia de los iones metalicos por diferentes grupos funcionales como
hidroxilo, carboxilo, amino, amido, alcoholes y éster presentes en la fibra, siendo el
Pb el que presenta la mayor afinidad por dichos grupos. Lo cual le permite tener una
alta capacidad para ser adsorbido por la fibra (Velazquez-Jimenez; Rangel-Méndez,
2014; Flores-Truijillo, 2016).
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Tabla 7. Andlisis estadisticos de adsorcion de plomo y cadmio de manera individual
y en mezcla sobre la fibra de Agave angustifolia.

Metal Adsorcion (%) Remanente (%)
Pb 80.11+2.762 11.17 £3.17
Cd 71.33+2.16%2 20.69 £ 0.73
(Pb) + Cd 51.89+5.05° 43.60 + 2.40
Pb + (Cd) 22.86+6.71°¢ 71.00 £5.25

n=3; ANOVA F=81.1471; gl=3.11; p<0.0001*

Resultado del promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Para determinar si existen
diferencias significativas entre los tratamientos se realiz6 la prueba de ANOVA para los andlisis
paramétricos. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los metales. Dentro del

paréntesis se encuentra el metal correspondiente a los analisis.
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Figura 3. Porcentajes de adsorcién de plomo y cadmio de manera individual y en
mezcla sobre la fibra de Agave angustifolia. La altura de las barras corresponde al
porcentaje promedio de tres réplicas y cada una muestra el valor de la desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los metales. Para
determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos se realizé la
prueba de ANOVA (Tukey, p<0.0001*). Dentro del paréntesis se encuentra el metal
correspondiente a los analisis.
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8.2. Caracterizacién microbioldgica de consorcio bacteriano
Se realiz6 la caracterizacion microbiolégica del consorcio bacteriano. El consorcio

se conforma por dos cepas, ambas Gram positivas, una con morfologia de bacilo y

la otra con morfologia de coco (Tabla 8).

Tabla 8. Caracterizacion microbioldgica del consorcio bacteriano.

Bioquimica Morfolégica

Gram | Forma Color Tamafio | Forma | Consistencia Borde Elevacion
+ Bacilos | Transparente 2mm Circular Seca Lobulado Plana
+ Cocos Blanca 2mm Circular Seca Lobulado | Convexa

8.3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del consorcio bacteriano

Posteriormente se evaluo la resistencia bacteriana a la presencia de diferentes
concentraciones de los metales pesados (Pb y Cd), mediante la determinacion de
la CMI de las bacterias para cada concentracién de metal, la presencia de halos de
inhibicion del crecimiento del consorcio bacteriano indica efectos bactericidas
(Figura 4).

Para el caso de Pb, el consorcio es capaz de crecer en todas las concentraciones
evaluadas, indicando que las células son resistentes a la presencia de
concentraciones iguales o inferiores de este metal. Por otro lado, para el caso de
Cd, el consorcio es capaz crecer hasta una concentracion de 1,000 mg/L. Puesto
gue a las concentraciones mayores de 1,500 mg/L se generaron halos de inhibicion,
observandose un efecto bacteriostatico. Estos resultados muestran que, en algunas
concentraciones de Cd, este metal es altamente tdxico para las células bacterianas

gue conforman el consorcio.
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Los resultados anteriores confirman que la resistencia para Pb coincide con los
resultados de Solis-Miranda (2016) respecto a la cepa de origen J1IM4 y que al estar
asociada con otra cepa no afecta su resistencia. En cambio, la interaccién en
consorcio, disminuy6 la concentracién de tolerancia para el Cd de 2,560 mg/L a
1,000 mg/L.

Figura 4. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de plomo y cadmio del consorcio
bacteriano indicando en color verde la placa donde se observa la CMI de cada
metal. En la columna A) se muestran concentraciones desde 50 a 1000 ppm de Pb
o Cd. En B) se muestran concentraciones desde 1,500 a 10,000 ppm de Pb o Cd.
Mientras que en C) se muestran concentraciones desde 15,000 a 30,000 ppm de
Pb o Cd.
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8.4. Cinética de crecimiento del consorcio bacteriano

Se realiz6 una cinética de crecimiento del consorcio bacteriano (Figura 5), donde se
puede observar, de acuerdo con la densidad 6ptica, que su fase exponencial se
encuentra entre las 0 horas y las 24 horas. Mientras que por medio del conteo de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC/ml), la fase exponencial inicia cerca de las
24 horas y termina cerca de las 48 horas. Debido a estos resultados se

seleccionaron ambos intervalos de tiempo para las pruebas de biosorcion.

20 ——Densidad 6ptica (600 nm) UFC/mL 3.E+08
g 1.5 "——_\1-\_*__’ o
o
3
,S 2.E+08 _g'
© 1.E+08 =5
o
w
s 05
3 5.E+07

0.0 1.E+00

0 24 48 72 96 120 144

Tiempo (Horas)

Figura 5. Cinética de crecimiento del consorcio bacteriano. Resultado del promedio

de tres réplicas + desviacion estandar. Unidades Formadoras de Colonias= UFC/mL

8.5. Biosorciéon de plomo y cadmio utilizando el consorcio bacteriano

Los resultados de la capacidad de remocién de Pb por el consorcio bacteriano,
mostraron que las células pueden remover alrededor del 46.5% de la concentracion
del metal suministrado, a través de mecanismos de adsorcion y absorcion, en un
periodo de 24 horas (Figura 6). Para obtener el resultado de adsorcion el consorcio
fue lavado con CaClz para remover los MP que pudieran estar adheridos a la

superficie del consorcio bacteriano, tal y como se describe en el apartado 7.8. Al
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estar en contacto con Pb, el porcentaje de absorcion fue de 16.5% a las 0 horas, un
27.1% para las 24 horas y un 17.9% para las 48 horas. Mientras que el metal se
adsorbio en un 32.9% a las 0 horas, 19.4% a las 24 horas y 23.4% a las 48 horas
(Figura 6, Tabla 9).

Para el caso de Cd, los resultados obtenidos mostraron que el consorcio no es
capaz de absorberlo, debido a que en ninguno de los tiempos evaluados se
presentaron porcentajes de adsorcion, mientras que, para el caso de la absorcion
de este metal, el consorcio present6 valores muy bajos, de alrededor de 3% en los
tres tiempos evaluados (Figura 6, Tabla 9).

Los resultados obtenidos para la biosorcion del Pb, pueden relacionarse con el
resultado de las cinéticas del consorcio bacteriano, en el cual se muestra una fase
exponencial del consorcio bacteriano hasta las 48 horas, asimismo, el consorcio

muestra una biosorcion similar en los tres tiempos de muestreo.

Los resultados obtenidos de la capacidad de remocién del consorcio bacteriano en
contacto con los metales (Pb y Cd) de manera conjunta, muestran que el consorcio
adsorbe 66.9% a las 0 horas, 64.2% a las 24 horas y 66.2% a las 48 horas del total
del Pb afiadido y absorbe un 11.2% a las 0 horas, un 14.7% para las 24 horas y un
15.8% a las 48 horas. Mientras que para el caso de Cd se observd una adsorcién
del 2.1% a las 0 horas, 5.1% a las 24 horas y 5.2% a las 48 horas, mientras que en
la absorcion se observo un 46.9% a las 0 horas, un 47.5% a las 24 horas y un 46.6%

para las 48 horas (Figura 6, Tabla 9).

De acuerdo con los resultados obtenidos, el consorcio bacteriano en contacto con
Cd de manera individual presenta baja biosorcion. Sin embargo, en la mezcla de
metales se presenta una mayor remocién del metal. Considerando asi una
competencia entre metales por los grupos funcionales como se habia mencionado
anteriormente, la mayoria de los grupos funcionales del consorcio bacteriano son

positivos como Amino (+), imino (+) y sulfénico (+), pero algunos de ellos son
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negativos como Carboxilo (-) e Hidroxilo (-), tomando en cuenta que las bacterias
Gram positivas presentan en su membrana celular &cido teicoico y acido
lipoteicoico, la carga negativa que aportan estas caracteristicas de las Gram
positivas permite a la bacteria interaccionar con cationes como el Pb o Cd,
explicando los procesos de bioadsorcién (Solis-Malaga, 2018). Sin embargo, se
tiene mayor afinidad por el Pb de manera individual y en mezcla debido a que este
metal por ser anfotero se une a los enlaces negativos y positivos, en comparacion

con el Cd que solo se puede unir a aquellos que tienen carga negativa.

Por otra parte, el consorcio bacteriano muestra mayor afinidad para la biosorcion de
Pb que para Cd. Esto podria deberse a la union entre los iones metalicos y los
grupos funcionales como Carboxilo (-), Hidroxilo (-), Amino (+), imino (+) y sulfénico
(+), que se encuentran en la pared celular (Tur-Naranjo et al., 2013). De acuerdo
con Pérez-Bou et al. (2018) aunque cada célula puede llegar a saturarse, el sistema
se auto-restablece debido al crecimiento, el potencial de biosorcion de las bacterias
Gram positivas se relaciona con la composicién de la pared celular, que presenta
diferentes grupos funcionales que interactdan con los iones metalicos. Es por eso
que el proceso de biosorcidn 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 o0 muerta) se determinan en funcién de la cantidad de
sorbato que puede atraer y retener en un instante determinado (Mejia-Sandoval,
2006).

Los resultados de la capacidad de biosorcion del consorcio bacteriano en contacto
con cada uno de los metales (Pb y Cd), mostraron que existen diferencias
significativas entre los diferentes metales, pero no entre los tiempos, como es el

caso del Cd individual y en mezcla y Pb en conjunto con Cd (Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de biosorcién de plomo y cadmio de manera individual y en
mezcla del consorcio bacteriano. Se muestra el promedio + desviacién estandar.
Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas con respecto al
tiempo. Letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas entre la
absorcion de los metales. Letras griegas diferentes indican diferencias significativas
entre la adsorcion de los metales. Signos "*" y "t" diferentes indican diferencias
significativas entre la absorcion y adsorcion de cada metal (Tukey, p<0.0001*). Para
determinar si existen diferencias significativas entre los tratamientos se realizé la
prueba de Kruskal-Wallis para analisis no paramétricos, posteriormente se realizo
una de U Mann Whitney para compararlas diferencias entre las muestras, y
finalmente ANOVA para los andlisis paramétricos. Dentro del paréntesis se

encuentra el metal correspondiente a los analisis.
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Tabla 9. Analisis estadisticos del porcentaje de biosorcion de plomo y cadmio de manera individual y en mezcla del

consorcio bacteriano.

Pb

Cd

(Pb) +
(of:]

PB +
(Cd)

Muestra

Tiempo (Horas)

Andlisis estadistico

ANOVA F=11.4183

Comparaci
6n por
pares

(0 Horas)

Compar
acion
por
pares
(24
Horas)
t-

Comparac
ion por
pares
(48 Horas)

id + Ab* + Bbt + Bb
Adsorcién 32.95+3.67 19.39+£3.88 23.43 £2.56 gl= 2,8 p=0.0090* t-Student Student | t-Student
=-8.0431 | t=2.861 =-3.244
Kruskal-Wallis X?= t :I?43 t gle-;i ot Z|‘4 3
i6 + BBt + AB* + AB B = N B N
Absorcién 16.47 +0.89 27.13+2.33 17.96 + 1.46 6.3051gl=2 0=0.0013* | p=0.045 | p=0.0315*
p=0.0427 .
8
Adsorcién 0.00 +0.00Ad 0.00 +0.00 Ad 0.00 +0.00 Ad
Kruskal-Wallis
Absorcién 3.87 £0.8148 3.19 £0.08 A8 3.14 £0.32 A X2=2.4512 gl=2
p=0.2936
Adsorcion 66.97 + 1.59 Aa* 64.23+3.8542" 66.16+1.37 42" ANOVAF=08028 |,y | UMann- e nn-
gl=2,8 p=0.4910 . Whitney .
Whitney U=0.00 Whitney
ANOVA F=17.3478 U=0.00 I U=0.00
i +0.2Bv" +1.6AVT + ABT ¢ =0. g
Absorcién 11.17+0.2 14.71+1.6 15.83+0.81 2l= 2,8 p=0.0032* 0=0.0495 | P 06049 0=0.0497
Kruskal-Wallis UM )
Adsorcion 2.07 +0.27 A<t 5.12 +0.57 Act 5.16+0.58 Ac* X2=5.5862 gl= 2 U Mann- 1ann -y Mann-
. Whitney .
p=0.0612 Whitney U=0.00 Whitney
Kruskal-Wallis U=0.00, :'0 '0 49’) U=0.00,
Absorcién 46.98 +0.71 A" 47.47 +1.48 Ae” 46.60 £3.5672" X2=0.2222 gl=2 p=0.0495 | P é p=0.0497
p=0.8948

Kruskal-Wallis X2=10.5694

GL=3 p=0.0143*

ANOVA F=415.2798
GL=3,11 p<0.0001*

ANOVA F=1347.104
gl=3,11 p<0.0001*

Kruskal-Wallis X2=10.4577

GL=3 p=0.0151*

ANOVA F=519.7063
GL=3,11 p<0.0001*

ANOVA F=356.3810
gl=3,11 p<0.0001*

paramétricos y ANOVA y t-Student para los andlisis paramétricos. Dentro del paréntesis se encuentra el metal correspondiente a los analisis.

Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas con respecto al tiempo (comparacion horizontal). Letras mintsculas diferentes indican
diferencias significativas entre la absorcién de los metales (comparacién vertical). Letras griegas diferentes indican diferencias significativas entre la
adsorcion de los metales (comparacion vertical). Signos ™" y "t" indican diferencias significativas entre la absorcién y adsorcion de cada metal
(comparacion por pares vertical), en la columna de los metales el paréntesis sefiala el metal a medir. Se muestra el porcentaje promedio de tres réplicas

+ desviacion estandar. Para determinar diferencias entre los tratamientos se realizé la prueba de Kruskal-Wallis y U Mann-Whitney para analisis no
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8.7. Biosorciéon de plomo y cadmio por el consorcio bacteriano y la fibra
de Agave angustifolia

El andlisis de la capacidad de biosorcion de metales por el consorcio bacteriano
inmovilizado sobre la fibra de A. angustifolia mostré que la biosorcion de Pb de
manera individual fue de 27.1% a las 0 horas, 61.1% a las 24 horas y 61.3% a las
48 horas. Mientras que la biosorcion de Cd fue de 18.7% a las 0 horas, 20.9% a las
24 horas y el 29.9% a las 48 horas (Figura 7, Tabla 10).

Los resultados de la capacidad de remocién del consorcio bacteriano inmovilizado
sobre la fibra en contacto con los metales (Pb y Cd) de manera conjunta, tienen una
biosorcién del 44.9% a las 0 horas, 51.9% a las 24 horas y 79.5% a las 48 horas del
total del Pb afadido (Figura 7). Mientras que para el caso de Cd se obtuvo una
biosorcion del 14.3% a las 0 horas, 24.9% a las 24 horas y 34.9% a las 48 horas.
Estos resultados no tienen diferencias respecto con la remociéon de metales con el
consorcio bacteriano y la fibora de manera individual. De acuerdo con los analisis
estadisticos, los resultados de la capacidad de biosorcién del consorcio bacteriano
inmovilizado en las fibras en contacto con el Pb de manera conjunta y el Cd de
manera individual, mostraron que existen diferencias significativas entre los
diferentes metales, pero no entre los tiempos de contacto, debido a que desde el

tiempo cero se presenta saturacion por parte de la inmovilizacion (Tabla 10).

Los datos obtenidos muestran que no existen diferencias con respecto a la remocion
de los metales Pb y Cd tanto de manera individual como en conjunto al inmovilizar
el consorcio bacteriano sobre la fibra de A. angustifolia, este resultado es debido a
que, al inmovilizar el consorcio a la fibra, las bacterias para poder ser inmovilizadas

ocupan grupos funcionales de las fibras, que antes eran ocupados por tales metales.

De acuerdo con Garzén-Jiménez y Barragan-Huerta (2008) mencionan que la
inmovilizacion de microorganismos en un soporte puede ocasionar una interferencia

entre los sitios de union del metal y el biosorbente. Lo cual puede explicar la
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disminucién en la biosorcion del metal, seguido frecuentemente por la saturacion de

los sitios de enlace del biosorbente.
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Figura 7. Porcentaje de biosorcién de plomo y cadmio de manera individual y en
mezcla con el consorcio bacteriano inmovilizado sobre la fibra de Agave angustifolia.
Se muestra el porcentaje promedio de tres réplicas + desviacidén estandar. Las letras
minusculas diferentes indican diferencias significativas entre los metales y las letras
mayusculas denotan diferencias significativas entre tiempos (Tukey, p<0.0001*).

Dentro del paréntesis se encuentra el metal correspondiente a los analisis.
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Tabla 10. Porcentaje de biosorcion de plomo y cadmio de manera individual y en

mezcla con el consorcio bacteriano inmovilizado sobre la fibra de Agave angustifolia.

Tiempo (Horas)

Andlisis estadistico

ANOVA F=7.9472
Pb 27.09 +12.23 Bab 61.06 + 15.77 A2 61.31 +4.17 A
gl= 2,8 p=0.0206*
ANOVA F=1.3856
cd 18.67 + 12.33 A% 20.93 + 1.58 A¢ 29.95 +9.91 Ab
gl= 2,8 p=0.3201
ANOVA F= 4.3693
(Pb) + Cd 44.97 +15.12 A2 51.97 +9.54 A2b 79.54 + 18.19A2
gl= 2,8 p=0.0675
ANOVA F=10.8316
Pb + (Cd) 14.34 +1.948P 24.95 9.1 ABbe 34.98 £ 2.98 AP
gl= 2,8 p=0.0102*
ANOVA F= 4.2589 | ANOVA F=10.8156 | ANOVA F=10.2511
gl= 2,8 p= 0.0450% | gl=2,8 p=0.0035* | gl=2,8 p=0.0041*

Promedio de tres réplicas + desviacion estandar. Para determinar si existen diferencias
significativas entre los tratamientos, se realiz6 la prueba de ANOVA para los andlisis paramétricos.
Las letras minUsculas diferentes indican diferencias significativas entre los metales y las letras
mayusculas denotan diferencias significativas entre tiempos (Tukey, p<0.0001*). Dentro del

paréntesis se encuentra el metal correspondiente a los analisis.

8.8. Comparacion de biosorcién: Fibras de Agave angustifolia y el

consorcio bacteriano

En términos practicos en comparacion con todos los experimentos, el proceso que
resulté ser mejor removiendo Pb de manera individual, es la fibra de Agave
angustifolia como se muestra en la tabla 11. De igual forma, la fibra removié mayor
porcentaje de Cd (Tabla 12). Las fibras de Agave son una buena alternativa para
remover metales, principalmente Pb y Cd. Ademas, como se menciond
anteriormente las fibras de A. angustifolia son un producto que se desecha después
de que se retiran totalmente de la penca. Por lo que ademas de ser una estrategia
para remover metales, también seria una estrategia para reutilizar los residuos

agroindustriales que contaminan el ambiente.
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Por otra parte, el consorcio bacteriano obtuvo la mayor remocion de Pb y el Cd en
mezcla (Tabla 13 y 14). El consorcio utilizado retiene los metales al entrar en
contacto con las soluciones de metales, ya que se mostro que el tiempo no influye
en el porcentaje de remocion. Lo cual minimiza los costos en un proceso de

remediacion.

Contrario a nuestra hipétesis, bajo nuestras condiciones experimentales el presente
estudio mostré que la inmovilizacion del consorcio bacteriano sobre las fibras no
aumenta la remociéon de metales. Como se mencion6 anteriormente el consorcio al
inmovilizarse sobre la fibra utiliza los grupos funcionales que anteriormente eran
ocupados por metales para su biosorcion, es asi como se muestra que la
inmovilizacion interfiere entre los sitios de unidn del metal. Hasta el momento no hay
informes recientes sobre la inmovilizacion de algun consorcio sobre fibras naturales
para la remocién de Pb y Cd por lo que este estudio es de gran importancia, ya que
nuevas estrategias experimentales podrian utilizarse para favorecer el proceso de
biosorcién de metales. Por ejemplo, utilizar una cepa pura y no en consorcio o

modificar el soporte para la inmovilizacion.

Tabla 11. Comparacién de los porcentajes en los diferentes procesos removiendo

plomo de manera individual.

Plomo (individual)

% Biosorcion

Tiempo (Horas)

Fibra CB Inmovilizacién
0 - 49.42 27.09
24 80.11 46.52 61.06
48 - 41.39 61.31

CB= Consorcio bacteriano. Sefialando en rojo el proceso que resultd ser mejor removiendo el metal.
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Tabla 12. Comparacion de los porcentajes en los diferentes procesos removiendo

cadmio de manera individual.

Cadmio (individual)

_ % Biosorcion
Tiempo (Horas)

Fibra CB Inmovilizacion
0 - 3.87 18.67
24 71.33 3.19 20.93
48 - 3.14 29.95

CB= Consorcio bacteriano. Sefialando en rojo el proceso que resultd ser mejor removiendo el metal.

Tabla 13. Comparacion de los porcentajes en los diferentes procesos removiendo

plomo en mezcla con el cadmio.

Plomo (mezcla)

% Biosorcion

Tiempo (Horas)

Fibra CB Inmovilizacion
0 - 78.14 44.97
24 51.89 78.94 51.97
48 - 81.99 79.54

CB= Consorcio bacteriano. Sefialando en rojo el proceso que resulté ser mejor removiendo el metal.
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Tabla 14. Comparacion de los porcentajes en los diferentes procesos removiendo
cadmio en mezcla con el plomo.

Tiempo (Horas)

Cadmio (mezcla)

% Biosorcion

Fibra CB Inmovilizacion
0 - 49.05 14.34
24 22.86 52.59 24.95
48 - 51.76 34.98

CB= Consorcio bacteriano. Sefialando en rojo el proceso que resultd ser mejor removiendo el metal.
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9. CONCLUSIONES

La fibra de Agave angustifolia presenta potencial como biosorbente para la
remocion de metales como el Pb y Cd del agua, teniendo mayor afinidad por
el Pb. Por lo tanto, se recomienda su aplicacion para la remocién de este

metal.

La capacidad de remocién de las fibras de Agave angustifolia es mayor
cuando los metales se presentan de manera individual que en mezcla.
Debido a que se observaron mayores porcentajes de remocidén para ambos
metales, Pb de 80% y Cd de 71%. Mientras que en mezcla los porcentajes

de remocion fueron del 52 y 23% para Pb y Cd, respectivamente.

El consorcio bacteriano presenta mayor afinidad por el Pb (remocién 46% vs
3% para Cd). Sin embargo, a diferencia de las fibras de A. angustifolia la
remocién de los metales es mayor cuando los metales se presentan en
mezcla (Pb 79.7% y Cd 51.1%)).

La inmovilizacion de las células bacterianas sobre la fibra de A. angustifolia
no aumento el proceso de remocion de los metales pesados. Se recomienda
la utilizacion de la fibra y el consorcio de forma individual para la remocién de

metales y no utilizar el consorcio inmovilizado sobre la fibra.

Con respecto al tiempo, para la adsorcion de metales en las fibras se
recomienda un minimo de 24 horas. En cambio, en el consorcio el factor
tiempo no es importante ya que la remocion de metales fue igual en los tres

tiempos evaluados (0, 24 y 48 horas).
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10. PERSPECTIVAS

Realizar la identificacion molecular de las especies bacterianas que integran

el consorcio, utilizado para la remocién de Pb y Cd.
Evaluar la capacidad del consorcio bacteriano para la remocion de metales
pesados y otros elementos potencialmente toxicos de mezclas complejas

gue incluyan otros metales.

Realizar pruebas de biosorcion de metales pesados con muestras de agua

contaminada con metales pesados.
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