2020, Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua

Tecnologiay ™

ClenClaS A ua Open Access bajolalicencia CC BY-NC-SA 4.0
A g (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/)

DOI: 10.24850/j-tyca-2020-03-09
Articulos

Remocion bacteriana de cinc y cadmio: estudio de
factores asociados con el proceso

Zinc and cadmium removal by bacteria: Study of factors
associated to the process

Lizandra Pérez!, ORCID: https://orcid.org/0000-0002-8597-7456
Armando Martinez?

Irina Salgado3, ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7175-8500

Luis Alberto Valdés#, ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1587-2234
Mario Cruz®

Sheila Allende®

Odalys Collazo”

Maria Liva®

Maria Elena Carballo?, ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2671-9323

1Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, La Habana, Cuba,

lizandra@fbio.uh.cu

2Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, La Habana, Cuba,

armando@fbio.uh.cu

309
Tecnologia y ciencias del agua, ISSN 2007-2422,11(3), 309-341. DOI: 10.24850/j-tyca-2020-
03-09



2020, Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua
R

Tecnologiay %=

ClenClaS A ua Open Access bajolalicencia CC BY-NC-SA 4.0
A g (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/)

3Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, La Habana, Cuba,

irina@fbio.uh.cu
4Glendale Community College, Glendale, EUA, lui2152145@maricopa.edu

>Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, La Habana, Cuba,

mcruz@fbio.uh.cu

®Instituto de Tecnologia y Ciencia de Materiales, Universidad de La

Habana, La Habana, Cuba, salleyne@imre.uh.cu

/Instituto de Tecnologia y Ciencia de Materiales, Universidad de La

Habana, La Habana, Cuba, ody@imre.uh.cu

8Instituto de Tecnologia y Ciencia de Materiales, Universidad de La

Habana, La Habana, Cuba, liva@imre.uh.cu

9Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, mecarballo@fbio.uh.cu

Autora para correspondencia: Maria Elena Carballo,
mecarballo@fbio.uh.cu

Resumen

Las capacidades de los microorganismos de captar metales presentes en
ecosistemas acuaticos constituyen una alternativa para la conservacion
ambiental y de los recursos naturales. En el presente trabajo se evaluo la
capacidad de biosorcidn de cinc y cadmio en soluciones acuosas por cepas
de las especies bacterianas Proteus mirabilis y Bacillus subtilis, asi como
la influencia de diferentes variables, como la edad fisioldgica del cultivo,

la concentracién celular, el pH, el tiempo de contacto y el pretratamiento
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con métodos fisicos y quimicos de la biomasa celular en el proceso de
remocidn. En los estadios fisioldgicos evaluados no se observo diferenda
en la captura de los metales por los cultivos bacterianos y 2 g.L1 de
biomasa fueron suficientes para alcanzar altos valores de captura. Se
determiné que la mayor influencia en el proceso la ejerce el pH empleado,
el tiempo de contacto y el efecto de cada tratamiento a la biomasa
bacteriana. Los resultados muestran la efectividad de las biomasas
microbianas investigadas en la biosorcion de cinc y cadmio, y sus

potencialidades para el saneamiento ambiental.

Palabras clave: biosorcion, biomasas microbianas, cinc, cadmio,

factores bidticos y abidticos.

Abstract

Metallic ions in aquatic ecosystems are considered important inorganic
pollutants of the environment due to their mobility and toxicity to living
organisms. The capacities of microorganisms to capture the metals
present in aquatic ecosystems constitute an alternative for the
conservation of natural resources. In the present work we evaluated the
biosorption capacities of zincand cadmium by bacterial strains of Proteus
mirabilis and Bacillus subtilis in aqueous solutions, as well as the influence
of different variables such as culture physiological age, cell concentration,
pH, contact time and pre-treatment of cell biomass with physical and
chemical methods. The capture of metals by bacterial cultures did not
present differences in the different physiological stages evaluated and 2
g.L'! of biomass were enough to reach high capture values. It was

determined that the greatest influence in the process lies in the pH used,
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the contact time and the effect of each treatment to bacterial biomass.
The results show the effectiveness of tested microbial biomasses in the
biosorption of zinc and cadmium and their potential for environmental

sanitation.

Keywords: Biosorption, microbial biomasses, zinc, cadmium, biotic and

abiotic factors.

Recibido: 26/07/2017
Aceptado: 10/09/2019

Introduccion

La contaminacidon del ambiente surge en gran medida como resultado de
actividades humanas, principalmente industriales y agricolas (Beltran-
Pineda & Gémez-Rodriguez, 2016), que ocasionan vertimientos de aguas
residuales con insuficiente tratamiento para eliminar su carga de
contaminantes (Chowdhury, Jafar, Al-Atta, & Husain, 2016). Estos son
descargados a los ecosistemas donde pueden alcanzar concentraciones
elevadas, especialmente cerca del sitio de descarga, 1o que provoca el
deterioro del entorno (Nour-Abdel-Ghani & Ghadir-El-Chaghaby, 2014).

Entre los principales contaminantes se encuentran los metales pesados,
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gue a diferencia de los contaminantes quimicos de origen organico no se
degradan por via bioldgica ni quimica, y persisten largos periodos de
tiempo en ambientes acuaticos y terrestres (Salgado-Bernal, Pérez,
Carballo, Martinez, & Cruz, 2015). La acumulacion de los iones metalicos
en los organismos de los diferentes eslabones de la cadena trofica (Mehta
& Kumar, 2017), su movilidad en los ecosistemas y su toxicidad hacen
gue su eliminacion constituya una prioridad en el mundo (Nour-Abdel-
Ghani & Ghadir-ElI-Chaghaby, 2014).

Los metales pesados son imprescindibles para el desarrollo de
microorganismos, plantas y animales, pues ejercen roles importantes en
algunas reacciones bioquimicas y son esenciales para su crecimiento y
desarrollo. Sin embargo, cuando se presentan en altas concentraciones
pueden formar compuestos inespecificos con efectos citotéxicos y letales.
Si bien algunos metales tienen importancia bioldgica, otros son téxicos,
como el cadmio, cromo y mercurio (Beltran-Pineda & Gdmez-Rodriguez,
2016). En este sentido, el cinc no es altamente toxico, por considerarse
un elemento esencial para la vida, pero se han encontrado efectos
adversos en concentraciones elevadas (Kvasnova, Hamarovab, & Pristasc,
2017), entre 100 y 500 mg/dia (Volesky, 1994). Por otro lado, la toxicidad
del cadmio es ampliamente conocida por la destruccion de sitios
enzimaticos activos (Essa, Al-Abboud, & Khatib, 2017) y alteraciones del
sistema nervioso en seres humanos, incluso a bajas concentraciones
(Chauhan, Solanki, & Nehra, 2017), hasta 10 mg/dia (Kjellstrom &
Nordberg, 1985).

Con el propdsito de asegurar la proteccion e integridad de los
recursos hidricos contaminados con metales pesados, las restricciones al

vertimiento de las aguas contaminadas resultan cada vez mas estrictas
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(Nour-Abdel-Ghani & Ghadir-ElI-Chaghaby, 2014). Ademas, se
intensifican las investigaciones ambientales que aprovechan la diversidad
microbiana, y sus potencialidades estructurales y metabdlicas como
agentes biorremediadores para el tratamiento de aguas residuales, y en
la restauracion de ambientes contaminados (Irawati, Riak, Sopiah, &
Sulistia, 2017). Sin embargo, para el estudio de las interacciones que se
establecen entre las biomasas microbianas y los diferentes iones
metalicos, se vuelve necesario el analisis de factores ambientales por su
influencia en el proceso de remocion, entre los cuales destacan la
temperatura, el pH, y la concentracién del indculo (biosorbente) y de los
metales (Li, Peng, Yingying, Lu, & Fan, 2016).

Si bien se han desarrollado investigaciones que evalluan condiciones
bidticas y abiodticas que influyen en la captura de metales (Andreoni,
Finoli, Manfrin, Pelosi, & Vecchio, 1991; Augusto-da-Costa & Pereira,
2001; Boyanov et al., 2003), resultan aun insuficientes teniendo en
cuenta las particularidades de cada biosorbente microbiano, asi como de
las especies metalicas. En tal sentido, para contribuir a la caracterizacion
del proceso de remocidn de metales y a la disminucién de estos
contaminantes en el ambiente, el presente trabajo estuvo dirigido a
evaluar la remocidon de cinc y cadmio por Proteus mirabilis y Bacillus

subtilis, y el efecto de diferentes factores ambientales en el proceso.

Materiales y métodos
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Material biolégico y condiciones de cultivo

Se utilizaron dos especies bacterianas, Proteus mirabilisy Bacillus subtilis,
procedentes de la coleccion de cultivos del Departamento de Microbiologia
y Virologia, de la Facultad de Biologia, de la Universidad de La Habana,
Cuba. Los cultivos microbianos se obtuvieron en caldo nutriente, bajo
condiciones de incubacién de 120 rpm, 30 £ 2 °C durante 24 horas.

Posteriormente se hizo la colecta de biomasa por centrifugacién a 3 200
rpm por 15 minutos.

Remocion de cincy cadmio por las biomasas
bacterianas

Soluciones acuosas de cinc y cadmio a una concentracion de 1 mM
(milimolar) a pH 6.0, preparadas a partir de las sales de CdCl2.4H0
(cloruro de cadmio tetrahidratado) y ZnS04.7H20 (sulfato de cinc
heptahidratado), se pusieron en contacto, de manera individual, con las
biomasas microbianas a la concentracion de 2 g.L'l. La suspension

microorganismo-metal se mantuvo a 100 rpm, 28 °C durante 24 horas, y
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a pH 6.0, ajustado con HClI 0.1 M o NaOH 0.1 M, segun se requirio.
Después el sobrenadante se colectd por centrifugacion a 3 200 rpm por
20 minutos, para el analisis de los metales residuales mediante
espectrofotometria de absorciéon atdmica Phillips PU 9100X con llama de
aire-acetileno. En el control de la remocidon de los metales se utilizaron
las soluciones de los metales a la concentracion establecida en cada caso,
sin adiciéon de las biomasas y manteniendo las mismas condiciones
experimentales de las muestras. Para la cuantificacién del cadmio, la
corriente de la ldampara fue de 12 mA a A = 228.8 nm, y para el cinc la
corriente de lampara fue de 10 mA y una A = 230.9 nm. La cantidad de
metal capturado por gramos de biomasa (mg.g-1) se determiné segun la
ecuacion g = (Ci— Cf)V/m (Viera & Volesky, 2003), donde g corresponde
a los mg de metal capturado por gramos de biomasa (mg.g1); Ci, la
concentracién inicial del metal (mg.L1); Cf, la concentracidon final del
metal (mg.L1); m, la masa de la biomasa en la mezcla de reaccién (g), y

V es el volumen de la mezcla de reaccién (L).

Efecto de factores en la remocion de cincy cadmio por
las bacterias

Edad fisiologica del cultivo
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El crecimiento microbiano en caldo nutriente de cada bacteria se
determind a 28 °C a 100 rpm por 24 horas. Durante este tiempo, cada
dos horas se realizaron lecturas en un espectrofotdmetro a una A = 640
nm contra un medio sin inocular como blanco. La captura de los metales
se realizd con biomasa microbiana colectada en dos estados fisiol dgicos
correspondientes alas 6 y 24 h para Bacillus subtilis; en el caso de Proteus

mirabilis, a las 8 y 24 h de crecimiento.

Concentracion celular

Las biomasas humedas, colectadas de cada cultivo bacteriano en caldo
nutriente, se pusieron en contacto de tres concentraciones: 2, 3y 4 g.L1
con los metales. Como control de este experimento se utilizé la

concentracién celular correspondientea 2 g.L 1.

Efecto del pH
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Esta variable se ajustd y controlé a diferentes valores (5.0, 6.0 y 7.0)
durante el tiempo de contacto biomasa-metal (24 horas) mediante el
empleo de HCI 0.1 M o NaOH 0.1 M, segun se requirio.

Tiempo de contacto

Durante 24 horas de contacto entre la biomasa y los metales se tomaron
muestras a los siguientestiempos: TO=0; T1 =0.5; T2=1; T3 = 2; T4
=4, T5=8; T6 = 16; T7 = 24 h. Posteriormente, el sobrenadante con el
metal residual se colectd por centrifugacion a 10 000 rpm durante 10

minutos y se conservo a 4 °C para posterior analisis.

Pretratamientode la biomasa

Los cultivos bacterianos colectados por centrifugaciéon a las 24 horas de
crecimiento se inactivaron por calor seco a 60 °C en estufa durante 12
horas. La accidon del tratamiento sobre la viabilidad celular se comprobd6
mediante la siembra en agar nutriente de las biomasas tratadas.

Posteriormente, las células inactivadas se trataron por separado con
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soluciones de HCL 0.1 M por tres horas y de KOH 0.1 M por dos horas.
Transcurrido estos tiempos se realizaron lavados con agua destilada hasta
gue el pH alcanzdé un valor de 6.0. Después de cada tratamiento, la
biomasa se lavd con agua bidestilada y se secé en estufa a 60 °C durante
12 horas para su puesta en contacto con el cinc y el cadmio. Como control
del experimento se empled biomasa microbiana no tratada (células

vivas).

Analisis biomeétricos

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. A los datos se les
comprobd la normalidad y homogeneidad de varianza mediante las
pruebas de Kolmogorov-Smirov y Bartlett, respectivamente. Después se
aplico el test de Student para la comparacién de dos medias y ANOVA de
clasificacion simple, y prueba de Tukey a posteriori para la comparacion
de mas de dos medias, referidas a los niveles de remocion (g) a un nivel
de significacion de 0.05. Para el procesamiento estadistico se empled el
programa de computacidon Microsoft Excel y el paquete de programas
estadistico Statistica 8.0 para Windows.
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Resultados

Capacidad de remocion de los iones cinc y cadmio por
las bacterias

Las bacterias Proteus mirabilis y Bacillus subtilis presentaron la capacidad
de remover los iones metalicos de la solucidn, con valores que oscilaron
entre 16.42 = 0.069 y 22.36 + 0.246 mg.g'! (Figura 1).

q (mg.g1)

= N
o n o o o

| ]

Proteus mirabilis Bacillus subtilis

Microorganismos
O0Zn(II) mCd (II)

Figura 1. Remocién de Zn (II) y Cd (II) de solucidon acuosa por
biomasas bacterianas; 28 + 2 °C; pH 6.0; metal en solucién: 1 mM;
320

Tecnologia y ciencias del agua, ISSN 2007-2422,11(3), 309-341. DOI: 10.24850/j-tyca-2020-
03-09



S 2020, Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua
Tecnologfay %=

ClenCIaSEAgua Open Access ba.jo lalicenciaCC BY—NC—SA 4.0
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/)

biomasa, 2 g.L1; agitacion 100 rpm; tiempo de contacto biomasa-metal
24 h.

Influencia de la edad fisioldgica del cultivo sobre la
remocion de cincy cadmio

Las biomasas bacterianas capturaron los iones cinc y cadmio en las dos
etapas de crecimiento evaluadas, sin diferencias significativas en los

niveles de captura en los dos estadios fisioldgicos (Figura 2, Ay B).
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Figura 2. Influencia de la edad fisioldgica del cultivo en la remocidn de
Zn (II) y Cd (II) de solucion acuosa; 28 £ 2 °C; pH 6.0; metal en

solucion 1 mM; biomasa humeda 2 g.L™'; agitacién a 100 rpm, 24 h.
Barras de error representan desviacidon estandar de tres repeticiones por
estadio fisioldgico. Se aplicé t-student para cada metal analizado. Letras

diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre los

valores de g en los diferentes estadios fisioldgicos para p < 0.05.
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Efecto de la concentracion celular

Los datos obtenidos de captura de los iones cinc y cadmio mostraron un
comportamiento diferente entre las dos bacterias. Proteus mirabilis frente
a los iones de cinc no presenta diferencias significativas entre las tres
concentraciones celulares ensayadas; lo mismo se observo para el cadmio
a los dos concentraciones mas bajas. En el caso de Bacillus subtilis, la
concentracién celularde 2 g.L ! resultd la menor cantidad de células para

alcanzar la mayor remocién de ambos metales (Figura 3).

30 - a
3725 - a b
)] T a d
£ | @

' 15 b C
% 10 - b
5 _
0
Zn (II) Cd(II) Zn (II) Cd(II)
Proteus mirabilis Bacillus subtilis

02 g/LE3g/Lm4g/L
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Figura 3. Efecto de la concentracién celular sobre la capacidad de
captura de Zn (II) y Cd (II) por las biomasas bacterianas; 28 + 2 °C; pH
6.0; metal en solucion 1 mM; biomasa humeda; agitaciona 100 rpm, 24

h. (£) representan desviacidon estandar de tres repeticiones por
concentracién de células. Se aplicé ANOVA de clasificacion simple para
cada microorganismo analizado. Letras diferentes en la tabla indican
diferencias significativas entre los valores de g de las diferentes

concentraciones para p < 0.05, segun la prueba estadistica Tukey a

posteriori.

Efecto del pH en la remocion de los metales

En la Figura 4 se muestra el efecto del pH en la remocién de los metales
por las biomasas bacterianas. En pH 5.0 se obtuvieron los mas bajos
valores de captura de ambos cationes por las bacterias; sin embargo, un
efecto favorable se observa en valores neutros o cercanos a la

neutralidad.
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Figura 4. Efecto del pH en la remocidn Zn (II) y Cd (II) por biomasas
bacterianas; 28 £ 2 °C; metal en solucion 1 mM; biomasa himeda 2
g.L'1; agitaciona 100 rpm, 24 h. Barras de error representan desviacion
estandarde tres repeticiones por pH. Se aplico6 ANOVA de clasificacion
simple para cada microorganismo analizado. Letras diferentes sobre las
barras indican diferencias significativas entre los valores de g de los
diferentes pH para p < 0.05, segun la prueba estadistica Tukey a

posteriori.

Efecto del tiempo de contacto en la remocion de los metales
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De manera general, la remocién de ambos metales es un proceso rapido
en las primeras horas y después alcanza un equilibrio (Figura 5, Ay B).
Se destaca que tanto para Bacillus subtilis como para Proteus mirabilis, 6
horas son suficientes para obtenerlos maximos valores de captura de los

iones cinc y cadmio, y el equilibrio entre su biomasa y estos metales.
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Figura 5. Cinética de biosorcion de Zn (II) (A) y Cd (II) (B) de solucion

por biomasas microbianas. Condiciones experimentales: 28 £ 2 °C; pH

6.0; metal en solucién 1 mM; biomasa hiumeda 2 g.L1; agitaciéna 100
rpm, 24 h. Barras de error representan desviaciéon estandarde tres

repeticiones por tiempo para cada microorganismo.

Remocion de metales por biomasas pretratadas por
métodos quimicosy fisicos

De manera general se observé un incremento en los valores de captura
de ambos iones por las biomasas pretratadas con respecto a las biomasas
no tratadas (control) en al menos un tratamiento (Figura 6). En el caso
del cinc, este efecto se evidencia sobre todo en Bacillus subtilis, donde los
tres tratamientos aplicados propiciaron valores de captura superiores a
los alcanzados por el control, con resultados confirmados
estadisticamente. Para el cadmio se detectd una respuesta diferente,
marcado por la variabilidad en el efecto de cada tratamiento sobre la
remocidon de este ion. En particular, se destacd en Bacillus subtilis, un

efecto significativo en la captura de cadmio al tratar la biomasa con KOH.
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Figura 6. Remocion de Zn (II) y Cd (II) de solucidén acuosa por
biomasas bacterianas sometidas a diferentes tratamientos; 28 + 2 °C;
metal en solucion 1 mM; biomasa himeda 2 g.L1; agitaciéna 100 rpm,

24 h. Barras de error representan desviacion estandarde tres

repeticiones por tratamiento. Se aplicd ANOVA de clasificacion simple
para cada microorganismo analizado. Letras diferentes sobre las barras
indican diferencias significativas entre los valores de g de los diferentes

tratamientos para p < 0.05, segun la prueba estadistica Tukey a

posteriori.

Discusion
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Los resultados obtenidos (Figura 1) permiten inferir que la naturaleza
polianidnica de la pared celular de Proteus mirabilis, caracterizada por la
membrana externa de lipopolisacaridos y fosfolipidos, ofrece abundantes
grupos funcionales, como carboxilos, fosfatos e hidroxilos, para la unién
de cinc y cadmio (Sharma et al., 2016). Otros sitios activos en esta
estructura implicados en el enlace de tales metales son aminos, hidroxilo
y sulfatos (Goswami, Manikandan, Pakshirajan, & Pugazhenthi, 2017).
Disponer de estos ligandos posibilita que los metales se puedan ubicaren
la region polar de la membrana o dentro de la capa de peptidoglicano,
todo lo cual puede sustentar el comportamiento de esta bacteria frente a
los metales ensayados. Porotro lado, en Bacillus subtilis, el contacto con
los cationes puede ser por la presencia de acidos teicoicos y teicurdnico,
asociados con los derivados de azucares N-acetil murdmico y N-acetil
glucosamina, que son una fuente de grupos fosfatos y carboxilos que
ofrecen carga negativa a la superficie celular. De esta manera, se favorece
la union electrostatica entre la célula y los iones metalicos, y en
consecuencia la captura de metales (Sharma etal., 2016). La composicién
guimica de las envolturas celulares de ambas bacterias puede constituir

una via para explicar sus capacidades de remover losiones cinc y cadmio.

Otras propiedades inherentes a los procariontes, que sustentan las
interacciones que se pueden establecer entre Proteus mirabilis, Bacillus
subtilis y los iones metalicos, son la elevada relacidn superficie-volumen
(Uthra & Kadirvelu, 2017), las caracteristicas metabdlicas (Kvasnova et
al., 2017) y genéticas, que facilitan la adsorcidén y absorcion de metales
disueltos en solucion acuosa (Chauhan et al., 2017). Al considerar la
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absorcion como un posible mecanismo presente en las dos bacterias, la
captura de los iones cinc y cadmio también pudiera ocurrir por
acumulacién intracelular. Este mecanismo mediado por sistemas de
proteinas transportadoras que incorporan los metales al citoplasma ha
sido referido para otras especies bacterianas en la captura de diferentes
iones metalicos (Beltran-Pineda & Gdmez-Rodriguez, 2016; Hansda,
Kumar, & Anshumali, 2016; Muioz, Espinola, & Ruiz, 2017).

Los niveles de captura de cinc y cadmio alcanzados por Proteus
mirabilis y Bacillus subtilis cumplen con el criterio de seleccién informado
en la literatura, donde se plantea que para competir con tecnologias
convencionales en la eliminacion de metales, el agente activo, en este
caso el microorganismo, debe tener una capacidad de captura superior a
15 mg.g! (Brierley, Kelly, Seal, & Best, 1985; Cafizares-Villanueva,
2000). Esto permite ratificar que las bacterias constituyen uno de los
grupos microbianos de interés en el estudio de la remocién de metales
(Ramya & Thatheyus, 2017). Resultados similares se han informado para
las especies microbianas Pseudomonas mendocina (Ps-1) (Carballo et al.,
2017), Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis (Uthra & Kadirvely,
2017) y Klebsiella sp. 3S1 (Muhoz et al., 2017).

La remocién de cinc 'y cadmio por B. subtilisy P. mirabilis en las dos
fases de crecimiento evaluadas (Figura 2), sugiere la participacion de
manera conjunta de mecanismos de acumulacion intracelular vy
extracelular de metales. Esto se deduce por la capacidad de captarambos
metales durante las diferentes fases de crecimiento tanto en una fase de
crecimiento exponencial avanzado como en fase estacionaria. La
manifestacion de un metabolismo activo esta involucrada con un proceso

de bioacumulacién, mientras que la captura extracelular depende de las
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interacciones entre los cationes metalicos y los grupos activos de la
superficie celular, lo cual puede ocurrir durante todo el ciclo celular.
Igualmente se han explicado resultados similares obtenidos en trabajos
previos (Ghaima, Mohamed, Al-Meshhdany, & Abdulhassan, 2017).

No obstante, es importante tener en cuenta que la acumulacion
extracelular puede depender tanto de un metabolismo activo o no, al
considerar que en las diferentes etapas fisioldgicas de los cultivos
microbianos es posible que ocurran alteraciones en los grupos
funcionales, presentes en la pared celular, involucrados en los procesos
de unién del metal a la biomasa, tal y como se ha referido en otras
investigaciones (Fan, Okyay, & Rodrigues, 2014; Ghaima et al., 2017).
Los diferentes comportamientos de los microorganismos en el analisis de
este factor bidtico permiten plantear que la relacién entre la captura de
los metales y la edad del cultivo dependera del tipo de microorganismo y
sus caracteristicas genéticas, asi como de la especie metalica.

En relacidn con los resultados obtenidos en la evaluacién del efecto
de la concentracién celular sobre la capacidad de captura en las bacterias
evaluadas (Figura 3), un incremento en la concentracion de células puede
ocasionar una interferencia entre los sitios de unién del metal y la
biomasa, lo cual puede provocar una disminucion en el atrapamiento del
cation. Se han informado resultados similares por parte de diferentes
autores en la remocion de iones metalicos por biomasas bacterianas
(Limcharoensuk et al., 2015; Choinska-Pulit, Sobolczyk-Bednarek, &
taba, 2018); esto puede explicar lo ocurrido en las muestras analizadas
de Bacillus subtilis.
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La disminucidon de los valores de captura de cincy cadmio a pH 5.0,
por las dos bacterias evaluadas (Figura 4) confirman que la biosorcion
depende de la protonacidn o desprotonacién de los grupos funcionales
sobre la pared celular. En estas concentraciones, los iones hidronio (H30%)
aumentan, y la alta movilidad idnica que presentan favorece la
competencia entre éstosy el cation metalico por los grupos funcionales
de unién al metal en la biomasa microbiana. El predominio que existe a
este valor pH de cargas positivas en la superficie de la célula, que evitan
la unién de las especies metalicas cargadas positivamente, se ha
informado con anterioridad (Li et al., 2016). Otros trabajos han referido
resultados similares en la remocion de metales por diferentes biomasas
bacterianas (Fan et al., 2014; Limcharoensuk et al., 2015).

Los incrementos en la captura de losiones cincy cadmio por Proteus
mirabilis y Bacillus subtilis a valores de pH neutro o cercanos a éste puede
deberse a la presencia de menor cantidad de protones H™* libres en la
solucion, lo que disminuye la competencia entre éstos y los iones
metalicos. Ademas, la existencia de una menor protonacién en los sitios
activos de las biomasas, conlleva a un predominio de grupos cargados
negativamente en la superficie celular, lo que provoca una intensificacién
de las fuerzas electrostaticasinvolucradas en el proceso de captura de los
metales (Ghaima et al., 2017). Asi, los ligandos en la superficie de la
biomasa permiten que la reaccidon con los cationes sea mayor y aumente
la cantidad de iones enlazados a la biomasa. Comportamientos
semejantes se han detectado en la remocidon de metales por diferentes
biomasas microbianas (Limcharoensuk et al., 2015; Li et al., 2016;
Carballo et al., 2017).
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Los resultados de la evaluacion de la dinamica de remocion de los
iones por las biomasas bacterianas (Figura 5) estan en correspondencia
con las caracteristicas propias de estos procesos de captura de cationes
metalicos por microorganismos, lo cual ocurre fundamentalmente de
forma rapida en los primeros tiempos de contacto biomasa-metal. Esta
particularidad reviste gran importancia para el disefioy la operacionalidad
del proceso. Tal y como ocurre en el presente trabajo, otros autores
sefialan la existencia de dos fases en el proceso de captura de metales.
No obstante, destacan que el tiempo en que se alcanza el equilibrio puede
variar desde minutos hasta dias, lo que dependera del tipo de biosorbente
y especie metalica, entre otros factores (Nwidi & Agunwamba, 2015; Ling,
Huang, Li, Liu, & Cheng, 2016; Uthra & Kadirvelu, 2017; Zhang, Hu, &
Lu, 2017).

La accion favorable del tratamiento porcalor seco aplicado a Bacillus
subtilis y Proteus mirabilis, con excepcidon de la remocion del cinc por P.
mirabilis (Figura 6), en relacién con el control puede estar dado por la
eliminacién de impurezas presentes en la superficie celular y, por ende,
por una mayor exposicion de los grupos funcionales de unién a metales.
La muerte celular de las dos bacterias, comprobada por la ausencia de
crecimiento en agar nutriente después del tratamiento, condicion6é un
estado metabdlicamenteinactivo de las células tratadas, en las que estan
ausentes los sistemasde transporte que permitirian la bioacumulacién del
metal y, por tanto, es posible una mayor capacidad de biosorcidon en la
superficie celular. En el caso de las biomasas inactivadas, tratadas con
HCl y KOH, presentaron variaciones en sus propiedades de enlazar los
metales. Este resultado es coincidente con los informados por otros

autores (Hansda et al., 2016). Los agentes quimicos aplicados en el
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presente trabajo pueden potenciar las interacciones electrostaticas, pues
facilitan la formaciéon de condiciones éptimas para el intercambio idnico e
incrementan los sitios de unidon para los cationes metadlicos. De esta
manera se han sustentados resultados previos (Zeraatkar, Ahmadzadeh,
Talebi, & Moheimani, 2016).

Estd bien documentado que en el proceso de biosorcion esta
involucrada sobre todo la pared celular y que su modificacion puede
potenciar la captura de los iones metdlicos (Barange, Srivastava,
Srivastava, & Palsania, 2014; Hansda et al., 2016). Otros autores refieren
que la efectividad de los tratamientos va a depender, entre otros factores,
de la especie metalica y del microorganismo (Mota et al., 2016), asi como
del mecanismo o submecanismo que gobierna la captura de los iones por
las biomasas microbianas (Kiran, Rani, & Kaushik, 2016). No obstante,
han sido bien respaldados en la literatura como alternativa para

incrementar la remocién de metales (Shoaib, Aslam, & Aslam, 2013).

Conclusiones

El empleo de microorganismos para la biosorciéon de metales representa
una alternativa enla busqueda de una soluciéon econdmicay amigable con
el medio ambiente. Los valores de captura de cinc y cadmio por las

biomasas microbianas evidenciaron las potencialidades de Bacillus subtilis
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y Proteus mirabilis para la eliminacion de estos metales presentes en
soluciones acuosas. Sin embargo, se demostrd que las potencialidades
naturales se pueden favorecer mediante la caracterizacion de los
diferentes factores asociados con la remocidon de iones metalicos, y la
modificaciéon de las biomasas con los tratamientos fisicos y quimicos.
Entre los factores que mas incidieron en el mejoramiento de los niveles
de remocidon estan el tiempo de contacto biomasa-metal, el pH y los
tratamientos aplicados. Las células inactivadas constituyen una condicién
favorable para el uso de ambas bacterias sin riesgo ambiental y en
particular para la salud. Otro dato notable aportado es la demostracion
de que 6 horas son suficientes para lograr la maxima captura del cinc y
del cadmio, lo que reviste gran relevancia en el camino para hacer
econdmicamente mas viable la aplicacion de estas biomasas bacterianas

en procesos biotecnoldgicos.
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