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Resumen

En el presente trabajo de investigacion se estudio la capacidad de remocion de Plomo
(II) y Cadmio (II), mediante el empleo de un sistema de inmovilizacion de los
microorganismos nativos aislados de la poza de oxidacion del laboratorio metalurgico de

la UNSA.

Se logro aislar e identificar 4 cepas siendo: Acinetobacter spp, Bacillus spp, Rhizopus
spp y Aspergillus niger. Se cultivé Aspergillus niger y Rhizopus spp, para realizar los
ensayos de remocion de Plomo (I) y Cadmio (II). Para evaluar se trabajo en sistema
Batch y se evaluo el porcentaje de remocion. Posteriormente se evalud la influencia del
pH, temperatura, biomasa y concentraciéon de metal, determinandose los valores mas
adecuados para obtener la mayor eficiencia de remocion de dichos metales. Luego se
ensayo en un sistema de sorcion elaborado en base a la biomasa del hongo Rhizopus spp

y se aplicaron modelos de primer y segundo orden.

Se determind que Rhizopus spp fue la cepa que mas removié el metal Plomo (II) con
86.39%, Cadmio (II) 69.23% y la mezcla en 74.82%. Por otra parte Aspergillus niger
remueve Plomo (II) en 74.19%, Cadmio (II) 44.72%, y la mezcla en 66.90%. Y para el
consorcio Aspergillus niger - Rhizopus spp remueve Plomo (II) en 84.17%, Cadmio (II)

43.42%, y la mezcla en 53.43%. Por otra parte se logréo determinar que la mayor
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remocioén se dio al trabajar a un pH 5, a una temperatura de 25°C, una biomasa de 3
Micelios y concentracion de 10 ppm, se determino que el modelo de segundo orden fue

el modelo que mas se ajusto.

Se logrd construir el sistema, teniendo como principal componente la inmovilizacion de
Rhizopus spp, trabajando a un flujo de 1.05 L/hora se llego a tener un maximo de
remocion de 99.4% y 99.8 % para Plomo (II) y Cadmio (II) respectivamente. Existen
distintos métodos y técnicas que permiten la remocion de metales pesados de soluciones
contaminadas con estas, pero la aplicacion de biomasa fungal podria ser una alternativa,

ya que estas al ser bien manejadas presentan multiples beneficios.

Palabras clave: Rhizopus spp, Aspergillus niger, remocion, Plomo (II), Cadmio (II).
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Abstract

In this research study is the ability to lead (IT) and cadmium (II) removal by the use of a
locking system of native microorganisms isolated from the oxidation pond UNSA

metallurgical laboratory.

It was possible to isolate and identify 4 strains being : Acinetobacter spp , Bacillus spp ,
Rhizopus spp and Aspergillus niger. Aspergillus niger and Rhizopus spp culture assays
for removal of lead (IT) and cadmium (IT). To assess system is working in batch and the
percentage of removal was evaluated. Subsequently the influence of pH, temperature,
biomass and metal concentration, determining the most suitable values for the highest
removal efficiency of these metals was evaluated. Then I test sorption system developed
based on the biomass of the fungus Rhizopus spp and models of first and second order

were applied.

Rhizopus spp determined that the strain was more removed the metal lead (II) with
86.39%, cadmium (II) 69.23% and 74.82% mixture. Aspergillus niger Moreover out
lead (IT) at 74.19%, cadmium (II) 44.72% and 66.90% mixture. And for the consortium
Aspergillus niger - Rhizopus spp removes Lead (II) 84.17%, Cadmium (IT) 43.42%, and
53.43% in the mixture. Furthermore it was determined that the higher adsorption
occurred when working at pH 5, at a temperature of 25 ° C, a biomass 3 mycelia and 10
ppm concentration, it was determined that the second order model was the model I

adjust more.

Was achieved to build the system, with the main component immobilization Rhizopus
spp, working at a flow of 1.05 L / hour I get to have a maximum clearance of 99.4 % and
99.8 % for lead (II) and Cadmium (II) respectively. There are different methods and
techniques for the removal of heavy metals from contaminated with these solutions, but
the application of fungal biomass could be an alternative, as these to be well managed

have multiple benefits.

Keywords: Rhizopus spp, Aspergillus niger, removal, Lead (II), Cadmium (II).
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Capitulo I: Introduccion

El incremento de la actividad industrial ha intensificado los problemas de contaminacion
ambiental y el deterioro de diversos ecosistemas con la acumulaciéon de muchos
contaminantes, tales como metales pesados entre otros. Estos contaminantes son vertidos
en el sistema acuatico de una manera significativa como resultados de operaciones
industriales. Generalmente, la polucion por metales pesados proviene de los desechos de
industrias dedicadas a manufactura de plésticos, fertilizantes, pigmentos, mineria,
metalurgia y curtiembre. La comunidad cientifica ha avocado ya muchos afios y
esfuerzos para el tratamiento y eliminaciéon de metales pesados con el fin de combatir

este problema. (V

Las industrias metalurgicas de Arequipa, generan efluentes con Plomo y Cadmio, con
valores superiores a 0.1 mg/L y 0.049 mg/L respectivamente. ¥ Estos efluentes estan
siendo vertidos en el curso del rio Chili. Entre los tramos comprendidos entre puente San
Martin y fundo Mocoro se encuentran las empresas del parque industrial. Estas
industrias vierten gran cantidad de sus efluentes al rio Chili. Estos metales pesados

debido a su toxicidad a bajas concentraciones, son bioacumulables y no biodegradables.
3

El Cadmio, el Plomo y el mercurio han sido identificados como los metales pesados mas
toxicos para los humanos y el ambiente. Diversos metales que son micronutrientes
esenciales, como el cobre y el zinc, resultan toxicos en concentraciones elevadas,
mientras que otros como Cadmio, Plomo mercurio y arsénico, son toxicos a dosis
minimas % 3 El Cadmio, en particular, ha sido reconocido como altamente nocivo por
sus efectos en el ambiente, debido a su capacidad de bioacumularse en la cadena
alimenticia. Actualmente, existen diversos métodos convencionales como resinas de
intercambio i6nico, electrodeposicion, precipitacion, floculacion, etc. para eliminar

metales pesados de aguas residuales pero que se encuentran a altas concentraciones.
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Lamentablemente, estas técnicas resultan caras e ineficientes a bajas concentraciones,

donde el problema se hace mas latente.

En respuesta a este problema, durante la década pasada, la biorremediacion ha sido vista
como una solucién tentativa, debido a su bajo costo y selectividad por metales pesados a
bajas concentraciones. La eliminacion de metales por biomasa muerta (Biosorcion) es
mas atractiva comparada al uso de células vivas (bioacumulacién) debido a varias
razones: el crecimiento y propagacion de la biomasa pueden ser alteradas debido a la
misma toxicidad del contaminante, a los cuidados que el crecimiento celular requiere y a
la multiplicidad de mecanismos posibles. Es por ello que la biosorcidon constituye una via

tecnologica (til para la biorremocion de metales toxicos de aguas de desechos. (V

Sin embargo, algunos microorganismos son capaces de resistir y reproducirse en
ambientes con elevados contenidos de metales pesados. Esta capacidad puede ser
aprovechada por el hombre para el desarrollo de procesos biotecnologicos y constituyen
en la actualidad un reto para la comunidad cientifica, en su intento de mitigar al maximo

el impacto ambiental que ocasionan los metales pesados.

Debido a que existe evidencia cientifica que demuestra que se logro aislar
microorganismos en efluentes ricos con metales pesados y a su vez demuestran la
capacidad de remocion de metales pesados de aguas contaminadas, es probable aislar
microorganismos nativos de la poza de relaves del laboratorio de concentracion de
minerales de la UNSA, para su posterior uso como biorremediadores de los metales

Plomo (IT) y Cadmio (II).

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo disefiar y construir un sistema
para la remocion de Plomo (II) y Cadmio (II) mediante el uso de microorganismos
nativos aislados de la poza de relaves del laboratorio metalirgico de la UNSA —
Arequipa, con esto se pretende ofrecer una alternativa tecnologica de tratamiento de

estos metales.
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Objetivos

Objetivo general

Desarrollar y evaluar un sistema para la remocion de Plomo (II) y Cadmio (II), mediante
la inmovilizaciéon de microorganismos nativos de la poza de relaves del laboratorio de

concentracion de minerales de la Universidad Nacional San Agustin - Arequipa.
Objetivos especificos

1. Recolectar y realizar un analisis fisicoquimico de la muestra obtenida de la poza
de relaves del laboratorio de concentracion de minerales de la UNSA.

2. Aislar y caracterizar microorganismos nativos de la poza de relaves del
laboratorio de concentracion de minerales de la UNSA.

3. Evaluar la cinética de crecimiento de las cepas fungicas, aislados de la poza de
relaves del laboratorio de concentracion de minerales de la UNSA.

4. Seleccionar los microorganismos por la capacidad de remocioén de Plomo (II) y
Cadmio (II).

5. Evaluar la influencia de los parametros de pH, temperatura, biomasa y
concentracion de metal en el proceso de remocion de Plomo (II) y Cadmio (II).

6. Disefiar y construir un sistema de remocion para los metales Plomo (II) y
Cadmio (IT) a nivel laboratorio.

7. Evaluar la eficiencia del sistema de remocion.
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Capitulo II: Marco tedrico
2.1.Contaminacion del agua

El agua es la base de la vida en nuestro planeta por lo que si esta se ve dafada causa
diversas enfermedades e incluso la muerte de personas y diversas especies que habitan
en este medio. El concepto de contaminacion del agua indica un estado cualitativo de
impureza o suciedad de las aguas hidrolégicas de una cierta region, tal como cuenca
hidrografica. Ello es consecuencia de una situacion o un proceso que reduce la utilidad
de las aguas de nuestro planeta, especialmente por sus efectos en la salud humana y el

medio ambiente. ©
2.1.1. Origen de la contaminacion de las aguas

Tantas actividades humanas como naturales pueden cambiar las caracteristicas fisicas,
quimicas, y biologicas del agua. La calidad de agua es afectada por cambios en las
sustancias nutritivas, sedimentacion, temperatura, pH, metales pesados, toxinas,

pesticidas y factores biologicos, entre muchos otros factores.

Algunas fuentes de contaminacion del agua son naturales. Por ejemplo, el mercurio que
se encuentra naturalmente en la corteza de la tierra y en los océanos contamina la
biosfera mucho mas que los contaminantes procedentes de la actividad humana. Algo
similar pasa con los hidrocarburos y con muchos otros productos. Normalmente las
fuentes de contaminacidn natural son muy dispersas y no provocan concentraciones altas
de polucion, excepto en algunos lugares muy concretos. La contaminacién de origen
humano, se concentra en zonas concretas y para la mayor parte de los contaminantes, es

mucho més peligrosa que la natural. 7
2.2.Metales pesados

Los metales pesados son un grupo de elementos de alta prioridad, debido a su alta
toxicidad sobre la mayoria de los organismos, a su ubicuidad y a que se pueden
bioacumular a través de las cadenas tréficas en ecosistemas acudticos y terrestres. Los

metales pesados tienen una densidad superior a 4,5 g/cm3, y aunque algunos son
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esenciales en el metabolismo de los seres vivos, como el cobalto, cobre, hierro,
manganeso, molibdeno, vanadio, estroncio, y zinc, en concentraciones muy elevadas
¢éstos son demasiado téxicos y pueden ocasionar dafios irreversibles. Algunos otros
como el Cadmio y el mercurio son muy téxicos inclusive a concentraciones muy bajas.
Los metales pesados ademas tienden a persistir en el ambiente, dada su resistencia a la
degradacion quimica o biologica ®.Uno de los mecanismos mediante el cual los metales
llegan al ser humano se debe a que las plantas absorben el metal a través de laraizy a su

vez las especies animales lo hacen al alimentarse de aquellas )

En cuerpos receptores de agua, los metales pueden originarse de fuentes naturales y/o
antropogénicas. De los 59 elementos metalicos, 13 han sido incluidos en la lista de

contaminantes prioritarios por la Environmental Protection Agency (9.

El aumento de la contaminacion en las aguas superficiales y marinas se esta convirtiendo
en una amenaza de altas proporciones por la presencia de elevadas concentraciones de
metales pesados como el Plomo, Cadmio, cromo y niquel !V, Esta problematica se ha
acrecentado debido al mal manejo de las descargas industriales y al ineficiente
tratamiento que se les da a las mismas. Las enfermedades relacionadas con el agua
contaminada son una tragedia humana que cada afo cobra la vida de mas de 5 millones

de personas, de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud.
2.2.1. Fuentes de metales pesados

Los metales son algunos de los elementos abundantes en la corteza de la Tierra. Las
fuentes de metales urbanas e industriales han sido identificadas como la causa principal
de contaminacion por metales toxicos. Los origenes de estos compuestos toxicos son
muy diversos. Las mas obvias son las operaciones industriales como son las fundiciones,
fabricas de acero, placas de metal, la elaboracion y fabricacion de metales, y de plantas
mineras. Algunas de las industrias que generan aguas residuales contaminadas por
metales pesados entre otros contaminantes son: azucarera, petrolera, cervecera, textil,
celulosa y papel, acabados metélicos, cobre y sus aleaciones, curtiduria, alimenticias,

hierro y acero. Estas fuentes son legalmente clasificadas como focos puntuales de
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fuente difusa. 1%

Tabla 1.
Fuentes de elementos téxicos. Extraido de Peterle 1991.
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Elemento / Fuente
Compuesto
Arsénico Mineria, fundidoras, pesticidas.
Asbestos Industria, cartén de yeso, aislamiento, talco.
Bario Pruebas clinicas, pruebas de radiacion.
Berilio Industria, naturaleza, drenajes acidos de mineria.
Cadmio Industria, mineria, pesticidas.
Cromo Industria.
Cobre Industria.
Plomo Mineria, industria automovilistica, pesticidas.
Manganeso Mineria.
Mercurio Mineria, fuentes naturales, preparacion de semillas.
Niquel Mineria, polvo de 6xido, sulfuros.
Selenio Descargas agricolas, mineria.
Zinc Industria.
Arsenicales Arsenatos de Plomo.
2.2.2. Cadmio

Elemento quimico cuyo simbolo es Cd, numero atomico 48; tiene relacion estrecha con
el Zinc, con el que se encuentra asociado en la naturaleza. Es un metal ductil, de color
blanco argentino con un ligero matiz azulado. Es mds blando y maleable que el Zinc,
pero poco mas duro que el Estafio. Peso atémico de 112.40 y densidad relativa de 8.65 a
20°C (68°F). Su punto de fusion de 320.9°C (610°F) y de ebullicion de 765°C (1410°F)
son inferiores a los del Zinc. Hay ocho isotopos estables en la naturaleza y se han
descrito once radioisotopos inestables de tipo artificial. E1 Cadmio es miembro del grupo
IT b (Zinc, Cadmio y Mercurio) en la tabla periddica, y presenta propiedades quimicas
intermedias entre las del Zinc metalico en soluciones acidas de sulfato. El Cadmio es
divalente en todos sus compuestos estables y su ion es incoloro. !® El Cadmio es uno de

los metales mas toxicos encontrados en los efluentes vertidos de las industrias

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

) :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

metalurgicas, galvanoplastia, mineria y otras actividades industriales. Es no
biodegradable y tiende a acumularse en los organismos vivos causando amenazas

significativas para el medio ambiente y la salud. !

Este metal no se encuentra ficilmente en la naturaleza como metal, pero si en
combinaciones minerales con otros elementos como oxigeno (6xido de Cadmio), cloruro

(cloruro de Cadmio), sulfuro (sulfato de Cadmio), estos son solubles en agua. ®

El Cadmio se utiliza principalmente en la manufactura de pigmentos, baterias e
industrias de plastico, asi como derretidoras de Zinc, Plomo y Cobre. Generalmente se

encuentra en dep6sitos de Zinc asociado a este metal. 19

En el afio de 1947, en Japon, se encontraron 44 casos de enfermedades reumaticas, las
cuales posteriormente desarrollaron deformaciones esqueléticas dolorosas, que estaban
relacionadas con exposiciones continuas a altas concentraciones de Cadmio encontrado
en el ambiente. El Cadmio afecta a los huesos provocando un dolor intenso. Esta

asociado con huesos débiles y puede causar malformaciones, especialmente en la espina.
(16)

Las personas fumadoras tienen un alto riesgo de exposicion al Cadmio, tienen
aproximadamente el doble de concentraciéon de Cadmio en el cuerpo que las personas no

fumadoras. (17

Se sabe que el Cadmio no es muy bien absorbido por el cuerpo, asi como no es bien
eliminado, es generalmente excretado por los rifiones. Se ha encontrado una
concentracion de hasta 40 mg de Cadmio en el cuerpo humano, y se ha considerado un

rango normal entre 2 ppm en pelo y 0.015 ppm en sangre. 17

No solamente el ser humano estd en peligro de contaminacion con metales pesados;
existe un sin fin de organismos que estdn en contacto continuo con estos metales, lo que
provoca un dafio a estas especies que de uno u otro modo lo introducen en su organismo.
Dichas especies van desde mamiferos, insectos, aves, plantas, peces, invertebrados

marinos, liquenes, musgos, etc.
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a. Efectos del Cadmio sobre la salud

El Cadmio puede ser encontrado mayoritariamente en la corteza terrestre. Este siempre
ocurre en combinacion con el Zinc. En las industrias como inevitable subproducto de las
extracciones de Zinc, Plomo y Cobre. Después de ser aplicado este entra en el ambiente

mayormente a través del suelo, porque es encontrado en abonos y pesticidas. ¥

La toma por los humanos de Cadmio tiene lugar mayormente a través de la comida. Los
alimentos que son ricos en Cadmio pueden en gran medida incrementar la concentracion
de Cadmio en los humanos. Ejemplos son patés, champifiones, mariscos, mejillones,

cacao y algas secas. ¥

Una exposicion a niveles significativamente altas ocurren cuando la gente fuma. El
humo del tabaco transporta el Cadmio a los pulmones. La sangre transportara el Cadmio
al resto del cuerpo donde puede incrementar los efectos por potenciacion del Cadmio
que estd ya presente por comer comida rico en Cadmio. Otra alta exposicion puede
ocurrir con gente que vive cerca de los vertederos de residuos peligrosos o fabricas que
liberan Cadmio en el aire y gente que trabaja en las industrias de refinerias del metal.
Cuando la gente respira el Cadmio este puede dafiar severamente los pulmones. Esto
puede incluso causar la muerte. E1 Cadmio primero es transportado hacia el higado por
la sangre. Alli es unido a proteinas para formar complejos que son transportados hacia
los rifiones. El Cadmio se acumula en los rinones, donde causa un dafio en el mecanismo
de filtracion. Esto causa la excrecion de proteinas esenciales y azucares del cuerpo y el
consecuente dafio de los rifiones. Lleva bastante tiempo para que el Cadmio acumulado

en los rifiones sea excretado del cuerpo humano. !®

Otros efectos sobre la salud que pueden ser causados por el Cadmio son:
- Diarreas, dolor de estdmago y vomitos severos
- Fractura de huesos

- Fallos en la reproduccion y posibilidad incluso de infertilidad
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- Dano al sistema nervioso central
- Daiio al sistema inmune
- Desordenes psicolédgicos

- Posible dafio en el ADN o desarrollo de cancer.(®

b. Efectos ambientales del Cadmio

De forma natural grandes cantidades de Cadmio son liberadas al ambiente, sobre 25.000
toneladas al afio. La mitad de este Cadmio es liberado en los rios a través de la
descomposicion de rocas y algun Cadmio es liberado al aire a través de fuegos forestales
y volcanes. El resto del Cadmio es liberado por las actividades humanas, como es la

manufacturacion.

Las aguas residuales con Cadmio procedentes de las industrias mayoritariamente
terminan en suelos. Las causas de estas corrientes de residuos son por ejemplo la
produccion de Zinc, minerales de fosfato y las bioindustrias del estiércol. El Cadmio de
las corrientes residuales puede también entrar en el aire a través de la quema de residuos
urbanos y de la quema de combustibles fosiles. Debido a las regulaciones s6lo una
pequeiia cantidad de Cadmio entra ahora en el agua a través del vertido de aguas
residuales de casas o industrias. Otra fuente importante de emision de Cadmio es la
produccion de fertilizantes fosfatados artificiales. Parte del Cadmio terminara en el suelo
después de que el fertilizante es aplicado en las granjas y el resto del Cadmio terminara
en las aguas superficiales cuando los residuos del fertilizante es vertido por las

compapias productoras. )

El Cadmio puede ser transportado a grandes distancias cuando es absorbido por el lodo.

Este lodo rico en Cadmio puede contaminar las aguas superficiales y los suelos.

El Cadmio es fuertemente adsorbido por la materia organica del suelo. Cuando el
Cadmio esta presente en el suelo este puede ser extremadamente peligroso, y la toma a

través del alimento puede incrementar. Los suelos que son acidos aumentan la toma de
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Cadmio por las plantas. Esto es un dafo potencial para los animales que dependen de las
plantas para sobrevivir. EI Cadmio puede acumularse en sus cuerpos, especialmente
cuando estos comen muchas plantas diferentes. Las vacas pueden tener grandes
cantidades de Cadmio en sus rifiones debido a esto. Las lombrices y otros animales
esenciales para el suelo son extremadamente sensibles al envenenamiento por Cadmio.
Pueden morir a muy bajas concentraciones y esto tiene consecuencias en la estructura
del suelo. Cuando las concentraciones de Cadmio en el suelo son altas esto puede influir

en los procesos del suelo de microorganismos y amenazar a todo el ecosistema del suelo.
(18)

En ecosistemas acuaticos el Cadmio puede bioacumularse en mejillones, ostras, gambas,
langostas y peces. La subceptibilidad al Cadmio puede variar ampliamente entre
organismos acuaticos. Organismos de agua salada se sabe que son mas resistentes al
envenenamiento por Cadmio que organismos de agua dulce. Animales que comen o
beben Cadmio algunas veces tienen la presion sanguinea alta, dafios del higado y dafos
en nervios y el cerebro ®Por otro lado, la toxicidad de Cadmio es ampliamente
conocida por la destruccion de sitios enzimaticos activos y alteraciones del sistema

nervioso en seres humanos, incluso a bajas concentraciones ')
2.2.3. Plomo

Elemento quimico cuyo simbolo es Pb, nimero atomico 82 y peso atomico 207.19. El
Plomo es un metal pesado (densidad relativa, o gravedad especifica, de 11.4 s 16°C
(61°F)), de color azuloso, que se empaifia para adquirir un color gris mate. Es flexible,
inelastico, se funde con facilidad, se funde a 327.4°C (621.3°F) y hierve a 1725°C
(3164°F). Las valencias quimicas normales son 2 y 4. Es relativamente resistente al
ataque de los acidos sulfurico y clorhidrico. Pero se disuelve con lentitud en &cido
nitrico. El Plomo es anfétero, ya que forma sales de Plomo de los acidos, asi como sales
metalicas del acido plimbico. El Plomo forma muchas sales, 6xidos y compuestos

organometalicos. (1*
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Industrialmente, sus compuestos mas importantes son los 6xidos de Plomo y el tetraetilo
de Plomo. El Plomo forma aleaciones con muchos metales y, en general, se emplea en
esta forma en la mayor parte de sus aplicaciones. Todas las aleaciones formadas con
Estafio, Cobre, Arsénico, Antimonio, Bismuto, Cadmio y Sodio tienen importancia
industrial. Los compuestos del Plomo son toxicos y han producido envenenamiento de
trabajadores por su uso inadecuado y por una exposicion excesiva a los mismos. Sin
embargo, en la actualidad el envenenamiento por Plomo es raro en virtud a la aplicacion
industrial de controles modernos, tanto de higiene como relacionados con la ingenieria.
El mayor peligro proviene de la inhalacién de vapor o de polvo. En el caso de los
compuestos organoplumbicos, la absorcion a través de la piel puede llegar a ser
significativa. Algunos de los sintomas de envenenamiento por Plomo son dolores de
cabeza, vértigo ¢ insomnio. En los casos agudos, por lo comun se presenta estupor, el
cual progresa hasta el coma y termina en la muerte. El control médico de los empleados
que se encuentren relacionados con el uso de Plomo comprende pruebas clinicas de los
niveles de este elemento en la sangre y en la orina. Con un control de este tipo y la
aplicacion apropiada de control de ingenieria, el envenenamiento industrial causado por

el Plomo puede evitarse por completo. ('3
a. Efectos del Plomo sobre la salud

El Plomo es un metal blando que ha sido conocido a través de los anos por muchas
aplicaciones. Este ha sido usado ampliamente desde el 5000 antes de Cristo para
aplicaciones en productos metalicos, cables y tuberias, pero también en pinturas y
pesticidas. El Plomo es uno de los cuatro metales que tienen un mayor efecto dafiino
sobre la salud humana. Este puede entrar en el cuerpo humano a través de los alimentos
(65%), agua (20%) y aire (15%).Los alimentos como frutas, vegetales, carnes, granos,
mariscos, refrescos y vino pueden contener cantidades significantes de Plomo. EI humo

de los cigarros también contiene pequeias cantidades de Plomo.

El Plomo puede entrar en el agua potable a través de la corrosion de las tuberias. Esto es

mas comuin que ocurra cuando el agua es ligeramente acida. El Plomo no cumple
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ninguna funcion esencial en el cuerpo humano, este puede principalmente hacer dafio

después de ser tomado en la comida, aire o agua. *
El Plomo puede causar varios efectos no deseados, como son:
- Perturbacion de la biosintesis de hemoglobina y anemia
- Incremento de la presion sanguinea
- Dafio a los rifiones
- Abortos y abortos sutiles
- Perturbacion del sistema nervioso
- Daiio al cerebro
- Disminucién de la fertilidad del hombre a través del dafio en el esperma
- Disminucién de las habilidades de aprendizaje de los nifios

- Perturbacion en el comportamiento de los nifios, como es agresion,

comportamiento impulsivo e hipersensibilidad.

El Plomo puede entrar en el feto a través de la placenta de la madre. Debido a esto puede

causar serios dafios al sistema nervioso y al cerebro de los nifios por nacer. 13

b. Efectos ambientales del Plomo

El Plomo ocurre de forma natural en el ambiente, pero las mayores concentraciones que
son encontradas en el ambiente son el resultado de las actividades humanas. Debido a la
adicion del Plomo en gasolinas un ciclo no natural del Plomo tiene lugar, en los motores
de los coches el Plomo es quemado, eso genera sales de Plomo (cloruros, bromuros,
oxidos). Estas sales de Plomo entran en el ambiente a través de los tubos de escape de
los coches. Las particulas grandes precipitaran en el suelo o la superficie de aguas, las
pequenas particulas viajaran largas distancias a través del aire y permaneceran en la

atmosfera. Parte de este Plomo caerd de nuevo sobre la tierra cuando llueva. Este ciclo
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del Plomo causado por la produccion humana esta mucho mas extendido que el ciclo
natural del Plomo. Este ha causad contaminacion por Plomo haciéndolo en un tema
mundial no s6lo la gasolina con Plomo causa concentracion de Plomo en el ambiente.
Otras actividades humanas, como la combustion del petroleo, procesos industriales,

combustion de residuos sélidos, también contribuyen. 13

El Plomo puede terminar en el agua y suelos a través de la corrosion de las tuberias de
Plomo en los sistemas de transportes y a través de la corrosion de pinturas que contienen

Plomo. No puede ser roto, pero puede convertirse en otros compuestos.

El Plomo se acumula en los cuerpos de los organismos acuéticos y organismos del suelo.
Estos experimentaran efectos en su salud por envenenamiento por Plomo. Los efectos
sobre la salud de los crustaceos pueden tener lugar incluso cuando s6lo hay pequenas

concentraciones de Plomo presente.

Las funciones en el fitoplancton pueden ser perturbados cuando interfiere con el Plomo.
El fitoplancton es una fuente importante de produccion de oxigeno en mares y grandes
animales marinos lo comen. Este es el porqué usted ahora empezara a preguntarse si la
contaminacion por Plomo puede influir en los balances globales. Las funciones del suelo
son perturbadas por la intervencion del Plomo, especialmente cerca de las autopistas y
tierras de cultivos, donde concentraciones extremas pueden estar presentes. Los
organismos del suelo también sufren envenenamiento por Plomo. El Plomo es un
elemento quimico particularmente peligroso, y se puede acumular en organismos

individuales, pero también entrar en las cadenas alimenticias. (!*
2.3.Marco legal

Existen decretos supremos del estado, donde dan a conocer los limites maximos

permisibles (LMP), tanto para descargas de aguas residuales, mineras etc.

En la siguiente tabla se da conocer los Limites Maximos Permisibles para la descarga de
efluentes liquidos de actividades Minero — Metalurgico segin el decreto supremo N°

010 -2010-MINAM @0
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Tabla 2.
Limites maximos permisibles para la descarga de efluentes liquidos de actividades minero-
metallrgicas. Extraido de decreto supremo N° 010-2010-MINAM.

Limite en Limite para el
Parametro Unidad cualquier promedio

momento anual
pH 6-9 6-9
Sélidos totales en suspensiéon  mg/L 50 25
Aceites y grasas mg/L 20 16
Cianuro total mg/L 1 0.8
Arsénico total mg/L 0.1 0.08
Cadmio total mg/L 0.05 0.04
Cromo hexavalente* mg/L 0.1 0.08
Cobre total mg/L 0.5 0.4
Hierro (Disuelto) mg/L 2 1.6
Plomo total mg/L 0.2 0.16
Mercurio total mg/L 0.002 0.0016
Zinc total mg/L 1.5 1.2

*En muestra no filtrada

Los estandares nacionales de calidad ambiental para agua segun el decreto supremo N°
002-2008-MINAM, con el objetivo de establecer el nivel de concentracion o le grado de
elementos, sustancias o parametros fisicos, quimicos y biologicos presentes en el agua,
en su condicidén de cuerpo receptor y componente basico de los ecosistemas acuaticos,
que no representa riesgo significativo para la salud de las personas ni para el ambiente
@ En la categoria 3 que corresponde a riego de vegetales y bebidas de animales refiere

en cuanto a inorganicos.

Dado que en muchas ciudades el agua de riego de los cultivos es con agua de rio, de ahi
la importancia de conocer los niveles de aceptacion, ya que estos podrian acumularse en

los cultivos.
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Tabla 3.
Parametros para riego de vegetales de tallo bajo y tallo alto. Extraido de decreto supremo N°
002-2008-MINAM.

Parametros Unidad Valor
Aluminio mg/L 5
Arsénico mg/L 0.05
Bario total mg/L 0.7
Boro mg/L 0.5-6
Cadmio mg/L 0.005
Cianuro Wad mg/L 0.1
Cobalto mg/L 0.05
Cobre mg/L 0.2
Cromo(+6) mg/L 0.1
Hierro mg/L 1
Litio mg/L * o
Magnesio mg/L 150
Manganeso mg/L 0.2
Mercurio mg/L 0.001
Niquel mg/L 0.2
Plata mg/L 0.05
Plomo mg/L 0.05
Selenio mg/L 0.05
Zinc mg/L 2

2.4.Biorremediacion de metales pesados

Biorremediacion es el proceso por el cual los organismos vivos son empleados para la
descontaminacion efectiva de un sistema contaminado. Dicho proceso explota la
diversidad genética y la versatilidad metabdlica de los microorganismos para
transformar contaminantes en productos finales menos tdxicos, los cuales son integrados
en los ciclos biogeoquimicos naturales o de acumularlos en su biomasa reduciendo la

concentracion del contaminante en el medio @V,
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Uno de los mayores problemas ambientales es la acumulacion de metales pesados en los
ecosistemas producto de desechos industriales mal tratados y su tratamiento a través de

técnicas de biorremediacion es una alternativa eficiente y rentable %23,

A diferencia de otras tecnologias convencionales, como por ejemplo la incineracion, la
biorremediacion se puede llevar a cabo en el lugar mismo del problema y aunque el
nimero de compuestos toxicos que esta tecnologia puede manejar es limitado, es costo-
efectiva cuando aplica, ademas segun la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos (EPA), la biorremediacion y la fitorremediacion son las técnicas de
control de contaminacion mas econdémicas disponibles hoy dia ?¥. El rol de los
microorganismos es fundamental en los ciclos biogeoquimicos de los metales y su
utilizacion en los procesos de biorremediacion de desechos solidos y liquidos es esencial
para el cuidado del medio ambiente. Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen
microorganismos resistentes y/o tolerantes que son de particular interés como captores
de metales en sitios contaminados, debido a que ambos pueden extraer los

contaminantes y participar en el proceso de biorremediacion ¢,

Los microorganismos pueden transformar los metales de dos formas, una es la
movilizaciéon del metal en la que se hace pasar de un estado insoluble inicial a otro
soluble final, proceso conocido también como lixiviacion microbiana. La otra forma de
transformacion es la inmovilizacion del metal, es decir, el paso de un estado soluble
inicial a uno insoluble final en fase solida, y existen diferentes mecanismos que utilizan
los microorganismos para lograr la inmovilizacion del metal, como la biosorcion,

bioacumulacién, biomineralizacién, biotransformacién y quimiosorcion 29,

En estudios extensivos acerca de la utilizacion de biomasa microbiana como
bioabsorbentes para la remocioén de metales pesados, se han investigado las capacidades

de remocion de varias especies de bacterias, algas, hongos y levaduras ¢”

y se ha visto
que los mecanismos como intercambio de ion, quelacion, adsorcion y difusion que son
los que participan en este tipo de procesos, difieren de las especies utilizadas, el origen y

el procesamiento de la biomasa y soluciéon quimica.
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La biosorcién es un fendmeno ampliamente estudiado en la biorremediacion de diversos
metales pesados como el Cadmio, cromo, Plomo, niquel, zinc y cobre %29, Consiste en
la incorporacion del metal a las células de manera pasiva (independiente de energia),

mediante interaccion quimica con componentes de la pared celular G2,

La biomasa capaz de participar en estos procesos puede ser facilmente extraible de
sistemas acuosos como cursos de aguas o efluentes de diversos origenes, por lo que el
proceso global de biorremediacion seria rentable. Es por ello que la bisqueda de este
tipo de microorganismos se encuentra en crecimiento constante, junto con el estudio de
sistemas biosorbentes como por ejemplo la utilizacion de consorcios microbianos, o
sistemas mixtos formados por microorganismos y macromoléculas (polimeros)
sorbentes, que incrementarian los rendimientos en la captacion de mezclas de metales

pesados. GV

La bioacumulacién es otro mecanismo conocido que involucra un sistema de transporte
de membrana que internaliza al metal pesado presente en el entorno celular con gasto de
energia. Una vez incorporado el metal pesado al citoplasma, éste es secuestrado por la
presencia de proteinas ricas en grupos sulthidrilos llamadas metalotioneinas o también
puede ser compartimentalizado dentro de una vacuola, como ocurre en hongos. La
biotransformacién es un proceso que involucra un cambio quimico sobre el metal
pesado, como por ejemplo en el estado de oxidacion o metilacion mediada por enzimas
microbianas, puede dar como resultado compuestos poco solubles en agua o bien

compuestos volatiles 2%,

Una especie de Pseudomona sp. tiene la capacidad de reducir cromato en su forma
toxica (Cr IV) a su forma insoluble Cr (III), en concentraciones de hasta 520 mg de Cr
(IV), bajo condiciones aerdbicas y anaerdbicas y en presencia de cobre y arsenato.

Ademas bajo condiciones anaerdbicas es capaz de reducir Cobre (III) y Uranio (VI) ¥,

Cuando en un sistema bioldgico existe contaminaciéon con metales pesados, las
alternativas de biorremediacion se reducen a movilizaciéon e inmovilizacion. Ello

depende de las caracteristicas hidrogeoldgicas del sitio, las propiedades quimicas del
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metal contaminante, la geoquimica del suelo, asi como el uso actual y futuro del suelo

contaminado. ¢?

Generalmente es mas facil inmovilizar un metal que movilizarlo y posteriormente
recuperarlo. Sin embargo, un metal inmovilizado puede ser posteriormente una fuente de
contaminacion si las condiciones del suelo llegaran a cambiar. El proceso de
movilizacion de un metal generalmente se utiliza para condiciones extremas y posterior
al tratamiento se requiere una biorremediacion in situ para degradar las concentraciones
residuales de los componentes restantes. Una técnica es la metilacion utilizando
microorganismos como metanobacterias. Aunque las formas metiladas de algunos

metales, como arsénico, selenio y telurio son extremadamente toxicas. ¢

Los metales, a diferencia de los compuestos organicos, no pueden ser degradados, y por
tanto la mayor parte de la remediacion biologica de estos, consiste en la detoxificacion e
inmovilizacion del metal, reduciendo de este modo su toxicidad bioldgica y retardando

el transporte de estos en el ambiente ©2).

Existen distintas técnicas de inmovilizacion de metales pesados 2, entre los que se

encuentran:
a. Activas.- Este tipo de mecanismos opera directamente con el metal.

- Precipitacion.- Como ejemplo, puede haber formacion de sulfuros insolubles de

ciertos metales, a partir de metales solubles, precipitando dichos sulfuros.

- Acumulacion intracelular.- En este proceso ocurren dos pasos: primero existe
una union pasiva de los iones metélicos a la superficie de la pared celular por
procesos fisicos o quimicos. Posteriormente estos iones son transportados al

interior de la célula por sistemas energéticos microbianos.

- Oxidacion y reduccion.- Existen distintas reacciones redox de metales que son

mediadas por microorganismos.
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b. Pasivas

- Formacién de quelatos extracelulares.- La formacion de quelatos ocurre a partir
de interacciones de metales con polimeros extracelulares, como pueden ser
proteinas y acidos nucleicos, que son excretados por las bacterias o bien de
materia organica acumulada a partir de microorganismos muertos. Las bacterias
autdctonas pueden ser estimuladas para producciéon de polisacaridos

extracelulares.

- Biosorcion a la superficie celular.- Uno de los mecanismos se lleva a cabo por
reacciones de intercambio i6nico con peptidoglicanos y acido teicoicos, que son
componentes bioquimicos importantes en la pared celular. Las bacterias Gram +,
especialmente especies del género Bacillus, tienen una alta capacidad de
adsorcion debido a la concentracion tan alta de péptido glicano y acido teicoicos
existente en su pared celular. Debido a su bajo contenido de estos componentes
en las paredes celulares de las bacterias Gram -, exhiben poca capacidad de

adsorcion metalica.

- Destruccion de complejos ligandos.- Algunos metales que estan asociados con
procesos de mineria e industrias nucleares, son secretados al medio como
complejos con ligandos organicos. Estos pueden ser biodegradados, destruyendo

los ligandos e inmovilizando el metal.
2.4.1. Bioacumulaciéon y bioadsorcion

A partir de la década de los ochentas se empezaron a demostrar las capacidades que
tienen varios microorganismos para remover grandes cantidades de metales pesados de
efluentes liquidos. Estas capacidades han sido estudiadas con la finalidad de desarrollar
nuevos sistemas de tratamiento que puedan reemplazar de una manera eficiente a los

métodos de tratamiento convencionales.

El proceso de biosorcion puede ser definido como la captaciéon de contaminantes

(metales pesados en este caso) desde una solucién acuosa por un material bioldgico a
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través de mecanismos fisicoquimicos o metabdlicos ®Y.Como los metales pesados
pueden llegar a tener efectos letales en la biomasa viva, ésta tiene la capacidad de poner
en funcionamiento ciertos mecanismos para contrarrestar los efectos toxicos de los
metales. Los dos mecanismos diferenciados para la captacion de los metales pesados por

parte de la biomasa son:
a. Bioacumulacion

Basada en la absorcion de las especies metalicas mediante los mecanismos de

acumulacidn al interior de las células de biomasas vivas

(M'
u“) —
(M“)

lones metilicos Biomasa Absorcion de metales en blomasa

Figura 1. Bioacumulacion de metales pesados. Extraido de Reyes et-al, 2006.

b. Bioadsorcion

Basada en la adsorcion de los iones en la superficie de la célula. El fenomeno puede
ocurrir por intercambio 10nico, precipitacion, complejacion o atraccion electrostatica. La
Bioadsorciéon es un proceso en el que las biomasas, vivas o muertas, secuestran o
enlazan sobre la superficie celular iones metalicos que se encuentran en soluciones;
inmovilizadndolos mediante procesos fisicoquimicos como la adsorciéon y el intercambio
i6nico. Este proceso se fundamenta, principalmente, en que los iones metalicos se
enlazan por interacciones idnicas a los distintos grupos funcionales, que se encuentran

en las paredes celulares de las biomasas, formando compuestos estables.
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Adsorcion de metales en biomasa

Figura 2. Bioadsorcion de metales pesados. Extraido de Reyes et-al, 2006.

Los microorganismos asimilan y concentran nutrientes catidnicos presentes en medios
acuosos y emplean estos mismos mecanismos para la concentracion de metales y
radionucleidos. El proceso de bioacumulacion tiene lugar cuando la energia metabdlica
se emplea para la asimilacion de los componentes inorgéanicos. La asimilaciéon que no
requiere esta energia se refiere al proceso conocido como bioadsorcion, proceso que
generalmente requiere de la complejacion de los elementos inorganicos, por ligandos o
grupos funcionales, de la pared exterior de la célula. Cuando por el contrario, los
microorganismos retienen internamente estos metales es por complejacion con diversos

ligandos citoplasmaticos como los polifosfatos o las proteinas.

Las posibilidades de este tipo de procesos sobre un gran nimero de cationes y
radionucleidos utilizando bacterias, hongos y algas se han puesto de manifiesto
frecuentemente. Los microorganismos también pueden ser selectivos con distintos
contaminantes inorganicos y en algunos casos esta selectividad puede ser ain mayor que

la presentada por compuestos quimicos sintéticos.

Los mecanismos de bioacumulacion o Bioadsorcion suelen estar controlados por la
preferencia de los metales por las distintas posiciones de enlace con los ligandos, por
ejemplo el Cd2+ puede ser complejado por polifosfatos o por proteinas, presentes en el
citoplasma, que contienen azufre, el metal puede precipitarse en el exterior de la célula
como un fosfato de Cadmio o como un sulfuro de Cadmio. Esta precipitacion tiene lugar
porque el fosforo y el azufre son ligandos afines por el Cd2+ que es un acido débil ¥,
Ademas de las paredes celulares, otros materiales extracelulares pueden dar lugar a la

Bioadsorcion de metales, algunos microorganismos producen polimeros en el exterior de
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la célula. Estos exopolimeros pueden adsorber metales o radionucleidos de distintos
medios y tienen una naturaleza acida con distintos grupos funcionales que son los
responsables de la coordinaciéon con la especie inorgdnica. La produccién de los
exopolimeros puede ser controlada con las condiciones de cultivo, incluyendo la fuente
de obtencion de carbono y nitrégeno y la presencia o ausencia de iones nutrientes o

contaminantes.

Como se ha mencionado, los metales se pueden inmovilizar mediante la precipitacion en
la pared celular de determinados compuestos. Ademas del caso del Cd; otro elemento
altamente toxico, como el uranio, puede ser precipitado como un fosfato de uranilo
mediante el empleo de estos biosistemas generadores de fosfato, los cuales se han usado

también en el tratamiento de efluentes que contienen otros metales pesados. %

Las biomasas utilizadas en los procesos de biosorcion son: microorganismos (bacterias,
microalgas y hongos), vegetales macroscopicos (algas, Gramineas) y partes o tejidos
especificos de vegetales (cascaras, bagazos, semillas) encontrados en residuos de la
agricultura y procesos de fermentacion de larga escala. Una gran variedad de biomasas,
tienen mecanismos especificos de resistencias al efecto de metales téxicos, lo que les

concede la capacidad de sobrevivir y crecer en ambientes contaminados.

Cabe mencionar, que la temperatura, el pH, la fuerza idnica, la presencia de otros
metales y los sitios de union, son los principales factores que afectan la operatividad de

dicho proceso. 3439

Para la fijacion de metales pesados en la bioadsorciéon se ha sugerido una serie de
mecanismos que explica la retencion o secuestro del metal en diferentes partes del

biosorbente. Asi, puede ocurrir via:
c¢. Complejacion o quelacion

El metal se une a los centros activos de la pared celular mediante enlaces quimicos

formando determinados complejos.
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d. Adsorcion fisica

Se incluyen aqui los fendémenos asociados a fuerzas de Van der Waals. En este caso la

biosorcion es rapida y reversible.
e. Intercambio idnico

Propio de los iones metalicos divalentes que se intercambian con iones propios de los

polisacaridos presentes en la biomasa. El proceso también es rapido y reversible.
f. Precipitacion

El mecanismo esta asociado a la formacion de un complejo en la pared celular que

posteriormente es hidrolizado.

Generalmente, se considera que en la biosorcion de metales pesados puede aparecer
simultdneamente mas de uno de los mecanismos sefalados, siendo, en algunos casos,
muy dificil de explicar el o los mecanismos que tienen lugar en un proceso de biosorcion
determinado. Los iones metalicos pueden reaccionar con las células para formar un
precipitado estable o bien formar un coloide que es fijado por los polimeros

extracelulares. ¢®

2.5.Columnas de adsorcion

En general, si bien es cierto que las experiencias realizadas bajo sistemas batch entregan
informacion importante respecto a las caracteristicas de equilibrio y a la cinética de
adsorcion, este tipo de operacion no es econdmica ni viable de llevar a la practica a
escala industrial. Es por esta razon que los datos obtenidos en sistemas de columnas son

considerados como esenciales para el disefio de adsorbedores industriales.

En la adsorcion en columnas de lecho fijo las concentraciones en la fase fluida y en la
fase solida varian con el tiempo y con la posicion en el lecho. Cuando el agua residual
fluye a través de la columna el contaminante, en este caso el metal pesado, se separa

gradualmente a medida que el agua residual desciende a través de la columna.
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Al inicio de la operacion de una columna, la mayor parte de la transferencia de materia
tiene lugar cerca de la entrada de la columna, donde el fluido se pone en contacto con el
adsorbente fresco. A medida que transcurre el tiempo, el solido préximo a la entrada se
encuentra practicamente saturado y la mayor parte de la transferencia de materia tiene
lugar lejos de la entrada. La region donde ocurre la mayor parte del cambio de
concentracion es la llamada zona de transferencia de materia, esta zona separa la zona
virgen del adsorbente de la zona de saturacion. A medida que transcurre el tiempo de
operacion de la columna, la zona de transferencia de materia se traslada en el lecho hasta

alcanzar su extremo inferior.

El tiempo transcurrido desde el comienzo de la operacion en el lecho hasta que el
contaminante aparece en la corriente de salida o mas concretamente, cuando se alcanza
la méxima concentracion permisible en el efluente, se denomina tiempo de ruptura. La
curva que representa la evolucion de la concentracion del efluente que abandona el lecho

recibe el nombre de curva de ruptura. 7
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Figura 3. Evolucion de la concentracion del contaminante en una columna de Adsorcion.
Extraido de Gilarranz, 2007.
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Las columnas de adsorcion es uno de los procesos mas comunes usados en la remocion

de metales.
2.6.Microorganismos

Dentro de los microorganismos que tienen la capacidad de remover metales estan los

hongos.

2.6.1. Rhizopus spp.

Rhizopus es un género de mohos que incluyen especies cosmopolitas de hongos
filamentosos hallados en el suelo, degradando frutos y vegetales, heces animales, y

residuos.

5 .
5 g°..-3porang|ospores

$porangium —b Columella

‘—
- Collarette
Apophysis
JV =i~ Sporangiophore
aff—Stolon

af—Rhizoids

Figura 4. Diagrama esquematico de Rhizopus spp.

Las especies de Rhizopus producen esporas asexuales y sexuales. Las esporangiosporas
asexuales se producen dentro de una estructura aguzada, el esporangium, y son
genéticamente idénticas a su padre. En Rhizopus, el esporangio es soportado por una
gran columela apofisada, y el esporangiéforo asoma entre rizpodes distintivos.

Zigosporas negras se producen después de dos fusiones compatibles de micelios durante
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la reproduccion sexual. Y hacen colonias que pueden ser genéticamente diferentes de sus

padres.

Algunas spp. de Rhizopus son agentes oportunistas de zigomicosis humana. Pueden
causar serias (y con frecuencia mortales) infecciones en humanos y en animales debido a
su rapido crecimiento a relativamente altas temperaturas. Algunas especies son
patogenos vegetales. Dos son usados en fermentacion: Rhizopus oligosporus, en la
produccion de tempeh, un alimento fermentado derivado de grano de soja; R. oryzae se
usa en la produccion de bebidas alcoholicas, en partes de Asia y de Africa. Hongo
filamentoso que presenta esporangioforos sin ramificar (de hasta 2 mm x 20 pm), de
color pardo oscuro que nacen de un gran nudo de rizoides bien desarrollados.
Esporangios esféricos negros (de hasta 275 pm de diametro) con columela.
Esporangiosporas negras de 8 a 15 um. Abundantes rizoides y zigosporas esféricas de
pared gruesa, desnuda (de hasta 200 pm de didmetro). Clamidosporas ausentes. Colonias
de crecimiento rapido (cubren practicamente toda la superficie de la placa en tres dias a
25 °C) de aspecto consistente, con denso micelio aéreo, algodonosas, al principio
blancas, después gris oscuras (micelio rojizo, grisiceo o marrdén). Se reconoce
facilmente por sus espolones hialinos o parduzcos, sus rizoides numerosos y pardos y

sus esporangios negros y lustrosos (brillantes).

Las especies de Rhizopus son contaminantes comunes, pero son causales de infecciones
oportunistas en los humanos. Algunas especies son patdégenos de las plantas. Las
especies mas frecuentes son Rhizopus oryzae, R. rizopodimorfis, R. stolonifer, R.

microsporas y R. nigricans. ¢®

En la figura 5, se aprecian colonias algodonosas laxas, que cubre completamente la caja
de Petri y logra empujar la tapa hacia arriba. Inicia de color blanco y se torna gris con

puntos negros que corresponden a las esporangias.
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Figura 5. Rhizopus cultivado en Agar Sabouraud dextrosa. Extraido de Universidad de
Antioquia.

Figura 6. Morfologia microscopica de un cultivo de Rhizopus spp. Extraido de Universidad de
Antioquia.

En la figura 6, se aprecia hifas gruesas y aseptadas. Esporangia destruida que permite la
liberacion de las esporangiosporas. Al romperse la columnela colapsa y adquiere una

forma similar a un sombrero chino o una sombrilla.
2.6.2. Aspergillus spp

Los mohos del género Aspergillus causan el deterioro de muchos productos alimenticios.
Los productos metabdlicos de la invasion fingica suelen ser muy toxicos, tanto para el
hombre como para otros animales. También producen la inhibicién de la germinacion

junto con cambios de color, calentamiento, amohosado, apelmazado y finalmente
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podredumbre de las semillas. Algunas especies, por ejemplo A. niger o A. oryzae, son

de interés industrial o se emplean en la fermentacion de alimentos en ciertas regiones
a. Morfologia

El color es la principal caracteristica macroscopica para la identificacion de los grupos
de aspergilos. Poseen distintos tonos de verde, pardo, amarillo, blanco, gris y negro. Las
cabezas conidiales presentan bajo el microscopio cuatro formas bdsicas: globosa,
radiada, columnar o claviforme y a simple vista las mas grandes suelen parecer

diminutas alfileres sobre el substrato.

cabeza

cabeza y
vesicula
globosas

cadenas
de esporas
en columna cabeza y
vesicula
claviforme

Figura 7. Conidioforos de Aspergillus.

En los aspergilos, los conidios constituyen cadenas que se originan en la célula
conidiogena o fialide. En algunos aspergilos hay células adyacentes a las fialides
denominadas métulas o células de soporte. Los Aspergillus poseen una o dos series de

células sobre la vesicula, o bien presentan simultaneamente cabezas de ambos tipos.

Los teleomorfos poseen meiosporos en ascos que pueden producirse en racimos
desnudos o dentro de ascomas. Estos tienen una pared formada por hifas sueltas, un

plecténquima o un tejido estromatico. La ornamentaciéon superficial de las ascosporas
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que se observa con el microscopio electronico de barrido, es una de las caracteristicas

mas fidedignas para la identificacion de las especies. %)

DE ANTIOQUIA -

Escuels de Microblologia

Figura 8. Cultivo de Aspergillus niger en Agar Sabouraud. Extraido de Universidad de
Antioquia.

Descripcion: Colonias blancas con micelio aéreo de color negro.

Figura 9. Morfologia microscopica a partir de cultivo de Aspergillus niger. Extraido de
Universidad de Antioquia

Descripcion: Conididforo de pared delgada, pigmentado. Vesicula subesférica.

Cabezuelas radiadas, biseriadas. Conidias cafés, esféricas. “?
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2.7.Espectrofotometria de absorcion atomica

La espectroscopia de absorcion atomica (EAA), tiene como fundamento la absorcion de
radiacion de una longitud de onda determinada. Esta radiacion es absorbida
selectivamente por dtomos que tengan niveles energéticos cuya diferencia en energia
corresponda en valor a la energia de los fotones incidentes. La cantidad de fotones
absorbidos, estd determinada por la ley de Beer, que relaciona ésta pérdida de poder
radiante, con la concentracién de la especie absorbente y con el espesor de la celda o

recipiente que contiene los 4tomos absorbedores.

Los componentes instrumentales de un equipo de espectrofotometria de absorcion
atomica son los similares a los de un fotémetro o espectrofotometro de flama, excepto
que en EAA se requiere de una fuente de radiacion necesaria para excitar los atomos del

analito. Estos componentes se representan en la Figura N°10.

Instrumento

Amplificador |
Tubo de M para 2
. _ onocromador Detector deca
catodo Desviador ectura

hueco  rotatorio Fgma m Y]
T T i 0uD 0T
- + Motor
Combustible I Oxigeno
Fuente de Muestra

energia

Figura 10. Componentes de un espectrofotometro de absorcion atomica.

La instrumentacion de un Espectrometro de Absorcion Atdmica se puede resumir en las

siguientes partes:

1.- Sistema de excitacion

2.- Sistema de nebulizacion y atomizacion
3.- Sistema de aislamiento espectral

4.- Sistema de deteccidon
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2.7.1. Componentes de un espectrofotometro de absorcion atémica

1) Una fuente de radiacién que emita una linea especifica correspondiente a la necesaria

para efectuar una transicion en los d&tomos del elemento analizado.

2) Un nebulizador, que por aspiracion de la muestra liquida, forme pequenas gotas para

una atomizacion mas eficiente.

3) Un Quemador, en el cual por efecto de la temperatura alcanzada en la combustion y
por la reaccion de combustion misma, se favorezca la formacion de atomos a partir de

los componentes en solucion.

4) Un sistema 6optico que separe la radiacion de longitud de onda de interés, de todas las

demas radiaciones que entran a dicho sistema.

5) Un detector o transductor, que sea capaz de transformar, en relacion proporcional, las
senales de intensidad de radiacion electromagnética, en sefales eléctricas o de intensidad

de corriente.

6) Un amplificador o sistema electronico, que como su nombre lo indica amplifica la
sefal eléctrica producida, para que en el siguiente paso pueda ser procesada con

circuitos y sistemas electronicos comunes.

7) Por ultimo, se requiere de un sistema de lectura en el cual la sefal de intensidad de
corriente, sea convertida a una sefial que el operario pueda interpretar (ejemplo:
transmitancia o absorbancia). Este sistema de lectura, puede ser una escala de aguja, una
escala de digitos, un graficador, una serie de datos que pueden ser procesados a su vez

por una computadora, etc.

La EAA en flama es a la fecha la técnica mas ampliamente utilizada (aunque cada vez
mas competida por la EEP) para determinar elementos metalicos y metaloides. Esta
técnica tienen grandes convenientes y es de costo relativamente bajo, pudiéndose aplicar

tal técnica a una gran variedad de muestras. 4!4?)
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2.7.2. Descripcion de la técnica de EAA

La técnica de absorcion atdmica en flama en una forma concisa consta de lo siguiente: la
muestra en forma liquida es aspirada a través de un tubo capilar y conducida a un
nebulizador donde ésta se desintegra y forma un rocio o pequefias gotas de liquido. Las
gotas formadas son conducidas a una flama, donde se produce una serie de eventos que
originan la formacion de atomos. Estos atomos absorben cualitativamente la radiacion
emitida por la lampara y la cantidad de radiacion absorbida estd en funcion de su

concentracion.

La sefial de la lampara una vez que pasa por la flama llega a un monocromador, que
tiene como finalidad el discriminar todas las sefiales que acompanan la linea de interés.
Esta sefial de radiacion electromagnética llega a un detector o transductor y pasa a un

amplificador y por tltimo a un sistema de lectura. 4142
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Figura 11. Elementos susceptibles de determinarse por EAA, asi como las lineas de absorcion
mas intensas y las flamas recomendadas.

Para la determinacion de Plomo se realiza a Longitud de onda = 217 nm, y el Cadmio

esta estd en una Longitud de onda = 228.8 nm.
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Capitulo ITI: Materiales y métodos
3.1. Lugar de ejecucion

El trabajo experimental se ejecuto en los laboratorios H-403, H-402 y H-301, del
pabellon H de la Universidad Catolica de Santa Maria— Arequipa.

3.2. Materiales
3.2.1. Reactivos
- Nitrato de Cadmio Cd (NO3)2¥4H20
- Nitrato de Plomo Pb (NO:)2
- Acido Nitrico (H2NO3)
- Acido Sulfurico (H2S04)
- Acido Clorhidrico (HCI)
- Hidroxido de Sodio (NaOH)
- Alcohol (95%, 70%)
- Hipoclorito de sodio
- Bateria De Tincion Gram
- Verde de Malaquita.
- Azul De Lactofenol
3.2.2. Medios de cultivo
Medios caldos
- Medio caldo Sabouraud dextrosa (Difco) 30 g/L
- Medio caldo infusion cerebro-corazén (Merck) 37g/L
- Medio caldo 9K -1L. (K2HPO4, 0.50g; (NH4)2SO4, 3.00g; Mg SO4.7H20,
0.50g.; KCI, 0.10g.; Ca (NO3)2, 0.01g.; Fe SO4.7H20, 44.2g.)
Medios solidos
- Medio agar extracto de malta al 2%-1L. (Extracto de malta, 20.00g.; Glucosa,
20.00g.; Peptona, 1.00g.; Agar-Agar, 16.00g.)
- Medio agar Sabouraud (Merck) 65 g/L
- Medio agar base sangre (Criterion) 40 g/L
- Medio agar infusion cerebro-corazén (Merck) 52 g/L

- Medio Mac Conkey (Merck) 50 g/L
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3.2.3. Material de laboratorio
- Tubos de ensayo
- Papel filtro
- Pipetasde 2,5y 10 mL
- Fiolas de 250, 500 y 1000 mL
- Micropipetas de 50, 1000uL
- Probetas de 50, 100, 500 mL
- Gradilla de tubos
- Placas Petri
- Pinzas
- Mortero
- Matraces de 100, 250, 500 y 1000 mL
- Beakers de 100, 250, 500 y 1000 mL
- Espatula
- AsadeKolle
- Papel pH
- Cubreobjetos
- Laminas
- Céamara De Neubauer
- Tubos centrifuga de 15mL de plastico.
- Envases de plastico
- Bandejas de plastico
- Bagueta

3.2.4. Equipos
- Agitador Magnético JENWAY modelo 1000
- pH-metro JENWAY modelo 3510
- Autoclave TUTTNAVER 1730 M
- Estufa P. SELECTA.
- Microscopio BELTEC SCIENTIFICA BK 3200
- Incubadora P. SELECTA
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- Termodmetro digital JENWAY modelo 3510
- Bafo Termostato VICKING MODELO MASSON
- Termdémetro ambiental BOHECO
- Balanza analitica ADVENTURER OHVS
- Centrifuga PLC series.
- Multiparametro HANNA
- Shaker
- Bombas
- Cocina eléctrica
- Espectrofotometro de absorcion atémica con flama SHIMADZU
- Céamara de flujo laminar
- Refrigerador
- Estereoscopio
3.2.5. Otros materiales
- Frascos de pléstico
- Guantes
- Barbijos
- Hielera
- Bolsas de polipropileno
- Frascos de vidrio
- Algodén
- Encendedor
- Marcador
- Papel Craft
- Agua destilada
- Jeringa
- Parafilm
- Pabilo
- Puradisc

- Papel Aluminio
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3.3. Métodos
El trabajo experimental se ejecuto en los laboratorios H-403, H-402 y H-301, del
pabellon H de la Universidad Catolica de Santa Maria— Arequipa.

3.3.1. Recoleccion de muestra
Se extrajo muestras de la poza de relaves del laboratorio de concentraciéon de minerales

de la Universidad Nacional San Agustin-Arequipa.

Figura 12. Poza de relaves del laboratorio de concentracién de minerales de la
Universidad Nacional San Agustin-Arequipa.

La ubicacion del punto de muestreo fue en las Coordenadas latitud de -16.40 y longitud
de -71.52, altitud de 2335 msnm. Para la recoleccion de muestra se siguio el protocolo
descrito por DIGESA (2012). Se empleo como recipiente botellas de plastico estériles de
capacidad de 1 litro con tapa de pléstico, previamente lavadas y enjuagadas con acido
Nitrico. Se recolecto 1 litro de muestra, elegidas al azar de 3 puntos distintos, para la
determinacion de Plomo y Cadmio se tomd una muestra adicional de 1 litro, a esta
muestra se agregd 3 ml de HNO3 diluido (1+1) y todas estas muestras se mantuvieron a
un valor promedio mayor a 4 °C dentro de la conservadora, hasta su transporte al

laboratorio. La recoleccion se realizé en el mes de Mayo 2011.

3.3.2. Anailisis fisicoquimico de la muestra

a. Caracterizacion fisica de la muestra

Para la determinacion del pH, temperatura y conductividad, se utiliz6 el equipo de

Multiparametro HANNA, también se determinaron los aspectos fisicos como la
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densidad (método del picnémetro), color y olor (organolépticamente).

b. Caracterizacion de la concentracion inicial de Plomo y Cadmio de la

muestra.

Para la cuantificacion inicial de Plomo y Cadmio se realiz6 previamente un tratamiento
(filtracidén), posteriormente para su determinacion se uso el método de

espectrofotometria de absorcion atomica. 4!
3.3.3. Aislamiento de microorganismos.

Se realizo siguiendo el procedimiento de Nufiez 2007. Se homogenizo6 bien la muestra,
posteriormente se dejo sedimentar por 2 minutos, luego se tomd 5 ml de alicuota la cual

se inoculé en matraces conteniendo medios de enriquecimiento. 4%

a. Cultivo de microorganismos. “¥

Para aislar la mayor variabilidad de microorganismos segun Gomez 2002, se debe
emplear medios de enriquecimiento, para lo cual se trabajo en matraces Erlenmeyer de
250mL conteniendo 100 mL de medio caldo Sabouraud Dextrosa (Difco,30g/1L) para
aislar hongos, para bacterias el caldo infusion de Cerebro Corazon (Merck,37g/1L).
Todos estos suplementados con soluciones de 3 ppm de cada cation metdlico, se
prepararon a partir de una solucion stock concentrada de 100 ppm de Plomo (II) y 100
ppm de Cadmio (IT). Preparadas a partir de las siguientes sales portadoras: Pb (NO3)2,
Cd (NO3)2*4H20. Las concentraciones deseadas fueron preparadas a partir de la

solucion stock concentrado utilizando la ecuacion:
ViCi =V,C,
Donde: V = Volumen; C = Concentracion. 4%

Adicionalmente en caso de que hubiese bacterias sulfato reductoras, se decidid emplear
el medio caldo K9; Todos los medios se realizaron por duplicado cada uno con un
control respectivo y a cada medio se inoculé Sml de muestra inicial. Se incub6 a 37°C

por un periodo de 24 a 48 horas y en agitacion a 40 rpm. El caldo Sabouraud Dextrosa se
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dejo a temperatura ambiente. El caldo 9K fue incubado a 30 °C con aireacion, se marco

los volumenes de cada frasco para reponer agua que se evapore.

Los medios de cultivo fueron autoclavados a 121°C, 15 libras/pulg® por un periodo de
15 min. El valor del pH fue regulado con la adicion de acido Clorhidrico y/o Hidréxido

de Sodio.

Figura 13. Incubacion de los medios de cultivo utilizados en la etapa de
aislamiento.

Después de cultivar, se procedid aislar los microorganismos de este, empleando los
siguientes medios de cultivo: Agar Infusion Cerebro-Corazén (Merck, 52g/L), Agar
Sabouraud (Merck, 65g/L) y Agar Mac Conkey (Merck, 50g/L). Se trabajé por
duplicado con su respectivo control. Estos medios fueron suplementados con 3 ppm de
Plomo y 3 ppm de Cadmio. Se realiz6 un sembrado en superficie por agotamiento en
estria en el medio BHI, Mac Conkey y en el medio Sabouraud el sembrado se realiz6 por

puncion.

Todas las placas se incubaron a 37°C durante 60 horas excepto el medio Sabouraud que

se incubo a temperatura ambiente, durante 6 dias.
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Figura 14. Camara de flujo laminar donde se trabajo la inoculacion en las placas

Petri.
Para evaluar el crecimiento de los microorganismos se realiz6 segun la tabla 4.

Tabla 4.
Evaluacion de la presencia de los microorganismos.

CRECIMIENTO DE COLONIAS INTERPRETACION
Ausencia -
1-5 +
5-10 ++
10-20 FH
20 a mas ++++

b. Purificacion de las colonias aisladas.

Las colonias que crecieron en las placas se purificaron por resiembras sucesivas hasta
tener colonias puras, en total se realizd 4 repiques en Agar BHI para bacterias y en
medio Agar Sabouraud para hongos, estas placas fueron suplementadas con las

soluciones de Plomo (II) y Cadmio (II) en una concentracion de 3ppm.
3.3.4. Caracterizacion de los microorganismos.

Se separd en dos grupos: bacterias y hongos, posteriormente la caracterizacion de las
cepas se realizd mediante evaluacidon macroscopica, microscopica, tinciones y la

aplicacion de pruebas bioquimicas.
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Procesos descritos en el siguiente flujograma

Muestra

Cepas fungicas

Cepas bacterianas

Caracterizacion
macroscépica

Caracterizacion
microscopica

Caracterizacion
macroscopica

Caracterizacion
macroscépica

A

\4

A 4

A

Descripcion de la

Tincidon Gram

Descripcion de la
colonia

Tinciéon Azul de
Lactofenol

colonia l

Pruebas Identificacion

A 4

bioquimicas

A 4

Identificacion

Figura 15. Flujograma del proceso de identificacion de los microorganismos.
a. Caracterizacion de las cepas bacterianas
- Caracterizacion morfologica

Para describir las caracteristicas morfoldgicas macroscopicas de las colonias de las cepas

bacterianas aisladas y purificadas, se tomo en cuenta la tabla 5.
- Caracterizacion bioquimica

La identificacion se llevo a cabo guiandose por el Manual de Bergey's “%47). Primero se

realiz6 la tincion Gram, luego se aplicod pruebas bioquimicas como: Citrato de Simmons,
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Urea, SIM, TSI, LIA, prueba Catalasa, prueba Oxidasa, Nitrato, prueba MRVP, Agar

Mac Conkey), para determinar género y la especie a la cual pertenecen.

Tabla 5.
Caracteristicas morfoldgicas de las colonias bacterianas.

Parametro Caracteristica

Color Amarillo , blanquecino , naranja, rojiza, Plomo
Elevacion Convexa, plana ,elevada, pulvinada, acuminado
Aspecto Liso, mucoide, rugoso

Borde Regular, irregular

b. Caracterizacion de las cepas fiingicas

- Caracterizacion morfologica
Para caracterizar las cepas fungicas aisladas y purificadas, se realiz6 la descripcion de

sus caracteristicas morfoldgicas macroscopicas y culturales de las colonias (Tabla 6).

Tabla 6.
Caracteristicas morfolégicas de las colonias fangicas.

Parametro Caracteristica

Color Amarillo , blanquecino , plomo, negro

Tiempo de crecimiento Répido(4 dias), moderado(1-2semana), lento (3 semanas)
Aspecto Granuloso, algodonoso, lanosa

Textura Afelpada, pulverulenta, vellosa, aterciopelada, granular

- Caracterizacion microscopica

Para observaciones microscopicas se prepararon montajes con azul de Lactofenol. Para
la identificacion de las cepas fungicas se realizd segin el manual de identificacion de

hongos oportunistas 4%
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Figura 16. Izquierda: laminas portaobjetos en pleno proceso de tincion Gram, derecha:
laminas portaobjetos con azul de lactofenol realizado a las cepas fungicas.

3.3.5. Acondicionamiento a Plomo (II) y Cadmio (II).

Para evaluar la capacidad de resistencia de las cepas fingicas frente a Plomo (II) y
Cadmio (II), se trabajoé en medios liquidos partiendo de una concentracion inicial de 3
ppm de Plomo (II) y 3 ppm de Cadmio (II), posteriormente a partir de estas colonias se
procedi6 realizar el acondicionamiento a distintas concentraciones (10ppm, 25ppm,
50ppm, 75ppm y 100ppm) con una agitacion de 50 rpm en un Shaker modelo sk 300.

Las evaluaciones se realizaron a las 168 horas de crecimiento.

3.3.6. Evaluacion de la influencia de Plomo (II) y Cadmio (II) en la cinética de

crecimiento.

Para la determinacion de la cinética sin la presencia de los metales Plomo (II) y Cadmio
(IT), se trabajo con frascos de capacidad de 100 ml, en la cual se depositaron 65 ml de
medio Sabouraud y se inoculd con las cepas fungicas, se incubaron a temperatura
ambiente con agitacion de 50 rpm, se recolectaron alicuotas cada 24 horas; para la
determinacion de la cinética de biomasa fungal se realiz6 mediante el método de peso
seco, para lo cual se filtro la biomasa y se depositd en papel aluminio previamente
pesado y se llevo a la estufa a 80 °C, por 18 horas y se peso hasta que este sea constante.
Ademaés se monitoreo el pH con un pH-metro y se cuantificd el consumo de glucosa
aplicando el método enzimatico, repitiendo por triplicado cada ensayo. El mismo
proceso se realizo para el desarrollo de la cinética con la presencia de los metales Plomo

(IT) y Cadmio (II).
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Figura 17.Muestras recolectadas de los frascos de cultivos para el desarrollo de las cinéticas.

Figura 18. Determinacion de glucosa mediante el método enzimatico.

Figura 19. Proceso llevado para el desarrollo de la cinética de las cepas fungicas.

3.3.7. Obtencion de biomasa para los procesos de bioadsorcion.

Primero se determin6 el medio adecuado para el cultivo de las cepas fungicas.
a. Determinacion del medio 6ptimo para el cultivo de hongos

Se evaluo distintos medios de cultivo, con la finalidad de determinar cual medio era el

mas adecuado para obtener la mayor biomasa, para evitar la mayor cantidad de
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produccion de esporas y que este a su vez sea barato. Se sembrd en los siguientes
cultivos: medio caldo papa Dextrosa, medio caldo Sabouraud, medio caldo Extracto de

malta, medio caldo BHI y medio caldo Nutritivo.

El medio de cultivo seleccionado se emplea para generar la biomasa en frascos

conteniendo 65 ml de medio, sin agitacion y se incub6 a temperatura ambiente.

Figura 20. Cultivo de las cepas fungicas.

3.3.8. Capacidad de remocion de Plomo (IT) y Cadmio (II).

a. Determinacion de la capacidad de remocion de Plomo (II) y Cadmio(II)
Para conocer la capacidad de remocion de los metales Plomo (II) y Cadmio (II) a
distintos tiempos empleando los hongos aislados; se trabajo en condiciones Batch, con
frascos de plastico estériles en los que se deposité 300 ml de cada solucién de metal a
una concentracion de 100ppm y en mezcla de 50 ppm de Plomo (II) y 50 ppm de
Cadmio (II). Todos los frascos tuvieron un volumen final de 300ml, luego se anadio6 los
micelios fungicos (lavados) y se mantuvo con agitacion en un shaker modelo sk 300 a 90
rpm, a un pH de 5 a temperatura ambiente, se sacaron alicuotas con una jeringa
acondicionada con un filtro a distintos tiempos (4, 8, 20, 24 horas). Para posteriormente
realizar la lectura en el espectrofotometro de absorcion atémica, repitiendo por triplicado

cada ensayo.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

T — e —

-il'l-)\-;ngl ji

Figura 21. Muestras obtenidas a distintos tiempos.
b. Seleccion del micelio fungal mas eficiente

Con los resultados del experimento anterior se determinaron, cual de los micelios
fingicos era el mas eficiente para la remocidon de Plomo (II) y Cadmio (II) y de ahora

en adelante todos los ensayos se realizaran trabajando con el micelio elegido.

La cepa fungica fue cultivada en frascos de 5.2 cm de didmetro, con capacidad de
100ml, para realizar los ensayos de remocion la biomasa fungal previamente fue lavada
con agua destilada estéril, luego se depositd en frascos de plastico de capacidad de 1
litro conteniendo agua destilada estéril la cual se mantuvo en agitacion a 100 rpm en un
shaker se lavé tres veces, cada lavado por 15 min, con la finalidad de retirar los residuos

de acidos, medio u otros. La biomasa empleada tenia un peso humedo de 1.6 g.

3.3.9. Ensayos de remocion de Plomo (II) y Cadmio (II) usando el micelio fungal

mas eficiente.

Los ensayos de remocion se realizaron a distintos valores de pH, temperatura, biomasa y
concentracion de metal, esto con la finalidad de encontrar los valores mas adecuados que

permitan una mayor remocion de los metales Plomo (II) y Cadmio (II).
a. Efecto pH

La finalidad de este ensayo fue determinar el valor de pH mas adecuado para la

remocion de Plomo (II). Se coloco en frascos de plastico de capacidad de 1 litro, 300 ml
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de la solucion de Plomo (II) a una concentracion de 100ppm y a pH 3, 4, y 5.
Posteriormente se depositd el micelio fungal y se mantuvo en agitaciéon a 90 rpm, se
sacaron alicuotas con una jeringa acondicionada con un filtro a distintos tiempos (0, 4, 8,
20, 24 horas), para posteriormente realizar la lectura en el espectrofotometro de
absorcion atoémica, repitiendo por triplicado cada ensayo. El mismo procedimiento se
repitid para el metal Cadmio (II) y para el consorcio Plomo (II) y Cadmio (II)
(teniendo una concentracion de 50ppm para Plomo (II) y 50ppm para Cadmio (II)). Para
elegir el pH mds adecuado en la remocién de los metales Plomo (II) y Cadmio (II), se

uso la prueba estadistica de Tukey.

b. Efecto temperatura
Para determinar la temperatura mas adecuada para la remocion de Plomo (II) se empleo
frascos de plastico de capacidad de 1 litro, conteniendo 300 ml de la solucion de
Plomo(II) a una concentracion de 100ppm, se trabajé con el pH 6ptimo determinado en
el experimento anterior, se trabajo a temperaturas de 10°C, 25°C y 40°C, posteriormente
se depositd el micelio fungal y se mantuvo con agitacion en un shaker a 90 rpm, se
sacaron alicuotas con una jeringa acondicionada con un filtro a distintos tiempos (0, 4, 8,
20, 24 horas). Para posteriormente realizar la lectura en el espectrofotometro de
absorcion atdmica, repitiendo por triplicado cada ensayo. El mismo procedimiento se
repitio para el metal Cadmio (II) y para la mezcla de metales Plomo (II) y Cadmio (II).
Para determinar cual fue la temperatura mas adecuada en la remocion de los metales

Plomo (II) y Cadmio (II), se determiné mediante andlisis estadistico de Tukey.

c. Efecto biomasa
Con la finalidad de determinar la cantidad de biomasa mas adecuada para la remocién de
Plomo (I). En frascos de plastico de capacidad de 1 litro, conteniendo 300 ml de la
solucion de Plomo a una concentracion de 100ppm, se trabajo con el pH optimo, la
temperatura optima determinados en los experimentos anteriores, se trabajo con 1
micelio, 2 micelios y 3 micelios fungales (el peso de cada uno se reporto, trabajandose
con pesos iguales) y se mantuvo con agitacion en un shaker a 90 rpm, se sacaron

alicuotas con una jeringa acondicionada con un filtro a distintos tiempos a 0, 4, 8, 20, 24
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horas. Para posteriormente realizar la lectura en el espectrofotometro de absorcion
atomica, repitiendo por triplicado cada ensayo. El mismo procedimiento se repitidé para
el metal Cadmio (II) y para el consorcio Plomo (II) y Cadmio (II). Para determinar cual
fue la biomasa méas adecuada en la remocion de los metales Plomo (II) y Cadmio (II), se

determind mediante el la prueba de Tukey.

d. Efecto concentracion de metal
En frascos de plastico de capacidad de 1 litro, conteniendo 300 ml de la solucion de
Plomo (II), se trabajo a 3 concentraciones distintas (10ppm, S0ppm y 90ppm), y con el
pH 6ptimo, la temperatura dptima, la biomasa 6ptima determinados en los experimentos
anteriores, se deposité el micelio fungal y se mantuvo con agitaciéon de 90 rpm. Se
sacaron alicuotas con una jeringa acondicionada con un filtro a distintos tiempos (0, 4, 8,
20, 24 horas). Para realizar la lectura en el espectrofotometro de absorcion atdomica,
haciendo triplicados por cada ensayo. El mismo procedimiento se repitié para el metal
Cadmio (II) y para la mezcla de metales Plomo (IT) y Cadmio (IT). Para determinar cual
fue la concentracion mas adecuada en la remocion de los metales Plomo (II) y Cadmio

(IT), se uso la prueba estadistica de Tukey.
- Calculo del porcentaje de remocion

Se expresaron los resultados en porcentajes de remocion (%R) y se determind mediante

la ecuacidn:

Co — Gy
Co

%R = < ) x 100
Donde:
%R: Porcentaje de remocion

Co: Concentracion inicial (mg/L)

Ct: Concentracion final (mg/L)
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- Cantidad de metal removido fue calculado mediante:

Ci_Cr
=5

Donde:

q: es la capacidad de sorcidon (mg de metal/ g de biosorbente)

V: es el volumen de la muestra (mL)

Ci: es la concentracion inicial de metal en solucion (mg.L-1)

Cr: es la concentracion en el equilibrio de la solucion (mg.L-1)

m: es la cantidad de biosorbente

Si los resultados obtenidos de la cinética de biosorcion, obedecen a ecuaciones de primer
y segundo orden su resolucion se hard mediante la técnica de minimos cuadrados, para

determinar los valores de las constantes, se uso del software Statistica 7.0 y Microsoft

office Excel 2007.

- Modelo matematico de Primer orden

Con el modelo de Primer orden, se determiné la cantidad de sustancia adsorbida (q 1) y

la constante de adsorcion (k 1).

Ct 1 mq_;
Co CoV

(1-e*at)
Donde:

g 1: Cantidad de sustancia adsorbida en el equilibrio, mg/g
k 1: Constante de adsorcion de primer orden, min!
V: Volumen, L

m: Cantidad de adsorbente, g

t: Tiempo de contacto, min
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- Modelo matematico de Segundo orden

Con el modelo de segundo orden se halla la sustancia adsorbida y las constantes de

adsorcion (K 2, B2).

Ct mq_;
o T v 4T

B2 + K_zt)

Donde:

q 2: Cantidad de sustancia adsorbida en el equilibrio, mg/g

k 2: Constante de adsorcion de segundo orden, min™!

V: Volumen, L

B2: Constante

m: Cantidad de adsorbente, g

t: Tiempo de contacto, min

3.3.10. Determinacion de la concentracion de los metales.

Para determinar la concentracion de los metales Plomo (II) y Cadmio (II) se uso el
espectrofotometro de absorcion atomica Shimadzu AA - 6170IF, realizando las curvas
de calibracion para Plomo (II) y Cadmio (II), para comparar estas con las lecturas de las
muestras, usando para Cadmio la longitud de onda de 228.8nm y para Plomo a 217nm,
es importante que la muestra no tenga impurezas, las muestras deben ser liquidas y estas
fueron preservadas con acido Nitrico. Antes de realizar la lectura en el equipo, se
preparé las muestras con las diluciones necesarias, para realizar la lectura de las
muestras se colocd el capilar en la muestra, el capilar succiona la muestra para realizar la
medicion, una vez succionado se retira el capilar y para seguir con la medicion de la
siguiente muestra se lavo el capilar con agua destilada. En el monitor del equipo se

puede apreciar las lecturas realizadas con sus respectivas concentraciones en unidades de
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3.3.11. Sistema de remocion de Plomo (II) Y Cadmio (II).
a. Construccion del sistema

Tratandose de un proceso de sorcion de metales, se decidio realizar sistema de columnas
empacadas con la biomasa fungal, distribuidos en 3 columnas estériles, antes de empacar
se esterilizo la piedra pdmez y la arena fina. La configuracion del sistema fue de la
siguiente manera: la primera columna empacada con piedra pomez (columna a), la
segunda columna empacada con biomasa fungal (20 micelios) inmovilizada en piedra
pomez (columna b) y la tercera columna llena con arena fina (columna c). Las

dimensiones de las columnas se especifican en el apéndice 5.

Una vez armado el sistema con el micelio fungal, se hizo funcionar teniendo una bomba
que alimentaba a las columnas con Plomo (II) y Cadmio (II) a una concentracion de
Sppm de cada metal, teniéndose un flujo de salida de 1.05 litros por hora, se tomaron
alicuotas a los 5, 60, 1440, 4320 minutos. Para cambiar de ensayo se vacié toda la
columna, se lavo con abundante agua destilada, se esterilizé y luego ya se disponia para
otro nuevo empacamiento y uso. Posteriormente se trabajo bajo las mismas condiciones

el control sin la biomasa fungal. Repitiendo por triplicado cada ensayo.

b. Evaluacion de eficiencia de la capacidad de remocion de Plomo (II) y

Cadmio (IT).

La eficiencia del sistema se determin6é mediante la mediciéon de condiciones iniciales y
las condiciones finales en la salida de cada columna determinandose las concentraciones

de ambos metales.

La eficiencia de biosorcion se determind con la siguiente ecuacion:

%E = (%) x 100

0

Donde:

%E : Eficiencia de remocidon
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Co : Concentracion inicial en la solucion acuosa (mg/L)
C; : Concentracion final en la solucion acuosa (mg/L) >
¢. Analisis microbioldgico

Para evaluar que el sistema funciona bien y no arrastra restos de biomasa fungal, se
realizd el andlisis microbiologico, para lo cual se tom¢ alicuotas a distintos tiempos (ler
dia, 2do dia, y 3er dia) las cuales fueron inoculadas en medios de cultivo Sabouraud,

estas se incubaron a temperatura ambiente.
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3.3.12. Diagrama de flujo de actividades.

Recolecciéon de muestra e Andlisis de muestra.
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Figura 22. Esquema general de la metodologia
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Capitulo I'V: Resultados y discusion

A continuacion se muestra los resultados obtenidos de uso de microorganismos nativos
aislados a partir de la poza de concentracion de minerales del laboratorio metalirgico de

la UNSA. Para la remocién de los metales Plomo (II) y Cadmio (II).

Diaz M. et-al. 2002, aislaron microorganismos a partir de desechos mineros, donde la
presencia de metales esta por encima de lo permisible y que estos a su vez son evaluados

como potenciales remediadores de estos metales.

4.1. Analisis de muestra
La muestra de agua de la poza de relaves del laboratorio de concentracion de minerales
era opaca y gris oscuro con impurezas, de olor ligeramente fétido. Los resultados del

analisis fisicoquimico se muestran en la tabla 7.

Tabla 7.
Caracterizacion fisicoquimica del agua de la poza de relaves del laboratorio de concentracion
de minerales.
Parametro Valor

Valor de pH 6.12

Temperatura (°C) 18.5°C

Conductividad(pS/cm) 730

Densidad 1.09

Cd (mg/L) 2.14

Pb (mg/L) 2.58

En la poza de relaves se concentra diversos metales producto de las diversas practicas
que realizan en dicho laboratorio. En el andlisis inicial de la muestra se tiene un valor de
2.14 ppm para Cadmio y 2.58 para Plomo, estos valores sobrepasan a lo establecido por
el Ministerio del Ambiente. Los Limites Méaximos Permisibles para la descarga de
efluentes liquidos de actividades Minero — Metalurgico segun el decreto supremo n° 010

-2010-MINAM @9 menciona para Cadmio 0.05 ppm y 0.2 ppm para Plomo. Estas aguas

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

contaminadas al ser expuestas a cielo abierto muchos de los contaminantes se volatilizan

y de ahi la importancia de tratar estas aguas.
4.2. Aislamiento de microorganismos.

4.2.1. Cultivo de microorganismos.

Figura 23. Medios de enriquecimiento tras el periodo de incubacion.

Los microorganismos cultivados en los caldos de enriquecimiento BHI tuvieron
crecimiento a las 24 horas como se puede apreciar en la figura 24, en cambio en el
medio Sabouraud hubo poco crecimiento a las 24 y mayor crecimiento a las 96 horas.
Las cepas bacterianas y fingicas no presentaron ninguna dificultad para desarrollarse en
presencia de Plomo (II) y Cadmio (II). En cambio en el medio mineral 9K aun pasadas
2 semanas en incubacion no hubo ningun desarrollo de biomasa ni bacteriana, ni
fungica. Como indicaron D. E. Rawlings et-al., (1994), en medios de pH acido es muy
frecuente encontrar la mayoria de veces a bacterias como los Thiobacillus ferroxidans;
sin embargo el pH de la poza es de 6.12 por lo que no se dan las condiciones para su

desarrollo.

Diaz M. et-al., 2002, aislaron 7 hongos (5 Aspergillus flavus y 2 Aspergillus fumigatus),
donde reportan que crecen bien a 200 y 500 ppm de Pb y Zn, y a 200 ppm de Cuy Ag.
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Tabla 8.
Crecimiento de los microorganismos sembrado en distintos medios.

MEDIO N° Crecimiento en Horas COLONIAS Y GRAM
placa 24 H. 60 H.
Bacilos (+), cocobacilos (-), cocos (+).
1 +++ ++++ Predomina bacilos
BHI Rhizopus, bacilos (+), cocobacilos (-),
2 +++ ++++ levaduras. Predomina bacilos
3 - - -
Penicillium, Aspergillus , Rhizopus ,
4 + ++ Bacilos(+)
SABOURAUE 5 - ++ Aspergillus , Rhizopus
6 3 & -
7 ++++ ++++ Bacilos (+), bacilos (-). Predomina bacilos
l(\ZA(;QI\(l:KEY 8 ++++ +H++ cocobacilos (-), bacilos (+)
9 - . 4

Luego de la etapa de enriquecimiento, se sembraron en medios solidos. En la primera
evaluacion a las 24 horas las placas de BHI ya presentaban un buen desarrollo de
colonias bacterianas y en las placas de Sabouraud no habia un desarrollo notorio. Segln
la tabla 4 se tiene los resultados que se pueden apreciar en la tabla 8. Se realizo una
tincion Gram a las colonias con crecimiento de 48 horas. Para evaluar el crecimiento se

realizo segun la tabla 4.

Figura 24. Colonias aisladas en Placas con medio BHI.
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Figura 25. Observacion microscéopica de una de las colonias de la placa 2 — BHI con un
aumento de 100X.

En la figura 25, se aprecia la presencia de bacilos en abundancia.

4.2.2 Purificacion de las colonias aisladas.

Las colonias resultantes se purificaron por resiembras sucesivas, en total se realizd 4
repiques en Agar BHI para bacterias y en medio Agar Sabouraud para hongos. De todas
las cepas purificadas en total se logrd tener una coleccion de 4 cepas, estas se

presentaban casi en todas las placas, 2 pertenecientes a bacterias y las otras 2 a hongos.
4.3.Caracterizacion de los microorganismos.
4.3.1. Caracterizacion de las cepas bacterianas.

De las bacterias aisladas, se seleccionaron las cepas que estaban en mayor abundancia;
trabajando con 2 cepas representativas. Se cogié muestras representativas y se inoculd

en caldo nutritivo y en caldo BHI; las cuales se codificaron como cepa 1B y cepa 2B.

3

Figura 26. Observacion microscopica de las bacterias aisladas a 100X, (1) la cepa
1B, (2) cepa 2B
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Al tener estas colonias mencionadas, se purificd por separado, lograndose obtener una
placa pura de la cepa 1B y otra de la cepa 2B. La 1B eran colonias ovaladas definidas,
Gram-, las que se sembraron en BHI. La cepa 2B, es bacilo Gram+, que forman cadena.
Para ver si forman esporas se sembr6 en caldo BHI incubado a 80°C y se someti6 a la
coloracion de Wirtz-Conklin en donde se observo bacilos de color rojo y la presencia de
esporas en color verde. Una vez purificado ambas colonias se les sometio a tincion Gram

y posteriormente a una bateria de pruebas bioquimicas.

Figura 27. Tincion de Wirtz-Conklin de las colonias perteneciente a la cepa 2B.

Figura 28. Placa de las colonias perteneciente a la cepa 2B.

Como se puede apreciar en la figura 28, se observa colonias blanquecinas, rugosas,
seglin estas descripciones tiende a probablemente se trate de Bacillus pues este aspecto
fisico nos indicaria que estaria en fase de esporulacion por la presencia de sus bordes
irregulares. En la figura 29, se muestra a las cepas totalmente puras, la cepa 1B se

sembro en el medio BHI y el 2B en el medio Sangre.
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Figura 29. Placas de las colonias puras, lado izquierdo perteneciente a la cepa 2B y
en el lado derecho perteneciente a la cepa 1B.

En la tabla 9, se aprecia las caracteristicas de las cepas 1B y 2B

Tabla 9.
Caracteristicas de las cepas 1B y 2B.
1B 2B

Forma de colonia ovaladas Irregular
Color Amarillento Amarillento
Colonias Lisa rugosa
Gram Cocobacilos - Bacilos +
Esporas No si

Las cepas 1B y 2B, presentaban una crecimiento rapido, cuando se realizo una
observacion microscopica a la cepa 1B, no se observaba la presencia de esporas caso

contrario se aprecio en la cepa 2B.
a. Caracterizacion bioquimica

Con la finalidad de identificar plenamente las cepas 1B y 2B se sometieron a las pruebas
de identificacion bioquimica, para la cepa 2B se aplico la prueba Catalasa, Oxidasa,
Urea, MRVP, Citrato, Nitrato, SIM, TSI y a la cepa 1B la prueba Catalasa, Oxidasa,
TSI, Urea, MRVP, Nitrato, SIM, LIA.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -~ DE SANTA MARIA

Figura 30. Observacion microscopica a 100X de las cepas 1B, donde se muestra a
cocobacilos Gram negativo.

Figura 31. Observacion microscopica a 100X de las cepas 2B, donde se muestra cadena
de bacilos Gram positivo, con presencia de esporas.

Como se puede apreciar en la figura 30 se aprecia cocobacilos y al realizar la coloracion
gram resultaron ser negativas. En la figura 31, se aprecia cadenas de bacilos y al realizar

la tincidén gram resultaron ser gram positivas.

Los resultados de las pruebas bioquimicas aplicadas a las cepas 1B y 2B se observa en
las tablas 10 y 11. De acuerdo a la tabla 10, para determinar a qué género pertenece, se
partio desde la tincion Gram, como la cepa 1B es Gram -, se clasificd en dicho grupo,
posteriormente en la prueba TSI, este nos da como resultado K/K, que indica que no
ferment6 lo cual nos indica que perteneceria a la orden Pseudomonadacea, en la prueba
Oxidasa es -, por lo que se descarta a Moraxella, Pseudomonas A., Flavobacterium,

quedandonos como posible candidato a Acinetobacter. Entre otras de las caracteristicas
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que presenta Acinetobacter es que no reducen los Nitratos, son Catalasa + y son inmovil,
y de acuerdo a lo observado en los resultados de la tabla N°9, se confirma esto al obtener
dichos resultados y revisando las caracteristicas macroscopicas, microscopicas y a las
pruebas que son positivas, segun el Manual of Systematic Bacteriology Bergey’s (2005),
podemos concluir diciendo que la cepa 1B es Acinetobacter.

Tabla 10.
Resultado de las pruebas bioquimicas aplicadas a la cepa 1B.

&
2|2 = < &
HE: 3 5 2
< | < = 1| 5
Sl2|2/5/2/g(8(2|k
<lg |2|2|2|2|g|e|e
o (C) x ol o|E
b, SIol 18(e|=2| |3 5| 2| 2
=51 g wn|l 8|1 0| vl vw| | 0| 0| O s
E |z 23/2/8/2 8 £ 58 2
S 2|~ 3| 5| &
1B- K/K -
Nutritivo1B |1 |- |+ |- [- |- |- |- |- |- |- |+ [- |- [- |- |- |-
1B- K/K -
Nutritivo2B (2 |- |+ |- [- |- |- |- |- |- |- |+ [- |- [- |- |- |-
Tabla 11.
Pruebas bioquimicas aplicadas a la cepa 2B.
z —
213 2 z
< < o o
S |2 |s|%9|2(s |85 (3|5
S & =2 |8 ||l |L|o|& =) «
o © © (5218|995 |5 S| = S & Q9
o e O | g w| =| 0|l ol 0| O O o
a |7 | E N 2| a| g| ¥ F| 9| &
> |a |0 T| > 2| °| T| Q| 2| s
x | > o| — < o =
S|z =
=
SANGRE 1B | 2B-1 |+ |+ |- |- |- [+ [+ [+ |- |- |- |+ |- |- |+ [K/A
SANGRE 2B | 2B-2 |+ |+ |- |- |- [+ [+ [+ |- |- |- |+ |- |- |+ [K/A

De acuerdo a los resultados obtenidos en la Tabla 11 empezando con el Gram, es un

bacilo Gram+, Oxidasa -, Catalasa+, fermentacion de la glucosa +, Urea-, Citrato+,
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Nitrato + y la prueba de Voges — Proskauer +, y seglin los resultados obtenidos en la
tabla N°11 y formadora de esporas implica ser del género Bacillus. Por lo que la cepa

2B corresponde a Bacillus.

Pereira D. et-al., (2001), indican que las bacterias Gram +, especialmente especies del
género Bacillus, tienen una alta capacidad de adsorcion debido a la concentracion tan
alta de péptidoglicano y écido teicoicos existente en su pared celular. Debido al bajo
contenido de estos componentes en las paredes celulares de las bacterias Gram -,
exhiben poca capacidad de adsorcion metalica. Indican también que el género Bacillus
tienen capacidad de bioacumulaciéon de Plomo, encontrandose que la méxima
bioacumulacion de Plomo fue de 0,7 mol / g de biomasa de B. sphaericus, 1,1 mol / g
de biomasa para B. cereus, 1,4 mol / g de biomasa para Bacillus sp. y 1,8 mol / g de
biomasa de B. subtilis. Diferentes cepas de Bacillus presentan capacidades de absorcion

distintas y los mejores resultados se obtuvieron para B. subtilis y B. cereus.
4.3.2. Caracterizacion de las cepas fungicas.

En el medio sélido de Sabouraud crecieron dos cepas de hongos (1H y 2H) provenientes
de la poza de relave pero no tuvieron un buen crecimiento, por lo que se optd por
realizar un cultivo en caldo Sabouraud a fin de favorecer su desarrollo, como se puede

apreciar en la figura 32.

Figura 32. Tubos con caldo Sabouraud inoculados con las cepas fangicas.
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Posteriormente se realizd la caracterizacion morfoldogica macroscopica de las cepas
purificadas 1H y 2H, los resultados se puede apreciar en la tabla N°12, ambas cepas eran
de crecimiento rapido.

Tabla 12.
Caracteristicas de las cepas 1H y 2H.

1H 2H
Aspecto Granuloso Algodonoso
Color Amarillento-negro Blanquecino-negro
Textura granular Lanosa
Tiempo de crecimiento Rapido Rapido
Esporas si si

La cepa 1H, son colonias que presentaron un crecimiento rapido, al principio era de un
color amarillento pero con el transcurrir de los dias se puso negro, esto por la presencia

de mayor cantidad de esporas.

La cepa 2H presentaba un desarrollo de crecimiento rapido, el micelio en medio sélido
abarcO toda la placa Petri en pocos dias, al principio era de un color blanco muy
semejante al algodon y con el transcurrir de los dias esta se torno gris y ademas el

micelio carecia de septos.

PLACAA
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Figura 33. Placas de los hongos aislados, A se aprecia a la cepa 1H y 2H en su mayoria, B se
aprecia a la cepa 1H en la parte baja, C se aprecia la cepa 2H en su mayoria y en D se aprecia 2H
y 3H.

Como se puede apreciar en la figura 33, los hongos aislados generaron en abundancia las
esporas, y llegaron a cubrir toda la placa Petri, estos en general se desarrollaron

rapidamente.

Cuando se trata de hongos, estas se pueden diferenciar facilmente por sus caracteristicas
macroscopicas, pero las caracteristicas microscopicas nos ayudan a determinar a qué
especie pertenece. Como se puede apreciar en la figura 33 en las placas a simple vista se
diferencia la presencia mayoritariamente de 1H, 2H. Los hongos que se encontraron con
mas frecuencia fueron primeramente 2H seguido de 1H y solo en 2 placas se encontrd a
otra cepa a la que se denomin6 3H, este podria deberse a que las placas sufrieron algiin
tipo de contaminacion, por lo que se decidio no trabajar con la cepa 3H. Posteriormente
se realizd repiques sucesivos en Agar Sabouraud y PDA, hasta obtener colonias puras,

como se puede apreciar en las siguientes figuras 36 y 37.

En la figura 34, se aprecia en el lado izquierdo la caracteristica que presenta es tipico de
Rhizopus asemejandose a la forma de un algodon y lado derecho corresponde al revés

de la placa.
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Figura 34. Placas de la cepa purificada 2H cultivada en medio PDA.

Figura 35. Placas de la cepa purificada 1H cultivada en medio Sabouraud.

En la figura 35, se aprecia en el lado izquierdo se aprecia que la caracteristica que

presenta es tipico de Aspergillus niger y lado derecho corresponde al revés de la placa.

Una vez purificado cada cepa, se procedid a la observacion microscopica para lo cual se
realizo la tincién con Azul lactofenol. Al realizar la observacién microscopica a la cepa
2H estas presentaban estolones y rizoides, ademas los esporangidforos no eran
ramificados, presentaban esporangios esféricos y presentaba esporangiosporas angulares,

con una apariencia elipsoidal. Y al consultar el manual de identificacion de hongos,
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seguin el Ministerio de Salud, (2007), de acuerdo a las caracteristicas observadas se pudo
determinar que la cepa 2H corresponde a Rhizopus spp, la cual se puede apreciar en la

figura 36.

Respecto a la cepa 1H, microscdpicamente se observd que la vesicula era globosa y que
presentaba fialides alrededor de esta y se pudo apreciar la presencia de los conidios, que
tenian como principal caracteristica la forma globosa, todas estas caracteristicas
mencionadas permitieron determinar que hongo era y de acuerdo al manual de
identificacion, segiin el Ministerio de Salud (2007), estas caracteristicas se cumplen y
corresponden a Aspergillus niger. Por lo que podemos decir que la cepa 1H corresponde

a Aspergillus niger.

Figura 36. Observacion microscopica a 40X de Rhizopus spp.

En la figura 37 se puede apreciar claramente las esporas de Rhizopus spp. En la figura 38
se aprecia a Aspergillus niger y en la Figura 39 se aprecia a la cepa 3H, la cual por las

caracteristicas que presenta sus fialides se identifico como Penicillium.

Al-Garni, et-al (2009), aislaron 19 especies de hongos a partir de suelos contaminados
con desechos industriales, entre ellos Aspergillus niger, en el estudio Aspergillus
fumigatus fue quien resulté ser el mas tolerante a Cadmio hasta una concentracion de

100mg/100ml de medio.
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Figura 37. Observacion microscopica a 40 X, se aprecia la presencia de esporas alrededor del
esporangio de Rhizopus spp.

Figura 38. Observacion microscopica a 40X, lado izquierdo se aprecia las esporas y lado
derecho (con acercamiento de la camara) la forma tipica de Aspergillus niger.

Figura 39. Observacion microscopica a 40X, lado izquierdo se aprecia las esporas y lado
derecho la forma tipica de la fialide de Penicillium.
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De las cepas fungicas se decidio trabajar con Aspergillus niger y Rhizopus spp, por su
presencia en todas las placas y con Acinetobacter spp y Bacillus spp. En ensayos
preliminares se aprecid que el desarrollo de las cepas bacterianas aisladas era rapido al
cabo de 36 horas ya alcanzaba la fase estacionaria, en cambio las cepas fungicas recién a
las 120 horas alcanzaba la fase estacionaria, y ademas ambos necesitan condiciones un
tanto diferentes, por ejemplo la temperatura, las bacterias se desarrollan bien a un
promedio de 37°C, en cambio los hongos a temperatura ambiente se desarrollan bien. En
cuanto al medio también difieren, por ejemplo las bacterias crecen bien a un pH
promedio neutro, en cambio los hongos se desarrollan bien a un pH 4cido que bordea en
promedio los 5.6; Por todo lo descrito y ademds porque en este trabajo se quiere
desarrollar un sistema fécil, econdmico y eficiente, se decidid trabajar con biomasa
fungal y que en procesos de remocion, es un factor muy importante el area superficial
del biosorbente y teniendo biomasa por parte de bacterias y hongos, pues en este trabajo
se aprecio que la biomasa fungal es bastante considerable frente a la bacteriana. De aqui
en adelante solo se empled las cepas fungicas aisladas siendo: Aspergillus niger y

Rhizopus spp.

Segun Navarro A. et-al., (2006), debido a que la composicion de la biomasa fungal
presenta diversos grupos funcionales como amino, hidroxil, carboxilico, sulthidrilo y

fosfato, han sido reportados en numerosos biosorbentes usados en la actualidad.

Cardenas J. et-al (2010), reportaron el aislamiento de 23 hongos con diferente
resistencia a los metales analizados dentro de estas esta Alternaria sp, Penicillium sp,
Curvularia sp, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Cephalosporium sp, Fusarium sp
y Cladosporium sp. Los hongos aislados presentan diferentes patrones de resistencia a
los metales analizados, la mayoria crecen en Plomo y Zinc, pocos en Mercurio y
Arsénico. Estos hongos se pueden utilizar para la captacion de metales pesados en

solucion solos o acompafiados de otras biomasas.

Diaz, M. et-al (2002), lograron aislar y caracterizar hongos resistentes a metales

pesados a partir de desechos mineros obtenidos de la mina de Zimapan-Hidalgo, y
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probar su capacidad para bioadsorber iones metalicos en solucion, para tratar de
implementar filtros bioldgicos. En total aislaron 7 hongos (5 Aspergillus flavus y 2
Aspergillus fumigatus), que crecen bien a 500 ppm de Plomo y Zinc, y a 200 ppm de
Cobre y Plata, En donde las biomasas presentan diferentes porcentajes de remocién por

ejemplo la biomasa de A. flavus removi6 57% de Plomo.

Si bien Rhizopus ha sido ampliamente estudiado para la produccion de acidos organicos
como el fumarico y el acido lactico, Gltimamente muchos estudios reportan a hongos
como potenciales biorremediadores de metales , por ejemplo Sukumar M. (2010), evalud
a escala laboratorio la capacidad de reduccion de cromo hexavalente por Rhizopus
oryzae, encontrando una reduccion maxima de cromo con una eficiencia de 91,15%,
demostrando que la remocion de cromato por Rhizopus oryzae indica una técnica
factible y econdémico para la eliminacion de Cromato de los efluentes de aguas
residuales industriales. Tras identificar plenamente a los hongos se procedio a cultivarlos
en caldos como se aprecia en la figura 40, el desarrollo de ambos micelios purificados

tanto a Aspergillus niger y Rhizopus spp cultivados en medios caldos BHI y Sabouraud.

Figura 40. Cultivo de micelios, lado izquierdo el micelio de Aspergillus niger y en el lado
derecho el micelio de Rhizopus spp.
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4.4.Acondicionamiento a distintas concentraciones de Plomo (II) y Cadmio (II).

En esta etapa con el objetivo de apreciar hasta qué concentracién de metal toleraban los
hongos, se sometieron a distintas concentraciones, diversos estudios mencionan que las
cepas fingicas son mas resistentes a altas concentraciones de metales que las cepas

bacterianas.

Alluri H.K. et al., (2007); Doshi H. et al., (2008), indican que los microorganismos
como bacterias, hongos, algas y levaduras concentran metales pesados en diferentes
capacidades, en condiciones inactivados o vivos, cuando son utilizados para la

eliminacion de metales pesados de los diversos tipos de cuerpos de agua
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Figura 41. Desarrollo de las cepas fungicas Aspergillus niger, Rhizopus spp y el consorcio Asp-
Rhi.

En la figura 41, se aprecia que Aspergillus niger es quien llega a tener mayor biomasa,

seguido del consorcio.

Al principio cuando se ensay6 a 3 ppm de Plomo y Cadmio los hongos no presentaban
dificultades para su desarrollo, lo mismo sucedié a 10, 25 y 50 ppm, pero llegado a

probar a una concentracion de 75 ppm se apreciaba la disminucién de biomasa fungal e
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inclusive que retardaba ligeramente el desarrollo, cuando se llegd a 100 ppm, esto se
corroboro ya que la biomasa formada era mucho menor en comparacién a la cinética sin

la presencia de Plomo y Cadmio.

El acondicionamiento a distintas concentraciones es muy importante porque de alguna u
otra forma se genera un nivel de resistencia a las cepas y esto permite que en el
desarrollo de la biomasa, estos no se vean tan perjudicados, por ejemplo la toxicidad que

ejercen los metales pesados no permite el normal desarrollo de los microorganismos.

Pal et-al, (2010), observd que la cantidad méxima de Cadmio acumulado fue por una
cepa de Aspergillus niger tolerante a Cadmio y que gran parte del metal fue concentrado
en la pared celular del hongo (65.82%).Ademéas muestra que un microorganismo
previamente acondicionado a la resistencia de metales, tiende a acumular una mayor
cantidad de metal que un microorganismos silvestre. Ademas sefiala que generalmente la
mayor parte del metal se acumula en la pared celular, mas del 20% se distribuye en la
fraccion citosolica y el resto del metal se distribuye en las fracciones mitocondriales y

nucleares con una mayor cantidad en la fraccién mitocondrial.
4.5.Determinacion de la cinética de desarrollo sin y con metales.

Antes de trabajar es necesario conocer el desarrollo de las cepas con respecto al tiempo
ya que esto nos permitird trabajar con la mayor cantidad de biomasa posible, este
aspecto es muy importante ya que en la sorcion de metales, es muy importante la
cantidad de biosorbente, antes de empezar con los bioensayos de remocion se desarrollo

la cinética de las cepas flingicas.

Las figuras 42,43 y 44 corresponden a las cinéticas de las cepas fungicas en ausencia de

Plomo (II) y Cadmio (II).

En figura N°42, como podemos apreciar el valor de pH mas bajo es de Aspergillus niger,
aunque esto es logico por la segregacion de acidos principalmente acido citrico y oxalico

por parte de esta cepa, lo cual hace que el medio se torne acido.
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Figura 42. Cinética correspondiente al pH con respecto al tiempo de las cepas de Aspergillus
niger, Rhizopus spp y en consorcio.

En el cultivo de Rhizopus spp no disminuye mucho el pH, pero aun asi esa disminucion
es debido a la segregacion de 4cidos. Soccol C. R. et al., (1994); Yu R. et al,, (1991),
reportan que especies de Rhizopus spp han sido ampliamente utilizados en las industrias
modernas de procesamiento de alimentos fermentados tradicionales, produccion

industrial de enzimas y acidos organicos como fumarico y la produccion de acido lactico
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Figura 43.Cinética correspondiente al peso seco con respecto al tiempo de las cepas de
Aspergillus niger, Rhizopus spp y en consorcio.
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En la figura 43, quien tiene mayor peso seco es la biomasa de Aspergillus niger, debido
a que el micelio de Aspergillus niger es algo denso y consistente, no es como el de
Rhizopus spp que es mas filamentoso. En la figura 44, se aprecia que el consorcio

formado por Rhizopus spp y Aspergillus niger es la que mas consume glucosa
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Figura 44. Cinética correspondiente a la glucosa con respecto al tiempo de las cepas de
Aspergillus niger, Rhizopus spp y en consorcio.

A continuacién se muestran los graficos de las cinéticas de las cepas fingicas con

presencia de metales Plomo (II) y Cadmio (II).
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Figura 45. Cinética de pH respecto al tiempo de las cepas de Aspergillus niger, Rhizopus spp y
consorcio, suplementados con Plomo (II) y Cadmio (II).
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En la figura 45, se aprecia que el valor de pH mas bajo corresponde a Aspergillus niger,
aun asi la presencia de Plomo (II) y Cadmio (II) no influye mucho en el desarrollo de

metabolitos por parte de este hongo, esto se refleja en la disminucion de pH.
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Figura 46. Cinética del peso con respecto al tiempo de las cepas de Aspergillus niger, Rhizopus
Sppy consorcio, suplementados con Plomo (II) y Cadmio (II).

90.00

80.00 == Aspergillus
70.00 == Rhizopus
60.00 ==fe=Consorcio

Glucosa, mg/dL

50.00

40.00

30.00 ~jk

20.00

10.00

0.00 T T T )

0 50 100 150 200
Tiempo, min

Figura 47. Cinética correspondiente a la Glucosa con respecto al tiempo de las cepas de
Aspergillus niger, Rhizopus spp y consorcio, suplementados con Plomo (IT) y Cadmio (II).
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En los frascos donde se cultivo los hongos si se pudo apreciar como disminuia el tamafio
de la biomasa a mayores concentraciones del metal, de alguna u otra forma la toxicidad

de dichos metales afecta.

Vullo D., (2003), indica que la toxicidad de los metales pesados es muy alta si su
concentracion es alta. Su accion directa sobre los seres vivos ocurre a través del bloqueo
de las actividades bioldgicas, es decir, la inactivacién enzimatica por la formacion de
enlaces entre el metal y los grupos -SH (sulthidrilos) de las proteinas, causando dafios
irreversibles en los diferentes organismos. Esta toxicidad es reflejada en el impedimento

del desarrollo de los microorganismos sometidos a altas concentraciones de metales.

4.6.Cultivo de micelio para los procesos de adsorcion.

Antes de cultivar los micelios, primero se determind el medio mas adecuado ya que
durante la ejecucion de las etapas anteriores se aprecio que el principal problema que se
tendria es la sobreproduccion de esporas en especial de parte de Aspergillus niger, lo
cual es algo que no se quiere en el sistema que se desarrollara, pero si se quiere una buen
cantidad de biomasa. Por lo que se ensay6 con distintos medios de cultivo para evitar la

formacion temprana de esporas.

Figura 48. Cepas de Rhizopus spp (Izq.) y Aspergillus niger (Der.), se aprecia gran cantidad de
esporas por parte de estos hongos.
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4.6.1. Determinacion del medio mas adecuado para el cultivo de hongos

Aspergillus niger y Rhizopus spp.

Tabla 13.
Crecimiento de Aspergillus y Rhizopus en distintos medios de cultivo.
Medio Aspergillus niger Rhizopus spp.
BHI +++ +++
Extracto de malta ++++ 4+
Caldo Papa dextrosa ++++ 44
Nutritivo +++ ++
Sabouraud ++++ T

Los resultados del ensayo de distintos medios se muestran en la tabla 13, como se puede
apreciar, los medios que mostraron mayor desarrollo sin la formaciéon abundante de
esporas fue el caldo Papa dextrosa conjuntamente con el medio Sabouraud. En la figura

49 se aprecia el desarrollo de micelio Aspergillus niger en distintos medios.

Figura 49. Micelio de Aspergillus niger cultivado en distintos medios de cultivo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, los medios mas adecuados resultaron ser
Sabouraud y el caldo papa dextrosa, pero como desde un principio en este trabajo se
proyecto a realizar un sistema que no involucre mucho gasto econdmico, el medio
Sabouraud es relativamente caro frente a los otros medios como el BHI, el Nutritivo,
por lo que se opto por trabajar con el caldo papa Dextrosa que también presenta buenos

resultados como se puede apreciar en la figura 50.
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Figura 50. Micelio de Aspergillus niger, Rhizopus spp y el consorcio (Aspergillus niger y
Rhizopus spp) respectivamente.

Se cultivo en medio papa dextrosa y a los 5 dias el micelio de Aspergillus niger ya
estaba desarrollado lo mismo sucedié con el micelio de Rhizopus spp y en cuanto al
consorcio también, aunque de los tres el que ligeramente mas rapido se desarrollaba era

el micelio de Aspergillus niger.
4.7.Ensayos preliminares de remocion de Plomo (II) y Cadmio (II)

Esta etapa es muy importante ya que con esto se quiere conocer en qué cantidades
Plomo (IT) y Cadmio (II) son removidos por parte de la biomasa de Aspergillus niger,
Rhizopus spp y consorcio Aspergillus niger y Rhizopus spp. Kapoor A. et al., (1999),
demuestran que muchos tipos de hongos son capaces de eliminar o recuperar iones de
metales a partir de soluciones acuosas, entre estos hongos estan Aspergillus niger,
Mucor racemosus, hongo Phanerochaete. La capacidad de biosorcion de estas biomasas
se debe a la potencial cantidad de compuestos orgéanicos capaces de secuestrar y/o
intercambiar iones metalicos. Arica, M. et al., (2004), indican que entre los grupos
funcionales que presentan caracteristicas quelantes se mencionan los grupos carboxilos,
fosfatos, amidas, tioles, hidroxilos, quitina, gluco-proteinas, los cuales juegan un rol

importante en la bioadsorcion de metales pesados.

4.7.1. Remocion por parte de Aspergillus niger, Rhizopus spp y consorcio.
Este experimento tuvo como finalidad determinar cual de las biomasas fungales era el

mas adecuado para llevar a cabo el proceso de remocion, esto se determind mediante el
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porcentaje de remocidon que tuvieron cada uno. En la figura 51, se aprecia el micelio

desarrollado de Aspergillus niger, Rhizopus spp y consorcio.

(Der.).

Como se aprecia en la tabla 14, Rhizopus spp es la cepa que mas remueve los metales

Plomo (IT), Cadmio (II) y mezcla.

Tabla 14.

Remocion de Plomo, Cadmio y mezcla por parte de las cepas.

Rhizopus spp | Aspergillus niger | Consorcio | Nivel de significancia
Plomo(II) 86.39% 74.19% 84.17% P>0.05 (entre Rhi. y Con.)
Cadmio(IT) 69.23% 44.72% 43.42% P>0.05 (entre Asp. y Con.)
Mezcla 74.82% 66.90% 53.43% P<0.05

Tras realizar el andlisis estadistico (apéndice 4) al tiempo final mediante la prueba de

Tuckey, se determind que no existe diferencia estadistica entre los porcentajes de

remocion para Plomo (IT) por parte de Rhizopus spp y consorcio. En cuanto a Cadmio

no existe diferencia estadistica entre los porcentajes de remocion parte de Aspergillus

niger y consorcio. Y para la mezcla de los metales Plomo (II) y Cadmio (II) se observa

que el nivel de significancia es menor a 0.05, por lo que si existe diferencia estadistica

entre los porcentajes de remocion por parte de los Aspergillus niger, Rhizopus spp y

consorcio Asp - Rhi. Por lo que se afirma que el tipo de micelio fungal afecta
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significativamente en la remocion de los metales de Plomo (II) y Cadmio (II) y esto se

debe principalmente a la composicion que tiene cada biosorbente.

Navarro A. E. et-al., (2006), indican que la capacidad de biosorcién de estas biomasas se
debe a la potencial cantidad de compuestos orgdnicos capaces de secuestrar y/o
intercambiar iones metalicos, entre los cuales destacan, polialginatos, péptidoglucanos,
polisacaridos, glicoproteinas, fucanoides, compuestos heterociclicos, flavonoides, etc.,
en los cuales los centros atrayentes de cationes son los grupos funcionales amino,

hidroxilo, carboxilato, fosfato, sulfhidrilos, etc.

Navarro A. E. et-al., (2006), mencionan que para remocién de Ni*?, Cd*2, Au™, Pb*?,
por parte de S. cerevisiae (levadura) el biopolimero involucrado es el péptidoglucano.
En cambio en el hongo Mucor rouxii para la remocioén de Cd™?, Ni*?, Zn™ Pb™2 el

biopolimero involucrado es el Quitosano y los polisacaridos.

Gadd, (2000), mencionan que resulta interesante la utilizacion de una combinacién de la
solubilizacion microbiana del Pb de la piromorfita Pbs(PO4)3Cl, mediada por el hongo
Aspergillus niger con la acumulacion del metal disuelto por parte de plantas que crecen
en suelos contaminados con dicho metal. La bioacumulacion es otro proceso en el cual
una vez incorporado el metal pesado al citoplasma, este es secuestrado por la presencia
de proteinas ricas en grupos sulfhidrilos llamadas metalotioninas o compartimentalizado

dentro de una vacuola, como ocurre en hongos.

En las figuras 52, 53 y 54 se aprecia la cinética de remocién para los metales Plomo (II),
Cadmio (II) y mezcla. En la figura 52 se aprecia hay una mayor remocion de Plomo (II)
por parte de Rhizopus spp, en la figura 53, se observa que hay mayor remocion por parte
de Rhizopus spp. En la figura 54, se observa que la mayor remocion de la mezcla de
Plomo (IT) y Cadmio (II), se da al trabajar con la biomasa de Rhizopus spp seguido de la

biomasa de Aspergillus niger.
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Figura 52. Cinética de remocion de Plomo (II) para Aspergillus niger, Rhizopus spp y consorcio

Asp- Rhi.
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Figura 53. Cinética de remocion de Cadmio (II) para Aspergillus niger, Rhizopus spp y
consorcio.
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Figura 54. Cinética de remocioén de Plomo (II) y Cadmio (IT) para Aspergillus niger, Rhizopus
Spp y consorcio.

Pal et-al, (2010), reportaron que un 65.82% de Cadmio fue acumulado en la pared
celular de Aspergillus niger. La siguiente concentracion mas alta del metal se encuentra
en la fraccion citosolica (28,87 + 3,26%). El resto del metal esta distribuido en las
fracciones mitocondrial y nuclear, con mayor cantidad presente en la fraccion

mitocondrial.

Esta diferencia en las capacidades de remocion en los resultados principalmente difieren
a que la composicion del micelio fungal es distinto tanto para Rhizopus spp y Aspergillus

niger.

Pal et-al, (2010), sefialan que los grupos funcionales de la superficie del hongo podria

actuar como ligandos para metales.

En las figuras 55, 56 y 57 se aprecia la capacidad de biosorcion de Plomo (IT) y Cadmio
(IT) y cuyos valores estan en la tabla 2.2.Como se puede apreciar en la figura 55 al
trabajar con Aspergillus niger existe una mayor capacidad de biosorcion para Plomo (II).
En la figura N°56 al trabajar con Rhizopus spp se observa que existe una mayor
capacidad de biosorcion para Plomo (II) y en la figura N°57 al trabajar con el consorcio

existe mayor capacidad de biosorcion para Plomo (II).
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Figura 55. Capacidad de biosorcion de Plomo (IT), Cadmio (IT) y mezcla por Aspergillus niger.
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Figura 56. Capacidad de biosorcion de Plomo (IT), Cadmio (IT) y mezcla por Rhizopus spp.
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Figura 57. Capacidad de biosorcion de Plomo (II), Cadmio (I) y mezcla por consorcio
Aspergillus niger - Rhizopus spp.

Como se puede apreciar en los resultados anteriores tanto Rhizopus spp y Aspergillus
niger tienen la capacidad de remover los metales Plomo (II) y Cadmio (II). En procesos
de sorcién de metales, diversos parametros influyen como el pH, temperatura, etc.
Gutiérrez et al. (2005), mencionan que los diversos factores influyen en la biosorcion de
metales pesados usando biomasa flngica. Entre estos factores se incluyen las
propiedades quimicas de la superficie celular y las condiciones fisico-quimicas de la
solucion, entre ellas el pH, la temperatura, la concentracion inicial del metal, la fuerza
i6nica, entre otros. Por tal razon se ensayo a distintos valores de pH, temperatura,

biomasa y concentracion.
4.7.2. Seleccion del micelio fungal mas eficiente.

De acuerdo con los resultados que se obtuvo, se eligié trabajar con Rhizopus spp porque
es el que mayor cantidad de metal remueve tanto en Plomo (II) y Cadmio (II), se
procedio a cultivar el micelio de Rhizopus spp, en la figura N°58 se aprecia el cultivo de

estas, el desarrollo de estos micelios es bastante uniforme.
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Figura 58. Cultive del micelio de Rhizopus spp.

Ahmad I. et-al (2005) Reporta que Rhizopus sp. Presenta una mayor bioadsorcion de

Cromo y Cadmio en comparacion con Aspergillus sp.

Rhizopus spp presenta como caracteristica principal que es un hongo algodonoso lo cual
hace que abarque todo el frasco desarrollando una buena cantidad de biomasa como se
puede apreciar en la figura N°59. Y en la figura N°60 se aprecia el micelio de Rhizopus

spp retirado del medio de cultivo

Figura 59. Micelio desarrollado de Rhizopus spp.
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Figura 60. Micelio de Rhizopus spp empleados en los ensayos de remocion.
4.8. Ensayos de remocion de los metales Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla.

Para tener una eficiencia mayor en la remocion de los metales Plomo (II), Cadmio (II) y
mezcla, mediante el empleo del micelio de Rhizopus spp, se evalu¢ la influencia del pH,
temperatura, biomasa y concentracion de metal. Mediante los andlisis estadisticos se
determind cuales eran los valores Optimos para cada parametro, permitiendo de esta
manera encontrar las condiciones 0ptimas para la remocién de Plomo (1), Cadmio (II) y

mezcla mediante el uso de la biomasa de Rhizopus spp.
4.8.1. Efecto pH

Aksu Z., (2001); Navarro A.E. et-al., (2006), mencionan que el pH es uno de los mas
importantes parametros en los procesos de sorcidon de iones de metales de una solucion
acuosa. Ahuja, P. et al., (1999), indica que se debe considerar que los sitios de adsorcion
metalica en la superficie celular, y la disponibilidad de metal en una solucién, son
afectados por el pH, reconociendo su fuerte influencia en el proceso de biosorcion. En el
presente trabajo al ensayar a distintos valores de pH se aprecio como influia en la

remocion de Plomo y Cadmio.

La conformacién de la pared celular de los hongos influye mucho en los procesos de
sorcion de metales. Cruz et al., (2004), indican que Rhizopus cohnii, su alto contenido en

grupos ionizables (grupos carboxilo de manuronico y gulurdnico) en la pared de la
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célula polisacaridos, hace que al menos en teoria muy responsable para influir en el pH
del fluido.

En la figura N°61, se aprecia el porcentaje de remocién para Plomo (IT), Cadmio (IT) y
mezcla (Plomo (II) y Cadmio (II)), mediante el uso de la biomasa de Rhizopus spp, al

trabajar con pH 3,4 y 5.

80.00+ pH
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— pH4
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-2 50.004
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1 I I
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Figura 61. Porcentaje de remocion de Plomo (IT), Cadmio (II) y mezcla a distintos valores de

pH.

De acuerdo a la figura 61. La biomasa de Rhizopus spp trabajando a pH 3 remueve el
Plomo (II) en 30.06%, Cadmio (II) 28.65% y la mezcla en 35.30%. Por otra parte
trabajando a pH 4 remueve Plomo (IT) en 61.75%, Cadmio (II) 44.04%, y la mezcla en
52.90%. Y trabajando a pH 5se logra remover Plomo (II) en 85.49%, Cadmio (II)
69.81%, y la mezcla en 68.32%. Diversos autores demuestran la capacidad de remocion
de los metales Plomo y Cadmio por parte de cepas fingicas se da mejor a pH superiores

a 2 e inferiores a la neutralidad. Por los resultados obtenidos podemos decir que el
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mayor porcentaje de remocion de los metales Plomo, Cadmio y mezcla se dio a un pH
5.

Tras realizar el andlisis estadistico mediante la prueba ANOVA vy el test de Tuckey
(ANEXO 2) al final del ensayo para Plomo (II), se observa que el nivel de significancia
es menor a 0.05, por lo que se determind que existe diferencia estadistica entre los
porcentajes de remocion para Plomo (II) trabajando a pH 3, pH 4 y pH 5 por parte de
Rhizopus spp. En cuanto a Cadmio se observa que el nivel de significancia es menor a
0.05, por lo que se establece que existe diferencia estadistica entre los porcentajes de
remocion para Cadmio(II) trabajando a pH 3, pH 4 Y pH 5 por parte de Rhizopus spp. Y
para la mezcla de los metales Plomo (II) y Cadmio (II) se observa que el nivel de
significancia es menor a 0.05, por lo que se determind que existe diferencia estadistica
entre los porcentajes de remocion para mezcla trabajando a pH 3, pH 4 Y pH 5 por parte
de Rhizopus spp. Estos resultados confirman que ¢l valor de pH influye fuertemente en
la remocion de metales pesados como Plomo (II) y Cadmio (II). Por los resultados
mencionados anteriormente se determina que el pH 5 es el mas adecuado para la

remocion de Plomo (II) y Cadmio (II) mediante el uso de la biomasa de Rhizopus spp.

Plomo
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5.000 - el PH 4
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2.000 ¢ o
1.000 - /
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Figura 62. Capacidad de biosorcion de Plomo (IT) por Rhizopus spp a distintos valores de pH.
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Figura 63. Capacidad de biosorcion de Cadmio (IT) por Rhizopus spp a distintos valores de pH.
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Figura 64. Capacidad de biosorcion de la mezcla (Plomo (IT) y Cadmio (IT)) por Rhizopus spp a
distintos valores de pH.

Como se aprecia en las figuras 62, 63 y 64, la influencia del pH en el proceso de
adsorcion es muy fuerte, con el transcurrir del tiempo los niveles de concentracion de los
metales van disminuyendo, a pH 3 y 4 existe la remocion de los metales pero se ve mas

favorecida al trabajar a un pH 5, podemos decir que la mejor remocion de Plomo (II) y
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Cadmio (II) se dio a un pH 5, en algunos estudios también determinan valores cercanos
a 5 como pH 6ptimo para remocion de Plomo (II) y Cadmio (II) mediante el uso de

biosorbentes como por ejemplo:

Jin-ming et-al, 2010, trabajaron la biosorcion de Cadmio con Rhizopus cohnii,
reportando que a pH inferior a 2.0 no se observa casi ninguna sorcioén, en cambio la
sorcion de Cadmio se vio favorecida cuando trabajaron en pH entre el rango de 4.5y 6.5

estableciendo una 6ptima a pH 4.5

Por su parte Al-Garni, 2009, reporta que se logra un mayor remocion de Cadmio
cuando se trabajo a un pH de 5, empleando la biomasa de Aspergillus fumigatus,

logrando obtener un 99% de remocion.

Pauro R. et-al, 2009, reportan que la mayor eficiencia de bioadsorciéon de Plomo por
Saccharomyces cerevisiae se dio a 5.14, mientras que a pH mas acidos influyen

negativamente en la bioadsorcion.

a. Modelo de Primer orden

En este modelo matematico, se determind la cantidad de sustancia adsorbida (q 1) y la
constante de adsorcion (k 1) en funcion al valor del pH. Los resultados de la cinética de
adsorcion de Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla (Pb y Cd) en biomasa de Rhizopus spp en
el modelo matematico de primer orden se muestran en la tabla 15.

Tabla 15.

Resultados del proceso de adsorcion de Plomo (1), Cadmio (II) y mezcla en biomasa de
Rhizopus spp, obtenidos en el modelo matematico de primer orden a diferentes valores de pH

(3,4y5).
Plomo Cadmio ’ Mezcla
PH r q_1 k_1 r q_1 k_1 r q_1 k_1
mg/g min™ mg/g min™! mg/g min™!

3 0.9672 1.6693 0.1000 0.9406 1.5380 0.1000 0.9991 2.1930 0.0033
4 0.9271 3.2505 0.1000 0.9959 2.6729 0.0040 0.9038 2.6719 0.1000
5 0.8764 4.0197 0.1000 0.9922 4.3063 0.0033 0.9983 4.2286 0.0028
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De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 16, se puede apreciar los parametros
determinados con el modelo matematico de primer orden R, q 1 y k 1 en el proceso de
remocion de Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla a diferentes pH (3,4 y 5). Se aprecia que
la cantidad de sustancia adsorbida en el equilibrio (q 1) calculados en el modelo,
muestran que a pH 5 la cantidad de sustancia adsorbida tanto para Plomo (II), Cadmio
(Il) y mezcla, es mayor en comparacion con los que se obtiene trabajando a pH 3 y 4,
Esto nos muestra que existe una mayor adsorcion de Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla
trabajando a pH 5 mediante el uso del micelio de Rhizopus spp. Los coeficientes r
calculados en el modelo matematico de primer orden, muestran que los datos
experimentales se ajustan a los calculados en el modelo ya que presentan un valor

cercano a 1, esto para Cadmio (II) y mezcla.
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Figura 65. Proceso de bioadsorcion de Plomo (IT), Cadmio (IT) y mezcla (Plomo (IT) y Cadmio
(II)) por Rhizopus spp a distintos valores de pH, aplicando el modelo de primer orden.

En la figura 65, se puede apreciar la disminucion de la concentraciones de los metales ,

pero la mayor remocion de metal se da al trabajar con un pH de valor 5, el aumento del
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valor de pH ayuda a que se favorezca la capacidad de adsorcion de los metales Plomo

(IT), Cadmio (II) y mezcla.

b. Modelo de Segundo orden

Con este modelo se determiné la cantidad de sustancia adsorbida (q_2), la constante B2y
la constante de adsorcion de segundo orden (K 2) para cada valor de pH. En la tabla N°
16 se muestra los resultados de los parametros calculados segin el modelo matematico
de segundo orden, que corresponde a los metales Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla a
distintos valores de pH.

Tabla 16.

Resultados del proceso de adsorcién de Plomo (l1), Cadmio (II) y mezcla en biomasa de
Rhizopus spp, obtenidos en el modelo matematico de segundo orden a diferentes valores de pH

(3,4y5).
Plomo Cadmio | Mezcla
PH r q_2 B2 k_» r q_2 B2 k_» r q_2 B2 k_2
mg/g min™’ mg/g min™’ mg/g min™’

3 0.9997 2.0001 0.9993 0.0090 0.9998 1.9872 1.0035 0.0059 0.9975 2.6123 0.9971 0.0038
4 0.9998 4.3631 0.9991 0.0050 0.9992 3.0585 1.0010 0.0053 0.9989 3.8098 0.9960 0.0039
5 0.9922 6.1598 1.0040 0.0030 0.9966 5.0900 1.0019 0.0039 0.9979 5.2162 1.0006 0.0029

Como se puede apreciar en la tabla 17, los parametros calculados en el modelo
matematico de segundo orden, muestran que las cantidades de sustancias adsorbidas en
el equilibrio (q_,) calculados a distintos valores de pH aumentan a medida que se
aumenta el pH, se aprecia que a pH 5 la cantidad de sustancia adsorbida son mayores en
comparacion con los pH 3 y 4, lo que nos indica que trabajando a pH 5, se adsorbe
mayor cantidad de los metales Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla. Las constantes de
adsorcion de segundo orden (k_,) muestran que a pH 5 tanto para Plomo (II), Cadmio
(IT) y mezcla presentan un valor menor en comparacion con el pH 3 y 4, lo que indica
que utilizando un pH de 5 la adsorcidon es mas rapida , mientras que utilizando pH 3 y 4

la adsorcidn es mas lenta.
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Los coeficientes r calculados en el modelo matematico de segundo orden, muestran que
los datos experimentales se ajustan a los calculados en el modelo ya que presentan un

valor cercano a 1.
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Figura 66. Proceso de bioadsorcion de Plomo (IT), Cadmio (IT) y mezcla (Plomo (IT) y Cadmio
(IT)) por Rhizopus spp a distintos valores de pH, aplicando el modelo de segundo orden.

En la figura 66, nos muestra que a medida que avanza el tiempo las concentraciones de
los metales Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla disminuyen, encontrandose que a pH 5
esta disminucion es mayor a que a pH 3 y 4, lo que indica que trabajando a un pH 5 se

da mayor adsorcion de Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla por el micelio de Rhizopus spp.

Tras aplicar ambos modelos matematicos en distintos valores de pH, se contrastaron los
valores de los coeficientes r de primer orden y segundo orden, las cuales se muestran en
la tabla 3.3 (apéndice 3). De acuerdo a los resultados de la tabla 3.3, podemos decir que
tras aplicar los dos modelos, ambos presentan un valor cercano a 1. Pero el segundo
modelo matematico presenta mejores valores de r para Plomo (II) 0.9972, Cadmio (II)
0.9985 y mezcla 0.9981 por lo que podemos decir que mas se ajusta al modelo de

segundo orden.
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Tras haber determinado que el pH 5 es el optimo para la remocion de los metales Plomo

(Il) y Cadmio (II), se procedi6 con la variacion de temperatura.

4.8.2. Efecto temperatura

Entre otro de los pardmetros mas importantes para la sorciéon de metales se encuentra la
temperatura, en este trabajo se aprecié como influia en la remocién de Plomo (II) y
Cadmio (IT). De acuerdo a la figura 67. Nos muestra el porcentaje de remocion de Plomo
(II), Cadmio (II) y mezcla, empleando la biomasa de Rhizopus spp trabajando a
temperaturas de 10°C, 25°C y 40°C. A la temperatura de 10°C remueve Plomo (II) en
61.92%, Cadmio (II) 50.32% y la mezcla en 43.26%. Por otra parte trabajando a 25°C
remueve Plomo (II) en 84.19%, Cadmio (II) 67.35%, y la mezcla en 66.14%. Y
trabajando a 40°C remueve Plomo (II) 65.65%, Cadmio (II) 63.21%, y la mezcla en
53.78%. De acuerdo a los resultados obtenidos podemos decir que el mayor porcentaje
de remocién se obtiene cuando se trabaja a una temperatura de 25° C, esto es
beneficioso ya que en caso de escalar el sistema no requerira mucha energia extra para

poder llegar a esta temperatura.
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Figura 67. Porcentaje de remocion de Plomo (IT), Cadmio (IT) y mezcla a distintas temperaturas.
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Tras realizar el analisis estadistico mediante la prueba ANOVA vy el test de Tuckey
(apéndice 4) al tiempo final del ensayo para Plomo (II), se observa que el nivel de
significancia es menor a 0.05, por lo que se determind que existe diferencia estadistica
entre los porcentajes de remocién para Plomo trabajando a temperaturas de 10°C, 25°C
y 40°C por parte de Rhizopus spp. En cuanto a Cadmio (II) no existe diferencia
estadistica entre los porcentajes de remocion trabajando temperaturas a 25°C y 40°C por
parte de Rhizopus spp. Y para la mezcla de los metales Plomo (II) y Cadmio (IT) se
observa que el nivel de significancia es menor a 0.05, por lo que se determind que existe
diferencia estadistica entre los porcentajes de remocion para mezcla trabajando a

temperaturas de 10°C, 25°C y 40°C por parte de Rhizopus spp.

Por los resultados obtenidos anteriormente se determina que la temperatura de 25°C, es
el mas adecuado para la remocioén de Plomo (II) y Cadmio (II) mediante el uso de la

biomasa de Rhizopus spp.

Gutiérrez et-al. (2005) Evaluando el efecto de la temperatura de la solucion, estos
autores reportan que se obtuvo la maxima bioadsorcion de Plomo (II) a los 25 °C con
biomasa seca de Saccharomyces cerevisiae, lo cual indica que la retencion del metal esta

gobernada por un proceso de adsorcion fisica.
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Figura 68. Capacidad de biosorcion de Plomo (IT) por Rhizopus spp a distintas temperaturas
(10, 25 y 40°C)
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Figura 69. Capacidad de biosorcion de Cadmio (IT) por Rhizopus spp a distintas temperaturas

(10, 25 y 40°C)
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Figura 70. Capacidad de biosorcion de la mezcla (Plomo (II) y Cadmio (II)) por Rhizopus spp a
distintas temperaturas (10, 25 y 40°C)

Como podemos apreciar en las figuras 68, 69 y 70, la influencia de la temperatura en el
proceso de sorcion es muy fuerte, con el transcurrir del tiempo los niveles de
concentracion de los metales van disminuyendo, a la temperatura 10°C y 40°C existe la

remocion de los metales pero se ve mas favorecida al trabajar a una temperatura 25°C,
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podemos decir que la mejor remocion de Plomo (II) y Cadmio (II) se dio a una

temperatura de 25°C.

Una vez obtenido los resultados anteriores se aplicO modelos matematicos para realizar
la cinética del proceso de adsorcion Plomo (IT) y Cadmio (IT) en la biomasa de Rhizopus

spp, utilizando los modelos matematicos de Primer orden y Segundo orden.

a. Modelo de Primer orden

En este modelo matematico, se determind la cantidad de sustancia adsorbida (q 1) y la
constante de adsorcion (k 1) en funcion al valor del la temperatura. Los resultados de la
cinética de adsorcion de Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla (Pb y Cd) en biomasa de
Rhizopus spp en el modelo matematico de primer orden se muestran en la tabla n°17.
Tabla 17.

Resultados del proceso de adsorcion de Plomo (11), Cadmio (II) y mezcla en biomasa de

Rhizopus spp, obtenidos en el modelo mateméatico de primer orden a diferentes valores de
temperaturas (10, 25y 40°C).

Plomo | Cadmio | Mezcla
T r q_1 k_1 r q_1 k_1 r q_1 k_1
°E mg/g min™ mg/g min™’ mg/g min™’

10 0.9428 3.1604 0.1000 0.9297 2.6329 0.1000 0.9991 2.9774 0.0015
25 0.8970 4.1665 0.1000 0.9908 4.1488 0.0030 0.9971 4.0586 0.0027
40 0.8843 3.1148 0.1000 0.8627 2.9707 0.1000 0.7431 2.4007 0.1000

De la tabla 17, Se  observa que a partir de los pardmetros calculados en el modelo
matematico de Primer orden, la cantidad de sustancia adsorbida en el equilibrio (q 1),
muestran que a la temperatura de 25°C la cantidad de sustancia adsorbida tanto para
Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla, es mayor en comparacion con los que se obtiene
trabajando a 10°C y 40°C. Esto nos muestra que existe una mayor adsorcion de Plomo
(IT), Cadmio (IT) y mezcla trabajando a 25°C mediante el uso del micelio de Rhizopus
spp. Aumentando la temperatura no se ve favorecida la adsorcion como se aprecia en

los resultados obtenidos a 40°, Los coeficientes r , calculados en el modelo matematico
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de primer orden, muestran que los datos experimentales se ajustan a los calculados en el

modelo ya que presentan un valor cercano a 1, esto para la mezcla.

Las constantes de adsorcion de primer orden (k 1) muestran que a la temperatura de
10°C, para la mezcla su constante de adsorcidon es menor en comparacion a 25°C y
40°C, lo que indica que trabajando a 10°C la adsorcion es mas rapida, mientras que
trabajando a 25°C y 40 °C, la adsorcion es mds lenta para la remocion de la mezcla

Plomo (II) y Cadmio (II) mediante el uso de Rhizopus spp.
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Figura 71. Proceso de bioadsorcion de Plomo (IT), Cadmio (II) y mezcla (Plomo (II) y Cadmio
(II)) por Rhizopus spp a distintas temperaturas, aplicando el modelo de primer orden.

En la figura 71, se puede apreciar la disminucion de las concentraciones de los metales,
Sin embargo las concentraciones en equilibrio a una Temperatura de 10°C y 40°C no es
tan baja como la que se aprecia a una menor Temperatura (25°C), siendo este el

adecuado para una adsorcién mas favorable.
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b. Modelo de Segundo orden

Con este modelo se determiné la cantidad de sustancia adsorbida (q_2), la constante B2y
la constante de adsorcion de segundo orden (K 2) para cada valor de temperatura. En la
tabla 18, se muestra los resultados de los pardmetros calculados segin el modelo
matematico de segundo orden, que corresponde a los metales Plomo (II), Cadmio (II) y

mezcla a distintos valores de temperaturas.

Tabla N°18.

Resultados del proceso de adsorcion de Plomo (1), Cadmio (II) y mezcla en biomasa de
Rhizopus spp, obtenidos en el modelo matemético de segundo orden a diferentes valores de
temperatura (10, 25 y 40°C).

Plomo [ Cadmio ‘ Mezcla
T r q_2 B2 k_2 r q_2 B2 k_2 r q_2 B2 k_
°C mg/g min~' mg/g min™" mg/g min™

10 0.9906 3.9756 1.0119 0.0067 0.9975 3.5252 0.9964 0.0050 0.9996 4.2109 1.0028 0.0012
25 0.9976 6.0713 1.0067 0.0036 0.9956 4.9956 1.0102 0.0033 0.9974 5.0425 1.0015 0.0028
40 0.9865 4.6518 1.0159 0.0032 0.9906 4.7533 1.0216 0.0026 0.9960 5.4525 1.0016 0.0011

De acuerdo a la tabla 18, los parametros calculados en el modelo matemético de segundo
orden, muestran que las cantidades de sustancias adsorbidas en el equilibrio (q »)
calculados a distintas temperaturas, muestran que a un temperatura de 25 °C la constante
es mayor en comparacion con las temperaturas 10°C y 40°C con respecto a Plomo (II) y
Cadmio (II); lo que nos indica que trabajando a 25°C, se adsorbe mayor cantidad de los
metales Plomo (II), Cadmio (II). Las constantes de adsorciéon de segundo orden (k »)
muestran que a 40°C tanto para Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla presentan un valor
menor en comparacion con el 10°C y 25°C, lo que indica que trabajando a 40°C la
adsorcion es mas rapida, mientras que a las temperaturas de 10°C y 25°C la adsorcion es

mas lenta.

Los coeficientes r calculados en el modelo matematico de segundo orden, muestran que
los datos experimentales se ajustan a los calculados en el modelo ya que presentan un

valor cercano a 1.
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Figura 72. Proceso de bioadsorcion de Plomo (IT), Cadmio (IT) y mezcla (Plomo (IT) y Cadmio
(II)) por Rhizopus spp a distintas temperaturas, aplicando el modelo de segundo orden.

En la figura 72, nos muestra que a medida que avanza el tiempo las concentraciones de
los metales Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla disminuyen, encontrandose que a 25°C
esta disminucion es mayor a que a 10°C y 40°C, lo que indica que trabajando a 25°C se

da mayor adsorcion de Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla por el micelio de Rhizopus spp.

Tras aplicar ambos modelos matematicos en distintas temperaturas, se contrastaron los
valores de los coeficientes r de primer orden y segundo orden, las cuales se muestran en
la tabla 3.6 (apéndice 3). De acuerdo a los resultados de la tabla 3.6, podemos decir que
tras aplicar los dos modelos, ambos presentan un valor cercano a 1. Pero el segundo
modelo matematico presenta mejores valores de r para Plomo (II) 0.9916, Cadmio (II)
0.9946 y mezcla 0.9976 por lo que podemos decir que mas se ajusta al modelo de

segundo orden.

Tras haber determinado que la temperatura de 25°C es el 6ptimo para la remocion de los

metales Plomo (II) y Cadmio (II), se procedi6 con la variacion de biomasa.
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4.8.3. Efecto biomasa

En la remocién de metales pesados muchas veces se establece una relacion directa entre
la cantidad removida y la cantidad del sorbente, considerando que a mayor area
superficial mayor porcentaje de remocioén de metales. Pero no siempre suele cumplirse
esta logica, en los procesos de remocion mucho influye el tamafio de particula, esto por
la disponibilidad de sitios de adsorcion. Pero al trabajar con microorganismos
especificamente con hongos esto difiere un poco por ejemplo en el caso de Aspergillus
niger, tras haber desarrollado mas del 50% de micelio aun no se aprecia la mayor
cantidad de acidos, pero tras haberse desarrollado completamente el pH baja fuertemente
llegando incluso a valores inferiores a 2.7, y esto es diferente con cada hongo por
ejemplo Rhizopus spp no segrega gran cantidad de acido.

La Biosorcion de Plomo y Cadmio por parte de Aspergillus niger y Rhizopus, se debe a
que la superficie celular de las cepas fingicas contiene sitios activos o de captacion que
presentan una gran afinidad por el Plomo y Cadmio, estos se encuentran entre los
diferentes constituyentes de la pared celular como entre polialginatos, péptidoglucanos,
polisacaridos, glicoproteinas etc., segiin Navarro A. E. et-al., (2006), mencionan que los
centros atrayentes de cationes son los grupos funcionales amino, hidroxilo, carboxilato,
fosfato, sulfhidrilos, etc. Al ensayar a distintas cantidades de biomasas se aprecio como
influia en la remocién de Plomo y Cadmio. En figura N°73, se aprecia el porcentaje de
remocion para Plomo(Il), Cadmio(Il) y mezcla (Plomo(Il) y Cadmio(Il)), mediante el

uso de distintas cantidades de biomasa (1Micelio, 2MiceliosY 3Micelios) de Rhizopus

SPp.

De acuerdo a la figura 73. La biomasa de Rhizopus spp trabajando a biomasas de 1M (1
Micelio), 2M (2 Micelios) y 3M (3Micelios). A la biomasa de IM remueve Plomo (II)
en 28.64%, Cadmio (II) 24.38% y la mezcla en 24.50%. Por otra parte trabajando a 2M
remueve Plomo (II) en 54.98%, Cadmio (II) 43.38%, y la mezcla en 44.52%. Y
trabajando a 3M, remueve Plomo (I) en 83.83 %, Cadmio (II) 67.42%, y la mezcla en
66.76%. Diversos autores demuestran la capacidad de remocion de los metales Plomo

(II) y Cadmio (II) por parte de cepas flngicas se da mejor a una cantidad de biomasa.
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De acuerdo a los resultados obtenidos la mayor remocion de Plomo (II) y Cadmio (II) se

dio a biomasa de 3 Micelios.

80.00 Biomasa

— 1Micelio
T 2 Micelios
3 Micelios

4
;

\/

40.00
\ ~
20.00
] L] L]
Plomo Cadmio Mezcla
Metal |

Figura 73. Porcentaje de remocion de Plomo (II), Cadmio (IT) y mezcla a distintas cantidades de
biomasa.

En la figura 74, se aprecia el micelio de Rhizopus spp suspendido en agua destilada.

Figura 74. Micelio de Rhizopus spp.
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Tras realizar el analisis estadistico mediante la prueba ANOVA vy el test de Tuckey
(apéndice 4) al tiempo final del ensayo para Plomo (II), se observa que el nivel de
significancia es menor a 0.05, por lo que se determind que existe diferencia estadistica
entre los porcentajes de remocion para Plomo (II) trabajando a biomasas de 1 Micelio, 2
Micelios y 3 Micelios por parte de Rhizopus spp. En cuanto a Cadmio se observa que el
nivel de significancia es menor a 0.05, por lo que se determino que existe diferencia
estadistica entre los porcentajes de remocion para Cadmio (II) trabajando a biomasas de
1 Micelio, 2 Micelios y 3 Micelios por parte de Rhizopus spp. Y para la mezcla de los
metales Plomo (II) y Cadmio (II) se aprecia que el nivel de significancia es menor a
0.05, por lo que se determind que existe diferencia estadistica entre los porcentajes de
remocion para mezcla trabajando a biomasas de 1 Micelio, 2 Micelios y 3 Micelios por
parte de Rhizopus spp. Con los resultados obtenidos podemos decir que en el presente
trabajo se establece una relacion directa ya que a mayor cantidad de biomasa mayor

cantidad de metal removido.

Ahmad et-al (2005), reportaron que la biomasa muerta de Rhizopus sp. Tenia una mayor
capacidad de adsorcion en comparacion a Aspergillus sp. Las diferencias se pueden
atribuir a la capacidad intrinseca del organismo, su composicion quimica de la pared

celular que conduce varios tipos de interaccion de los metales con hongos.

Existen diversos estudios en donde se aplica como biosorbente a biomasa viva o muerta,
en el presente trabajo se opto trabajar con biomasa fresca por no generar costos, puesto
que trabajar con biomasa seca genera costos en el proceso de secado y ademads porque lo
que se buscaba con el desarrollo de este trabajo era ofrecer un sistema sencillo de
remocion de metales. Algunos estudios dan a conocer los resultados de trabajar con

biomasa viva o muerta como por ejemplo.

Al-Garni, 2009, reportaron que la biomasa viva de Aspergillus fumigatus resulto ser la
mas eficiente respecto a la biomasa seca, en cuanto a la remocion de Cadmio,
llegdndose a remover hasta un 39.1% .al emplear la biomasa viva, frente al 27.8% por

parte de la biomasa muerta.
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Hassan et-al (2012), reportaron que la biomasa viva de Aspergillus c. fue mas eficiente
para la remocion de Cadmio (II) en comparacién con biomasa seca, lograron eliminar el

98.1% de Cd (II), de un efluente residual.
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Figura 75. Capacidad de biosorcion de Plomo (II) por Rhizopus spp a distintas cantidades de
biomasa.
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Figura 76. Capacidad de biosorcion de Cadmio (II) por Rhizopus spp a distintas cantidades de
biomasa.
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Figura 77. Capacidad de biosorcion de la mezcla (Plomo (I) y Cadmio (II)) por Rhizopus spp
a distintas cantidades de biomasa.

Como se aprecia en las figuras 75, 76 y 77, la influencia de la cantidad de biomasa en el
proceso de sorcion es muy fuerte, con el transcurrir del tiempo los niveles de
concentracion de los metales van disminuyendo, a biomasa 2 Micelios y 3 Micelios
existe la remocion de los metales pero se ve mas favorecida al trabajar a biomasa 1
Micelio, podemos decir que la mayor capacidad de biosorcion de Plomo (II) y Cadmio

(IT) se dio a biomasa 1 Micelio.

Para evaluar la influencia de la cantidad de biomasa, sobre el proceso de remociéon de
Plomo (II) y Cadmio (II), se aplico los modelos matematicos de Primer orden y

Segundo orden.

a. Modelo de Primer orden

Los parametros calculados en el modelo matematico de Primer Orden (q_1, K 1), y el
coeficiente r en funcion a la cantidad de biomasa, se muestran en la tabla N°19, como se
puede apreciar en esta tabla la capacidad de adsorcién aumenta a medida que aumenta la

cantidad de biomasa, dindose la mayor cantidad de remocion de los metales Plomo (II),
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Cadmio (II) y mezcla, dandose la mayor capacidad e remocion al emplear una biomasa

de 3M.

Tabla 19.

Resultados del proceso de adsorcion de Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla en biomasa de
Rhizopus spp, obtenidos en el modelo matematico de primer orden a diferentes cantidades de
biomasa (1Micelio, 2Micelios Y 3Micelios).

Plomo ‘ Cadmio ‘ Mezcla
Biomasa r q_1 k_4 r d_a k_4 r d_a k_4
mg/g min™’ mg/g min™ mg/g min™

1Micelio 0.8753 4.1305 0.1000 0.9891 4.6079 0.0024 0.8065 3.3517 0.1000
2Micelios 0.8912 4.1770 0.1000 0.9129 3.3452 0.1000 0.8397 3.1489 0.1000
3Micelios 0.8995 4.1974 0.1000 0.9046 3.3798 0.1000 0.8551 3.2047 0.1000

De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 19, se puede apreciar los pardmetros
determinados con el modelo matematico de primer orden r, ¢ 1 y k 1 en el proceso de
remocion de Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla a distintas cantidades de biomasa (1
Micelio, 2 Micelios Y 3 Micelios). Se aprecia que la cantidad de sustancia adsorbida en
el equilibrio (q 1) calculados en el modelo, muestran que a biomasas 1 Micelio, 2
Micelios y 3 Micelios, para Plomo (II) muestran valores similares, para Cadmio (II) se
aprecia un mayor valor para la biomasa 1 Micelio y en cuanto a la mezcla muestran
valores similares . Esto nos muestra que la adsorcion de Plomo (IT) y Cadmio (II) es
igual a cualquier cantidad de biomasa estableciéndose una relacion directa, mediante el
uso del micelio de Rhizopus spp. Los coeficientes r calculados en el modelo matematico
de primer orden, muestran que los datos experimentales se ajustan a los calculados en el

modelo ya que presentan un valor cercano a 1, esto para Cadmio.

Respecto a la cantidad de biomasa, muchas veces se establece una relacion directa pero
no siempre, a 3 Micelios se logra la mayor cantidad de remocioén de metales seguido de
2 Micelios y 1 Micelio. Esto debido a la cantidad de sitios para la remocidn, a mayor

biomasa mayor sera la cantidad de sitios.
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En la figura 78, se puede apreciar la disminucion de las concentraciones de los metales,
pero la mayor remocion de metal se da al trabajar a una biomasa de 3 Micelios, el
aumento de la cantidad de biomasa, ayuda a que se favorezca la capacidad de adsorcion

de los metales Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla.
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Figura 78. Proceso de bioadsorcion de Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla (Plomo (II) y
Cadmio (IT)) por Rhizopus spp a distintos cantidades de biomasa, aplicando el modelo de primer
orden.

b. Modelo de Segundo orden

Los parametros calculados en el modelo matematico de Segundo Orden la cantidad de
sustancia adsorbida (q_2), la constante B2y la constante de adsorcion de segundo orden
(K 2), y el coeficiente r en funcion a la cantidad de biomasa se muestran en la Tabla
N°20, lo que muestra es que se establece una relacion directa a mayor biomasa mayor

captacion.
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Tabla 20.

Resultados del proceso de adsorcion de Plomo (Il), Cadmio (II) y mezcla en biomasa de
Rhizopus spp, obtenidos en el modelo matematico de segundo orden a distintas cantidades de
biomasa (1Micelio, 2Micelios y 3Micelios).

Plomo ‘ Cadmio | Mezcla
Biomasa r q_2 B2 k_» r q_2 B2 k_» r q_: B2 k_z
mg/g min™’ mg/g min™’ mg/g min™’

1Micelio 0.9906 6.1815 0.9949 0.0033 0.9929 5.7699 0.9993 0.0024 0.9962 6.2352 1.0015 0.0018
2Micelios 0.9993 6.1312 1.0048 0.0035 0.9997 4.6879 0.9964 0.0042 0.9980 5.3416 0.9926 0.0023
3Micelios 0.9984 6.0436 0.9997 0.0038 0.9952 4.8439 1.0041 0.0038 0.9989 5.2236 0.9991 0.0025

Como se puede apreciar en la tabla 20, los parametros calculados en el modelo
matematico de segundo orden, muestran que las cantidades de sustancias adsorbidas en
el equilibrio (g_») calculados a distintas cantidades de biomasa para Plomo (II) se
mantienen similares, pero para Cadmio se muestra que trabajando a biomasa 1 Micelio,
este tienen un valor mucho mas alto que al trabajar a 2 Micelios y 3 Micelios. Y para la
mezcla Plomo (II) y Cadmio (II) se aprecia que trabajando a 1Micelio es mayor la
cantidad de sustancia adsorbida que a 2Micelios y 3Micelios, lo que nos indica que
existe un mayor emocion de Plomo (II) y Cadmio (II) al trabajar a 1Micelio. Las
constantes de adsorcion de segundo orden (k_,) muestran que a biomasa de 1 Micelio
presentan un valor menor tanto para Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla en comparacion
con 2 Micelios Y 3 Micelios, lo que indica que utilizando la biomasa 1 Micelio la
adsorcion es mas rapida, mientras que utilizando la biomasa 2 Micelios Y 3 Micelios la

adsorcion es mas lenta.

Los coeficientes r calculados en el modelo matematico de segundo orden, muestran que
los datos experimentales se ajustan a los calculados en el modelo ya que presentan un

valor cercano a 1.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM INIE CATOLICA
DE SANTA MARIA
Biomasa
1.0000
N e 1M, Pb
== 2M, Pb
= 3M, Pb
0.8000 - 1M, Cd
2 i 2 M, Cd
w=@==3M, Cd
S e 1M, Mezcla
8)'6000 | 2M, Mezcla
3M, Mezcla
0.4000 -
\-
~
0.2000
0.0000 T . ; . , : . .
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Tiempo, min

Figura 79. Proceso de bioadsorcion de Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla (Plomo (II) y Cadmio
(IT)) por Rhizopus spp a distintas cantidades de biomasa, aplicando el modelo de segundo orden.

En la figura 79, nos muestra que a medida que avanza el tiempo las concentraciones de
los metales Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla disminuyen, encontrandose que a la
biomasa 3 Micelios esta disminucion es mayor a que a 1 Micelio Y 2 Micelios, lo que
indica que trabajando a 3Micelios se da mayor remocion de Plomo (II), Cadmio (II) y

mezcla por el micelio de Rhizopus spp.

Los coeficientes r calculados en los modelos matematicos de Primer y Segundo Orden,
se contrastaron, las cuales se muestran en la tabla 3.9 (apéndice 3). De acuerdo a los
resultados de la tabla 3.9, podemos decir que tras aplicar los dos modelos, ambos
presentan un valor cercano a 1. Pero el segundo modelo matemadtico presenta mejores
valores de r para Plomo (II) 0.9961, Cadmio (II) 0.9959 y mezcla 0.9977 por lo que

podemos decir que mas se ajusta al modelo de segundo orden.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
NE CATOLICA
TESIS UCSM = DE SAXTA MARIA

REPOSITORIO DE

Tras haber determinado que a 3Micelios es el Optimo para la remocion de los metales

Plomo (II) y cadmio (II), se procedi6 con la variacion de concentracion.

En la figura 80, se aprecia ¢l aspecto filamentoso que tiene el micelio de Rhizopus spp

B B
i 495 qf"”v"'

Figura 80. Micelio de Rhizopus spp, como se aprecia tiene un aspecto filamentoso.

4.8.4. Efecto concentracion inicial de metal
En la figura 81, se aprecia el porcentaje de remocion para Plomo (IT), Cadmio (II) y
mezcla (Plomo (II) y Cadmio (II)), mediante el uso de la biomasa de Rhizopus spp, al

trabajar con distintas concentraciones de metal Plomo (II) y Cadmio (II).

De acuerdo a la figura 81, la biomasa de Rhizopus spp trabajando a concentraciones de
10ppm, 50ppm y 90ppm, a la concentracién de 10ppm remueve Plomo (II) en 99.59%,
Cadmio (IT) 99.90% y la mezcla en 99.47%. Por otra parte trabajando a 5S0ppm remueve
Plomo (II) en 99.90%, Cadmio (II) 99.97%, y la mezcla en 99.88%. Y trabajando a
90ppm remueve Plomo (II) en 85.91 %, Cadmio (II) 68.73%, y la mezcla en 67.72. Por
los resultados obtenidos podemos decir que el mayor porcentaje de remocioén de los

metales Plomo (II), Cadmio (IT) y mezcla se di6 a la concentracion de 10ppm y 50 ppm.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

100.00 &= ‘o 3]
Concentracion
—— 10 ppm
90.00 50 ppm
90 ppm
c
92
(4]
o
£ 80.004
[
o
2
70.00-
60.00
I I 1
Plomo Cadmio Mezcla

Metal

Figura 81. Porcentaje de remocion de Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla a distintas
concentraciones de metal.

Tras realizar el andlisis estadistico mediante la prueba ANOVA vy el test de Tuckey
(apéndice 4) al tiempo final del ensayo para Plomo (II), se determiné que no existe
diferencia estadistica entre los porcentajes de remocion trabajando a concentracion de
10ppm y 50 ppm parte de Rhizopus spp. En cuanto a Cadmio (I) no existe diferencia
estadistica entre los porcentajes de remociodn trabajando a concentracion de 10ppm y 50
ppm por parte de Rhizopus spp. Y para la mezcla de los metales Plomo (II) y Cadmio
(IT) se observa que el nivel de significancia es menor a 0.05, por lo que se determind que
existe diferencia estadistica entre los porcentajes de remocidon para mezcla trabajando a

concentraciones de 10ppm, 50ppm y 90ppm por parte de Rhizopus spp.
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Estos resultados confirman que el valor de la concentracion de metal inicial influye
fuertemente en la remocion de metales pesados como Plomo (II) y Cadmio (II). Por los
resultados mencionados anteriormente se determina que al trabajar a concentraciones
menores a 50 ppm se da una mayor remocion de Plomo (II) y Cadmio (II) mediante el
uso de la biomasa de Rhizopus spp, como se habia mencionado anteriormente
concentraciones altas de metales pesados generan toxicidad en el microorganismo. La
concentracion inicial del metal a trabajar siempre influye en el desarrollo del proceso de

sorcion.

Ahmad L. et-al (2005), reportaron que la bioadsorcién de Cd y Cr fue influenciado por la
concentracion inicial del metal y la naturaleza del organismo. Los resultados revelaron
que los hongos de sitios contaminados metalicos mostraron una mayor tolerancia a los
metales y la capacidad bioadsorcion de cromo y Cadmio. Ademas reportaron que la
bioadsorcion de 1ones Cr mostraron un aumento con el aumento de la concentracion
inicial del metal (Ci) de 2 mM a 6 mM. Sin embargo, un aumento adicional no dio
lugar al incremento en la bioadsorcion en ambos Aspergillus y Rhizopus. Sin embargo,
la bioadsorcion de Cd por Aspergillus sp fue maximo (6 mg / g) a una concentracion
inicial de 4 mM y disminuye a partir de esta primera concentracion. Rhizopus sp mostro
una maxima bioadsorcion (8.21mg / g) a 6 mM de concentracion inicial. Rhizopus sp.
Mostro una mayor capacidad de bioadsorcion en comparacion con Aspergillus sp para

ambos metales.

Como se aprecia en las figuras N°82, 83 y 84, la influencia de la concentracion del
metal en el proceso de sorcion es muy fuerte, con el transcurrir del tiempo los niveles de
concentracion de los metales van disminuyendo, a concentracion de 10 ppm y 50 ppm
existe la remocion de los metales pero se ve mas favorecida al trabajar a una
concentracion 90 ppm, por lo que podemos decir que la mayor capacidad de biosorcion
de Plomo(II) y Cadmio(II) por Rhizopus spp se dio favorecida a una concentracion de

90 ppm.
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Figura 82. Capacidad de biosorcion de Plomo (IT) por Rhizopus spp a distintas concentraciones.
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Figura 83. Capacidad de biosorcion de Cadmio (IT) por Rhizopus spp a distintas
concentraciones.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

4.500

oo
5 4.000

==50 ppm
€
g 3->00 — =#=-90 ppm
3.000 %‘,
2.500

2.000 K/

1.500
1.000 /
0.500 // P a— . 4 ®
0.000 T T . . T T T )
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Tiempo, min

Figura 84. Capacidad de biosorcion de la mezcla (Plomo (IT) y Cadmio (IT)) por Rhizopus spp a
distintas concentraciones.

Una vez obtenido los resultados anteriores se aplico modelos matematicos para realizar
la cinética del proceso de sorcion Plomo (II) y Cadmio (II) en la biomasa de Rhizopus
spp, utilizando los modelos matematicos de Primer orden y Segundo orden, esto

permitird comprender sobre el proceso de adsorcion que se da en cada experimento.

a. Modelo de Primer orden

En este modelo matematico, se determino la cantidad de sustancia adsorbida (q 1) y la
constante de adsorcion (k 1) en funcién a la concentracion del metal. Los resultados de
la cinética de adsorcion de Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla (Pb y Cd) en biomasa de

Rhizopus spp en el modelo matematico de primer orden se muestran en la tabla 21.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 21, se puede apreciar los pardmetros
determinados con el modelo matematico de primer ordenr, q 1 y k 1 en el proceso de
remocion de Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla a distintas concentraciones (10, 50 y
90ppm). Se aprecia que la cantidad de sustancia adsorbida en el equilibrio (q 1)
calculados en el modelo, muestran que a 90ppm la cantidad de sustancia adsorbida tanto
para Plomo (II), Cadmio (II) es mayor en comparacion con los que se obtiene trabajando

a 10ppm y 50ppm. Los coeficientes r calculados en el modelo matematico de primer
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orden, muestran que los datos experimentales se ajustan a los calculados en el modelo

ya que presentan un valor cercano a 1, esto para Cadmio (II) y mezcla.

Tabla 21.

Resultados del proceso de adsorcion de Plomo (I1), Cadmio (II) y mezcla en biomasa de
Rhizopus spp, obtenidos en el modelo matematico de primer orden a distintas concentraciones
(20, 50 y 90ppm).

Plomo ‘ Cadmio ‘ Mezcla
Concentracion r d_a k_4 r q_a k_4 r a_1 k_4
ppm mg/g min™ mg/g min™’ mg/g min™
10 0.9998 0.6225 0.1000 0.9999 0.6244 0.0334 0.9999 0.6218 0.1549
50 0.9999 3.1356 0.0087 0.9706 2.8323 0.1000 0.9997 3.1390 0.0051
90 0.8716 3.7140 0.1000 0.8787 3.0611 0.1000 0.8266 2.8246 0.1000

Como se puede apreciar en la figura 85, existe la disminucion de las concentraciones de

los metales, pero la mayor remocion de metal se da al trabajar a una concentracion de 10

Concentracion
[
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Figura 85. Proceso de bioadsorcion de Plomo (IT), Cadmio (II) y mezcla (Plomo (II) y Cadmio
(II)) por Rhizopus spp a distintas concentraciones de metal aplicando el modelo de primer orden.
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b. Modelo de Segundo orden

Con este modelo se determino la cantidad de sustancia adsorbida (q 2), la constante B2y
la constante de adsorcion de segundo orden (K 2) para cada concentracion de metal. En
la tabla 22 se muestra los resultados de los pardmetros calculados segun el modelo
matematico de segundo orden, que corresponde a los metales Plomo (II), Cadmio (II) y
mezcla a distintas concentraciones de metal (10, 50 y 90ppm).

Tabla 22.

Resultados del proceso de adsorcion de Plomo (Il), Cadmio (II) y mezcla en biomasa de

Rhizopus spp, obtenidos en el modelo matematico de segundo orden a distintas concentraciones
de metal (10, 50 y 90ppm).

Plomo Cadmio Mezcla
Concentracion r q_2 B2 k_» r q_2 B2 k_» r q_2 B2 k_»
ppm mg/g min™’ mg/g min™’ mg/g min™’
10 0.9991 0.6226 1.0194 1.1210 0.9997 0.6244 1.0145 9.9349 0.9998 0.6218 0.9877 2.7607
50 0.9987 3.2492 0.9979 0.0255 0.9995 3.3499 1.0064 0.0098 0.9970 3.4575 0.9950 0.0081
90 0.9981 5.8325 0.9978 0.0028 0.9990 4.7126 1.0065 0.0030 0.9967 4.9591 0.9913 0.0021

Como se puede apreciar en la tabla N°22, los parametros calculados en el modelo
matematico de segundo orden, muestran que las cantidades de sustancias adsorbidas en
el equilibrio (q_») calculados a distintas concentraciones de metal aumentan a medida
que se aumenta la concentracion, se aprecia que a concentracion 90ppm la cantidad de

sustancia adsorbida son mayores en comparacion con 10 y 50 ppm.

Los coeficientes r calculados en el modelo matematico de segundo orden, muestran que
los datos experimentales se ajustan a los calculados en el modelo ya que presentan un

valor cercano a 1.
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Figura 86. Proceso de bioadsorcion de Plomo (IT), Cadmio (II) y mezcla (Plomo (IT) y Cadmio
(IT)) por Rhizopus spp a distintas concentraciones de metal, aplicando el modelo de segundo
orden.

Tras aplicar ambos modelos matematicos en distintas concentraciones de metal, se
contrastaron los valores de los coeficientes r de primer orden y segundo orden, las
cuales se muestran en la tabla 3.12 (apéndice 3). De acuerdo a los resultados de la tabla
3.12, podemos decir que tras aplicar los dos modelos, ambos presentan un valor cercano
a 1. Pero el segundo modelo matematico presenta mejores valores de r para Plomo (II)
0.9986, Cadmio (II) 0.9994 y mezcla 0.9978 por lo que podemos decir que mas se

ajusta al modelo de segundo orden.

4.9. Sistema de remocion de Plomo (II) y Cadmio (II).

4.9.1. Construccion del sistema.

Al construir el sistema se decidié que este fuera sencillo, econdmico y eficaz. Por lo que
se opto por desarrollar columnas de sorcion. La implementacion es bastante sencilla no
requiere de una gran inversion, para la inmovilizacion se empleo la piedra pémez por la
gran porosidad que estas presentan y se empleo una columna empacada con arena para

evitar que residuos de la biomasa puedan salir.
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Figura 87. Sistema de remocion de Plomo (II) y Cadmio (II).

Se realizé el empacamiento en columna porque es una manera sencilla de implementar
el proceso para la remocion, el flujo de 1.05 litros por cada hora, es relativamente lento y
por lo tanto se iba a tener un tiempo de retencion mayor en la columna facilitando la

remocion de los metales.

En la columna empacada con la biomasa de Rhizopus spp, tiene como principal funcion
la remocién de los metales Plomo (IT) y Cadmio (IT); Los fenémenos de biosorcion se
caracterizan por la retencion del metal mediante una interaccion fisicoquimica del metal
con ligandos pertenecientes a la superficie celular, segin Vullo D., (2003) esta
interaccion se produce con grupos funcionales expuestos hacia el exterior celular
pertenecientes a partes de moléculas componentes de las paredes celulares, como por

ejemplo carboxilo, amino, hidroxilo, fosfato y sulthidrilo.

Como se puede apreciar en la figura N°88 la columna fue empacada con el micelio de

Rhizopus spp.
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Figura 88. Columna inmovilizada con micelio de Rhizopus spp.
4.9.2. Evaluacion de eficiencia de la capacidad de remocion

Se realizdo mediante el porcentaje de remocion, La tabla 23 muestra los resultados de la
eficiencia de remocion sin la biomasa de Rhizopus spp., donde la primera columna
representada por a, la segunda columna empacada con biomasa representada por b y la

tercera columna de arena representada por c.

Tabla 23.
Porcentaje de remocidn sin el micelio de Rhizopus spp.
Tiempo,
min a b C
Pb Cd Pb Cd Pb cd
5 8.17 4.91 14.31 12.10 65.49 68.15
60 10.26 7.33 16.47 13.71 66.01 68.08
1440 8.82 7.39 14.71 12.57 65.56 68.88
4320 7.52 5.51 12.48 11.16 63.40 66.40
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En la siguiente tabla se muestra la eficiencia de remocion trabajando con una columna
empacada con el micelio de Rhizopus spp.

Tabla 24.
Porcentaje de remocion con el micelio de Rhizopus spp.

Tiempo,
min a b c
Pb Ccd Pb cd Pb Ccd
5 8.50 11.35 99.20 99.42 99.00 99.62
60 10.37 8.65 99.13 99.81 99.20 99.42
1440 8.23 1231 99.20 99.62 99.40 99.49
4320 6.83 13.21 98.66  99.55 98.80 99.81

De acuerdo con la tabla 24, existe un incremento de remocion al emplear la biomasa
fungal en el tiempo 5 min. de un 84.89 % para Plomo (II) y un 87.32% para Cadmio (II).
4.9.3. Analisis microbioldgico.

En el sistema se incluyo una columna de arena para evitar en el supuesto caso de que el
flujo arrastre biomasa de Rhizopus spp al flujo final, esta columna se encargaria de
retener dicha biomasa. Como se puede apreciar en la tabla n°25 Tras revisar el
crecimiento en las placas inoculadas result6 que no hubo ninglin crecimiento en ninguna

de las placas incubadas.

Figura 89. Placas con medio Sabouraud empleadas para el analisis microbioldgico.
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Tabla 25.
Revision de las placas del analisis microbioldgico.

Tiempo, lera Rep. 2da Rep. 3era Rep.
min 1dia | 2dia | 3dia | 1dia | 2dia | 3dia | 1dia | 2dia | 3dia

60 - - - - - - - - -
1440 - - - - - - - - -
4320 - - - - - - - - -

De acuerdo a la tabla 25, no hubo ningun crecimiento, lo cual nos indica que el sistema
funcion6 adecuadamente ya que no hubo residuos de biomasa de hongos en la salida de
la columna 3.

A pesar de que existen muchas técnicas como filtracion, precipitacion quimica,
electroquimica, osmosis inversa, entre otras se han desarrollado para eliminar metales
pesados como el Cadmio (IT), Plomo (II) del agua contaminada; segin Tarley C. et-al.,
(2004) hay algunas desventajas para estos tradicionales métodos, tales como el costo
caro, la operacion de trabajo intensivo e ineficientes a bajas concentraciones, donde el

problema se hace mas latente.

En la ultima década, la biosorcion ha surgido como solucion tentativa ante la
contaminacion latente por metales pesados. Navarro A. E. et-al., (2006), menciona que
la biomasa inerte ha sido utilizada con éxito en la eliminacion de metales toxicos y de
alta ley de soluciones acuosas, incluyendo bacterias, hongos, algas y plantas mayores.
La biosorcion se considera que es una opcion prometedora para resolver la
contaminacion del medio ambiente de los metales pesados. Una de las alternativas que
cada dia toma mas fuerza es el uso de biomasa tanto viva como muerta, esta tesis

demuestra que la biomasa fungal podria ser una alternativa;

Y estas propiedades de captar metales al emplear biomasa se atribuye a los grupos
funcionales que estan presentes en ella, segiin Arica, M. et-al., 2004, entre los grupos

funcionales que presentan caracteristicas quelantes se mencionan los grupos carboxilos,
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fosfatos, amidas, tioles, hidroxilos, quitina, gluco-proteinas, los cuales juegan un rol
importante en la bioadsorcidon de metales pesados. Como se muestra en este trabajo las
principales ventajas de la biosorcion incluyen bajo costo, alta eficiencia de remocion y
es una técnica sencilla. Trabajar con biomasa fungal resulta una alternativa potencial ya
que como se ha mostrado en este trabajo de investigacion resulta facil de cultivar, no
requieren condiciones especiales, es econdomico y algo que es muy importante en
procesos de remocion de metales es la cantidad de biomasa y la biomasa fungal genera

buena cantidad.

El sistema desarrollado permite tener ventajas como el uso de materiales renovables que
pueden ser producidos a bajo costo, alta capacidad para remover metales como el Plomo
y Cadmio de manera eficaz y rapida, capacidad de tratar grandes volumenes de agua

contaminada debido a la rapidez del proceso y bajo capital invertido.

En este trabajo de investigacion se escoge dos metales de los principales metales
pesados que se considera son foco de contaminacion por las diferentes industrias que se
encuentran en nuestra ciudad, como son el Plomo y Cadmio. Es importante desarrollar
este tipo de sistemas para la remocion de metales, debido a que si estos metales no son
eliminados adecuadamente, estas se acumulan en suelos agricolas o estan presentes en
aguas de los rios y el ser humano indirectamente acumula Cadmio y Plomo en su interior
al consumir productos contaminados.

Por estas razones el presente trabajo de investigacion se propone como una alternativa
para la remocion de metales como Plomo y Cadmio de diferentes fuentes pudiendo ser

efluentes industriales, aguas residuales, etc.

Como se puede apreciar este sistema no requiere gran equipamiento, no requiere una
gran inversion y es renovable. Con esta investigacion se establece una nueva linea de
investigacion en cuanto se refiere al uso de biomasa fungal para el tratamiento de aguas

contaminadas con metales.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

) :
TESIS UCSM <2 DE SAVTA MARIA

Capitulo V: Conclusiones

- Se aisl6 e identifico los microorganismos presentes en la poza de oxidacion del
laboratorio metalargico de la UNSA, siendo estas 2 cepas bacterianas
correspondientes a Acinetobacter spp y Bacillus spp y otras pertenecientes a

hongos siendo Aspergillus niger y Rhizopus spp.

- Se determind experimentalmente que la mejor biomasa fungal para la remocion
de Plomo (II), Cadmio (II) y mezcla (Plomo (II) y Cadmio (II)) fue Rhizopus

spp, presentando una mayor afinidad de remocion hacia el metal Plomo (II).

- En la cinética de desarrollo se determiné que el hongo Aspergillus niger es quien
mas 4acido y més peso seco genera en un periodo de 168 horas, llegando a 2.30
y 342.15mg respectivamente y suplementados con los metales Plomo (II) y

Cadmio (IT) un valor de pH de 3.89 y un peso seco de 276.90mg.

- Se determind las condiciones Optimas para tener una mayor remocion de Plomo
(IT) y Cadmio (II) mediante el uso de la biomasa de Rhizopus spp, siendo a un

pH 5, temperatura de 25°C y una biomasa de 3 Micelios.

- Los datos experimentales hallados se sometieron a los modelos matematicos de
primer y segundo orden. Determiniandose mediante andlisis de regresion no
lineal, que el modelo matematico de segundo orden es el que mas se ajusta a los

datos experimentales utilizando a Rhizopus Spp como adsorbente.

- Se construy6 el sistema, teniendo como principal componente la inmovilizacion
de Rhizopus spp, que permite la remocion de Plomo (II) y Cadmio (II),
trabajando a un flujo de 1.05 litros por hora se llego a tener un 99.4% y 99.8 %

de remocion de Plomo (II) y Cadmio (IT) respectivamente.
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Recomendaciones

- Aislar e identificar otras cepas fungicas a partir de muestras que contengan
alto contenido en metales pesados y evaluarlos como bioadsorbentes de

metales pesados.

- Evaluar la capacidad de remocidén de metales pesados mediante el empleo de

la biomasa seca.
- Evaluar otro tipo de soportes para la inmovilizacion de biomasa.

- Realizar ensayos donde los bioadsorbentes tengan previamente  un

tratamiento acido.
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Apéndices
Apéndice 1

Resultados de los pesos secos de las cepas fingicas de la etapa de acondicionamiento y
de las cinéticas de las cepas fingicas en presencia y ausencia de los metales Plomo (II)
y Cadmio (II).

Tabla 1.1.
Peso seco de las cepas fungicas de Aspergillus niger, Rhizopus spp y consorcio Asp- Rhi.

Aspergillus  Rhizopus  Consorcio

Concentracién niger spp Asp- Rhi
pPpmM mg mg mg

3 345.30 46.10 194.30

10 340.20 45.70 192.60

25 335.60 44.35 189.30

50 320.40 42.15 177.50

75 295.32 39.20 166.20

100 279.30 34.00 160.34

Tabla 1.2.
Cinética de las cepas fangicas en ausencia de los metales Plomo (II) y Cadmio (11).
Tiempo Aspergillus niger Rhizopus spp Consorcio
pH biomasa glucosa| pH biomasa glucosa| pH biomasa glucosa
horas mg mg/dL mg mg/dL mg mg/dL

0 5.80 0.00 76.20 5.76  0.00 77.00 5.81 0.00 76.50
24 573 7330 72.00 556 11.30 75.00 5.76 4790 71.20
48 465 17810 63.43 531 2250 6940 550 9640 62.30
72 3.75 260.00 52.21 4.97 33.65 59.10 4.80 142.90 51.20
96 298 328.23 4510 4.74 3810 52.80 4.10 170.30 40.60
120 2.54 33520 39.22 4.58 42,60 4530 3.90 19032 35.10
144 2.36 340.00 35.00 430 4420 40.20 3.85 193.00 30.30
168 230 34215 3215 4.10 46.00 37.17 3.76 19540 27.40
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Tabla 1.3.
Cinética de las cepas fangicas en presencia de los metales Plomo (1) y Cadmio (I1).
Tiempo Aspergillus niger Rhizopus spp Consorcio
pH biomasa glucosa| pH biomasa glucosa| pH biomasa glucosa
horas mg mg/dL mg mg/dL mg mg/dL

0 5.60 0.00 75.30 5.80 0.00 76.50 5.70 0.00 75.00
24 5.54  32.43 70.34 5.67 142 73.20 5.68 5.30 70.23
48 498 120.60 64.20 550 8.30 64.30 5.24 50.23 61.50
72 450 19250 50.12 5.34 18.20 56.20 5.00 98.40 50.60
96 4.19 261.00 4290 5.23 24.50 51.10 4.74 127.50 38.90
120 4.04 26830 3750 5.15 29.14 4250 4.38 149.90 33.20
144 395 27410 36.10 5.10 31.20 39.60 4.30 153.20 28.40
168 3.89 276.90 35.24 498 32.50 38.10 4.24 158.70 26.70
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Apéndice 2

Resultados de los porcentajes de remocion por parte de Aspergillus niger, Rhizopus spp
y consorcio (Aspergillus niger y Rhizopus spp). Para la determinacion de la biomasa
fungal mas adecuada para la remocion de Plomo y Cadmio.

Tabla 2.1.

Porcentaje de remocion de Plomo (1), Cadmio (ll) y consorcio, mediante el empleo de
Aspergillus niger, Rhizopus spp y consorcio Asp- Rhi, correspondiente a la etapa preliminar.

. Metal

Cepa TI?_:;:O' Plomo Cadmio PbyCd
%R % R % R
Asp 0 0.00 0.00 0.00
Asp 240 58.37 25.96 45.68
Asp 480 64.45 31.47 58.58
Asp 1200 71.04 39.70 65.07
Asp 1440 74.19 44.72 66.90
Rhi 0 0.00 0.00 0.00
Rhi 240 50.70 40.36 38.61
Rhi 480 60.85 48.29 56.53
Rhi 1200 75.12 67.52 69.56
Rhi 1440 86.39 69.23 74.82
Asp-Rhi 0 0.00 0.00 0.00
Asp-Rhi 240 63.57 23.35 22.58
Asp-Rhi 480 73.70 32.36 34.73
Asp-Rhi 1200 82.13 41.56 49.09
Asp-Rhi 1440 84.17 43.42 53.43
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Tabla 2.2.

Capacidad de biosorcién de Plomo (11), Cadmio (II) y mezcla por Aspergillus niger, Rhizopus
spp y consorcio Asp-Rhi.

Tiempo Aspergillus Rhizopus Consorcio
min Plomo Cadmio mezcla | Plomo Cadmio mezcla | Plomo Cadmio mezcla
a(mg/g) a(mg/g) a(mg/g) | almg/g) da(mg/g) a(mg/g) | a(mg/g) a(mg/g) a(mg/g)

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
240 3.638 1.620 2.867 3.170 2517 2424 3976 1464 1.411
480 4.017 1964 3.677 3.805 3.012 3.549 4610 2.029 2171
1200 4.428 2.478 4.084 4.697 4.211 4368 5.137 2.606 3.068
1440 4.624 2.790 4.199 5.401 4317 4.698 5265 2.723 3.339
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Apéndice 3

Resultados del porcentaje de remocion empleando Rhizopus spp, a distintos valores de
pH, temperatura, biomasa y concentracion de metal.
Tabla 3.1.

Porcentaje de remocién de Plomo (Il), Cadmio (I1) y mezcla por Rhizopus spp a distintos
valores de pH (3, 4y 5).

. Metal
pH T"::::o' Plomo Cadmio Pby Cd
% R %R % R

3 0 0.00 0.00 0.00
3 240 22.13 18.47 18.77
3 480 25.59 23.58 28.56
3 1200 29.16 27.38 33.67
3 1440 30.06 28.65 35.30
4 0 0.00 0.00 0.00
4 240 37.73 28.07 29.15
4 480 49.59 34.24 40.59
4 1200 59.05 41.87 48.84
4 1440 61.75 44.04 52.90
5 0 0.00 0.00 0.00
5 240 43.37 41.94 32.59
5 480 56.71 49.33 50.94
5 1200 71.62 67.71 62.90
5 1440 85.49 69.81 68.32
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Tabla 3.2.
Capacidad de biosorcion de Plomo (1), Cadmio (1) y mezcla por Rhizopus spp a diferentes
valores de pH (3,4 y 5).

Tiempo Plomo Cadmio mezcla
min pH3 pH4 pH5 pH3 pH4 pH5 pH3 pH4 pH5
a(mg/g) almg/g) almg/g) | a(mg/g) a(mg/g) a(mg/g) | a(mg/g) almg/g) a(mg/g)

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
240 1.383 2.359 2.709 1.153 1.755 2.625 1.173 1.826 2.031
480 1.600 3.101 3.543 1.472 2.140 3.088 1.785 2.543 3.175
1200 1.823 3.693 4.474 1.710 2.617  4.238 2.104  3.059 3.921
1440 1.879 3.861 5.340 1.789 2.753 4.369 2.206 3.313 4.259

Tabla 3.3.
Coeficientes r mediante el empleo de los modelos de primer y segundo orden, a distintos
valores de pH (3,4 y 5).

Primer orden Segundo orden
Plomo | Cadmio | Mezcla | Plomo | Cadmio | Mezcla
PH r r r r r r
3 0.9672 0.9406 0.9991 0.9997 0.9998 0.9975
4 0.9271 0.9959 0.9038 0.9998 0.9992 0.9989
5 0.8764 0.9922 0.9983 0.9922 0.9966 0.9979

Promedio 0.9236 0.9762 0.9671 0.9972 0.9985 0.9981
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Tabla 3.4.
Porcentaje de remocién de Plomo (Il), Cadmio (I1) y mezcla por Rhizopus spp a distintas
temperaturas (10°C, 25°C y 40°C).

Metal
Temperatura, Tiempo,
°C min Plomo Cadmio PbyCd
% R %R %R
10 0 0.00 0.00 0.00
10 240 40.33 32.48 15.12
10 480 46.57 37.66 24.58
10 1200 52.15 48.82 38.94
10 1440 61.92 50.32 43.26
25 0 0.00 0.00 0.00
25 240 46.34 38.48 30.91
25 480 59.51 45.27 47.91
25 1200 76.03 63.81 59.37
25 1440 84.19 67.35 66.14
40 0 0.00 0.00 0.00
40 240 36.27 32.16 15.15
40 480 40.79 38.49 32.96
40 1200 55.38 54.05 49.41
40 1440 65.65 63.21 53.78

Tabla 3.5.
Capacidad de biosorcion de Plomo (I1), Cadmio (II) y mezcla por Rhizopus spp a distintas
temperaturas (10°C, 25°C y 40°C).

Tiempo Plomo Cadmio mezcla
min 10°C 25°C 40°C 10°C 25°C 40°C 10°C 25°C 40°C
a(mg/g) a(mg/g) a(mg/g) | a(mg/g) almg/g) a(mg/g) | a(mg/g) dalmg/g) a(mg/sg)

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
240 2,504 2.884 2.253 2.037 2395 1989 0.943 1926 0.938
480 2.892 3.703 2534 2361 2.818 2.380 1.534 2986 2.041
1200 3.238 4.731 3.440 3.061 3.972 3.343 2430 3.701 3.059
1440 3.845 5.239 4.078 3.155 4.191 3.910 2.699 4.123 3.330
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Tabla 3.6.
Coeficientes r mediante el empleo de los modelos de primer y segundo orden, a distintas
temperaturas (10°C, 25°C y 40°C).

Primer orden Segundo orden
T Plomo | Cadmio | Mezcla | Plomo | Cadmio | Mezcla
°C r r r r r r
10 0.9428 0.9297 0.9991 0.9906 0.9975 0.9996
25 0.8970 0.9908 0.9971 0.9976 0.9956 0.9974
40 0.8843 0.8627 0.7431 0.9865 0.9906 0.9960

Promedio 0.9081 0.9277 0.9131 0.9916 0.9946 0.9976

Tabla 3.7.
Porcentaje de remocién de Plomo (I1), Cadmio (II) y mezcla por Rhizopus spp a distintas
cantidades de Biomasa (1Micelio, 2Micelios y 3Micelios).

‘ Metal
Biomasa Tu::::o, Plomo Cadmio PbyCd
%R % R % R
1 Micelio 0 0.00 0.00 0.00
1 Micelio 240 13.64 13.07 9.15
1 Micelio 480 21.79 15.05 16.00
1 Micelio 1200 24.27 23.50 21.35
1 Micelio 1440 28.64 24.38 24.50
2 Micelios 0 0.00 0.00 0.00
2 Micelios 240 29.02 25.46 19.11
2 Micelios 480 41.77 32.93 31.06
2 Micelios 1200 51.59 41.52 40.38
2 Micelios 1440 54.98 43.38 44,52
3 Micelios 0 0.00 0.00 0.00
3 Micelios 240 45.35 39.87 30.81
3 Micelios 480 63.23 46.18 46.63
3 Micelios 1200 76.23 62.87 60.93
3 Micelios 1440 83.83 67.42 66.76
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Tabla 3.8.
Capacidad de biosorcion de Plomo (I1), Cadmio (Il) y mezcla por Rhizopus spp a distintas
cantidades de Biomasa (1Micelio, 2Micelios y 3Micelios).

Tiempo Plomo ‘ Cadmio ‘ mezcla
min 1M 2M 3mM 1M 2M 3M 1M 2M  3M

qalmg/g)  q(mg/g) q(mg/g)‘ q(mg/g) a(mg/g) q(mg/g)‘q(mg/g) q(mg/g) a(mg/g)

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

240 2.559 2710 2835 2.457 2393 2493 1.714 1.797 1.926

480 4.089 3,901 3.952 2.829 3.094 2.887 2.996 2.919 2.915

1200 4.553 4818 4.764 4.418 3.901 3.930 3.998 3.796 3.808

1440 5.373 5135 5.239 4.583 4.076 4.215 4587 4.186 4.173
Tabla 3.9.

Coeficientes r mediante el empleo de los modelos de primer y segundo orden, a distintas
cantidades de Biomasa (1Micelio, 2Micelios Y 3Micelios).

Primer orden Segundo orden
Biomasa Plomo Cadmio | Mezcla | Plomo | Cadmio | Mezcla
r r r r r r

1 Micelio 0.8753 0.9891 0.8065 0.9906 0.9929 0.9962
2 Micelios 0.8912 0.9129 0.8397 0.9993 0.9997 0.9980
3 Micelios 0.8995 0.9046 0.8551 0.9984 0.9952 0.9989

Promedio 0.8887 0.9355 0.8337 0.9961 0.9959 0.9977
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Tabla 3.10.
Porcentaje de remocién de Plomo (Il), Cadmio (I1) y mezcla por Rhizopus spp a distintas
concentraciones (10ppm, 50ppm y 90ppm).

Metal
Concentraciéon, Tiempo,
ppm min Plomo Cadmio PbyCd
%R %R %R
10 0 0.00 0.00 0.00
10 240 99.57 99.86 99.51
10 480 99.59 99.90 99.50
10 1200 99.58 99.89 99.51
10 1440 99.59 99.90 99.47
50 0 0.00 0.00 0.00
50 240 87.70 76.16 70.02
50 480 99.92 86.20 93.43
50 1200 99.92 99.96 99.88
50 1440 99.90 99.97 99.88
90 0 0.00 0.00 0.00
90 240 42.83 36.16 27.35
90 480 58.83 47.38 46.49
90 1200 77.10 64.80 60.26
90 1440 85.91 68.73 67.72

Tabla 3.11.
Capacidad de biosorcion de Plomo (1), Cadmio (Il) y mezcla por Rhizopus spp a distintas
concentraciones (10ppm, 50ppm y 90ppm).

Tiempo Plomo ‘ Cadmio ‘ mezcla

min 10ppm 50 ppm 90ppm 10ppm 50ppm 90ppm 10ppm 50ppm 90 ppm
almg/g) alme/g) a(me/g) | alme/g) alme/g) alme/s) |alme/g) alme/g) alme/g)

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
240 0.611 2.746 2.419 0.615 2.365 2.028  0.630 2.197 1.546
480 0.611 3.129 3.323 0.615 2.676 2.656  0.630 2.932 2.628
1200 0.611 3.129 4.355 0.615 3.104 3.633 0.630 3.134 3.406
1440 0.611 3.128 4.853 0.615 3.104  3.853 0.629 3.134 3.828
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Tabla 3.12.
Coeficientes r mediante el empleo de los modelos de primer y segundo orden, a distintas
concentraciones (10ppm, 50ppm y 90ppm).

Primer orden Segundo orden
Concentracion Plomo |Cadmio | Mezcla | Plomo |Cadmio| Mezcla

ppm r r r r r r
10 0.9998 0.9999 0.9999 0.9991 0.9997 0.9998

50 0.9999 0.9706 0.9997 0.9987 0.9995 0.9970

90 0.8716 0.8787 0.8266 0.9981 0.9990 0.9967
Promedio 0.9571 0.9497 0.9421 0.9986 0.9994 0.9978
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Apéndice 4

Resultados del analisis estadistico para la determinacion de la mejor biomasa fungal para
la remocion de plomo y cadmio, correspondiente a la etapa preliminar y resultados del
analisis estadistico para la determinacion de los valores Optimos de pH, temperatura,
biomasa y concentracion.

Tabla 4.1.

Test de Tuckey respecto a la remocion de Plomo (I1) por Aspergillus niger, Rhizopus spp y
consorcio Asp-Rhi, en la etapa preliminar.

Remocion
Subconjunto para alfa
=.05
_ Cepa N 1 2
HSD de Tukey* Asp 3 74.1867
Asp-Rhi 3 84.1767
Rhi 3 86.3833
Sig. 1.000 195
Tukey B Asp 3 74.1867
Asp-Rhi 3 84.1767
Rhi 3 86.3833
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 3.000.
Tabla 4.2.
Test de Tuckey respecto a la remocién de Cadmio (I1) por Aspergillus niger, Rhizopus spp y
consorcio Asp-Rhi, en la etapa preliminar.

Remocion
Subconjunto para alfa
=.05
Cepa N 1 2
HSD de Tukey Asp-Rhi 3 43.4467
Asp 3 44.6333
Rhi 3 69.3200
Sig. .280 1.000
Tukey B Asp-Rhi 3 43.4467
Asp 3 44.6333
Rhi 3 69.3200
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.
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Tabla 4.3.
Test de Tuckey respecto a la remocion de la mezcla (Plomo (I1) y Cadmio (I1)) por Aspergillus
niger, Rhizopus spp y consorcio Asp-Rhi, en la etapa preliminar.

Remocion
Subconjunto para alfa = .05

Cepa N 1 2 3
HSD de Tukey* Asp-Rhi 3 53.4333

Asp 3 66.8967

Rhi 3 74.8233

Sig. 1.000 1.000 1.000
Tukey B Asp-Rhi 3 53.4333

Asp 3 66.8967

Rhi 3 74.8233

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.

Tabla 4.4.
Test de Tuckey respecto a la remocion de Plomo (I1) por Rhizopus spp, a distintos valores de pH
(3,4y5).

Remocion
Subconjunto para alfa = .05

pH N 1 2 3
HSD de Tukey* pH 3 3 30.0567

pH 4 3 61.7533

pH 5 3 85.4867

Sig. 1.000 1.000 1.000
Tukey B* pH 3 3 30.0567

pH 4 3 61.7533

pH 5 3 85.4867
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.
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Tabla 4.5.
Test de Tuckey respecto a la remocién de Cadmio (1) por Rhizopus spp, a distintos valores de
pH (3,4y5).
Remocion
Subconjunto para alfa = .05
pH N 1 2 3
HSD de Tukey pH 3 3 28.6500
pH 4 3 44.0400
pH 5 3 69.8100
Sig. 1.000 1.000 1.000
Tukey B pH3 3 28.6500
pH 4 3 44.0400
pH 5 3 69.8100
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.
Tabla 4.6.

Test de Tuckey respecto a la remocién de la mezcla (Plomo (I1) y Cadmio (I1)) por Rhizopus
spp, a distintos valores de pH (3, 4 y 5).

Remocion
Subconjunto para alfa = .05
_ pH N 1 2 3
HSD de Tukey® pH 3 3 35.2967
pH 4 3 52.9000
pH 5 3 68.3133
Sig. 1.000 1.000 1.000
Tukey B pH 3 3 35.2967
pH 4 3 52.9000
pH 5 3 68.3133
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armdénica = 3.000.
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Tabla 4.7.
Test de Tuckey respecto a la remocion de Plomo (11) por Rhizopus spp, a distintas temperaturas
(10°C, 25°Cy 40°C).

Remocion
Subconjunto para alfa = .05

Temperatura N 1 2 3
HSD de Tukey T° 10 3 61.9167

T° 40 3 65.6433

T° 25 3 84.1933

Sig. 1.000 1.000 1.000
Tukey B T° 10 3 61.9167

T° 40 3 65.6433

T° 25 3 84.1933

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 3.000.

Tabla 4.8.
Test de Tuckey respecto a la remocion de Cadmio (I1) por Rhizopus spp a distintas temperaturas
(10°C, 25°C y 40°C).

Remocion
Subconjunto para alfa
=.05
Temperatura N 1 2
HSD de Tukey T° 10 3 50.3133
T° 40 3 63.2400
T° 25 3 67.3400
Sig. 1.000 452
Tukey B T° 10 3 50.3133
T° 40 3 63.2400
T° 25 3 67.3400
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.
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Tabla 4.9.
Test de Tuckey respecto a la remocién de la mezcla (Plomo (I1) y Cadmio (I1)) por Rhizopus
spp, a distintas temperaturas (10°C, 25°C y 40°C).

Remocion
Subconjunto para alfa = .05

Temperatura N 1 2 3
HSD de Tukey T° 10 3 43.2600

T° 40 3 53.7800

T° 25 3 66.1333

Sig. 1.000 1.000 1.000
Tukey B T° 10 3 43.2600

T° 40 3 53.7800

T° 25 3 66.1333

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.

Tabla 4.10.
Test de Tuckey respecto a la remocion de Plomo (1) por Rhizopus spp, a distintas biomasas
(AM, 2M y 3M).
Remocion
Subconjunto para alfa = .05
_ Biomasa N 1 2 3
HSD de Tukey 1 M. 3 | 28.6300
2 M. 3 54.9800
3M. 3 83.8300
Sig. 1.000 1.000 1.000
Tukey B 1M. 3 | 28.6300
2 M. 3 54.9800
3M. 3 83.8300

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 3.000.
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Tabla 4.11.
Test de Tuckey respecto a la remocion de Cadmio (II) por Rhizopus spp, a distintas biomasas
(1M, 2M y 3M).
Remocion
Subconjunto para alfa = .05
Biomasa N 1 2 3
HSD de Tukey 1 M. 3 24.3800
2 M. 3 43.3767
3M. 3 67.4200
Sig. 1.000 1.000 1.000
Tukey B* 1M. 3 24.3800
2 M. 3 43.3767
3 M. 3 67.4200

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.

Tabla 4.12.
Test de Tuckey respecto a la remocion de la mezcla (Plomo (1) y Cadmio (11)) por Rhizopus
spp, a distintas biomasas (1M, 2M y 3M).

Remocion
Subconjunto para alfa = .05
_ Biomasa N 1 2 3
HSD de Tukey 1 M. 3 24.4967
2 M. 3 44.5267
3 M. 3 66.7600
Sig. 1.000 1.000 1.000
Tukey B 1M. 3 24.4967
2 M. 3 44.5267
3 M. 3 66.7600

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 3.000.
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Tabla 4.13.
Test de Tuckey respecto a la remocion de Plomo (Il) por Rhizopus spp, a distintas
concentraciones (10ppm, 50ppm y 90ppm).

Remocion
Subconjunto para alfa
=.05

Concentracion N 1 2
HSD de Tukey 90ppm 3 85.9067

10ppm 3 99.5933

50ppm 3 99.9000

Sig. 1.000 .698
Tukey B 90ppm 3 85.9067

10ppm 3 99.5933

50ppm 3 99.9000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.

Tabla 4.14.
Test de Tuckey respecto a la remocion de Cadmio (1) por Rhizopus spp, a distintas
concentraciones (10ppm, 50ppm y 90ppm).

Remocion
Subconjunto para alfa
=.05

Concentracion N 1 2
HSD de Tukey® 90ppm 3 68.7267

10ppm 3 99.8967

50ppm 3 99.9700

Sig. 1.000 .978
Tukey B 90ppm 3 68.7267

10ppm 3 99.8967

50ppm 3 99.9700
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.
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Tabla 4.15.
Test de Tuckey respecto a la remocién de la mezcla (Plomo (I1) y Cadmio (I1)) por Rhizopus
spp, a distintas concentraciones (10ppm, 50ppm y 90ppm).

Remocion
Subconjunto para alfa = .05
_ Concentracion N 1 2 3
HSD de Tukey 90ppm 3 67.7167
10ppm 3 99.4733
50ppm 3 99.8833
Sig. 1.000 1.000 1.000
Tukey B 90ppm 3 67.7167
10ppm 3 99.4733
50ppm 3 99.8833

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA

Figura 1.1. Dimensiones de las columnas
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