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BIOSORCION DE ARSENICO (V) EN BIOMASA DE Trichoderma atroviride CULTIVADA SOBRE RESIDUOS _
DE LIMON CRIOLLO (Citrus aurantifolia var. swingle)

RESUMEN

Los altos niveles de arsénico de origen natural, encontrados en algunos pozos de agua potable de
los municipios de Arard y Cuitzeo en el estado de Michoacan, son un problema que causa
preocupacion ya que pone en riesgo la salud humana de las comunidades existentes en dicha
zona. Por lo tanto, es necesario desarrollar métodos de remediacion que permitan disminuir la
concentracion de arsénico del agua que se extrae de los mantos acuiferos contaminados con dicho
elemento; para esto es importante que la investigacion esté orientada a buscar alternativas para la
remocion de arsénico empleando materiales que sean de facil adquisicion, bajo costo, un ejemplo
de esto son los residuos agroindustriales y las diferentes biomasas fungicas. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar la capacidad de adsorcion de arsénico en soluciones acuosas de tres
tipos de biomasas diferentes: residuos de limén, biomasas muerta del hongo Trichoderma
atroviride y una biomasa mixta compuesta por el crecimiento de dicho hongo sobre los residuos
de limon. Las biomasas se acondicionaron, y se caracterizaron por medio de analisis quimicos
para determinar el tipo de componentes mayoritarios que cada una de estas presentaba,
posteriormente se realizaron analisis de FT-IR asi como de MEB para conocer la morfologia de
cada uno de las biomasas utilizadas. Se realizaron experimentos de contacto tipo lote y los
sobrenadantes se analizaron por AA-GI y se ajustaron a los respectivos modelos empiricos. Los
resultados obtenidos demuestran que en todas las biomasas se presenta una sorcion del tipo
quimica, la biomasa que presenta la mayor capacidad de sorcion fueron los residuos de limon
siendo aproximadamente 2 veces mayor que las otras biomasas probadas. Concluyendo que para
este tipo de biomasa mixta la remocion no es tan eficiente como lo es si se usan las biomasas por

separado.
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ABSTRACT

The high levels of arsenic from natural origins, found in some drinking water wells in the
municipalities of Araré and Cuitzeo, at Michoacan, is a problem that is causing concern because
of the risk to the human health of the communities in the area. Therefore, it is necessary to
develop remediation methods to reduce the amount of arsenic in water that is extracted from the
aquifers contaminated with the element. Consequently, it is important to focus the research on the
exploration of alternatives to remove arsenic using available low cost materials; examples of
these materials are the agro-industrial waste and the different fungal biomasses. The objective of
this investigation was to evaluate the adsorption capacity of arsenic in aqueous solutions of three
different types of biomass: lemon waste, dead biomass of fungus Trichoderma atroviride and a
mixed biomass composed by the fungus grown on the lemon wastes. These biomasses were
conditioned and characterized by chemical analysis to determine their major components; later,
FT-IR and SEM analyses were performed to determine the morphology of each biomass. Batch-
type arsenic adsorption experiments were accomplished and the supernatants were analyzed by
AA-IG. The results were adjusted to the respective empirical models. The results show in all
biomasses a chemical sorption process. The biomass with the highest sorption capacity was
lemon waste and it was approximately two times higher than other biomasses tested. It can be
concluded from this results that, for this type of mixed biomass, removal is not as efficient as it is

when biomasses were used separately.
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INTRODUCCION

El problema de la contaminacion del agua por metales pesados, como el arsénico, esta
ampliamente distribuido en todo el mundo debido a las diversas actividades humanas, dando

como consecuencia alteraciones en la salud humana.

El arsénico es un elemento que se encuentra comunmente en la atmosfera, suelos, rocas,
aguas naturales y organismos. Sus diferentes formas y comportamiento versatil, explican la
preocupacion existente a nivel mundial acerca de este elemento potencialmente toxico, por lo que
la EPA (Environmental Protection Agency) ha reducido los limites permisibles en agua potable
hasta 10 pg/L (EPA, 2008). Se han encontrado concentraciones de arsénico en diferentes zonas
de México, incluyendo el Estado de Michoacan, donde los niveles de este elemento en aguas

superficiales y subterraneas oscilan entre 0.047 y 3.81 mg/L (Alfaro ef al., 2007; Paez, 2008).

La biosorcion es un proceso en el cual materiales de origen natural son utilizados para
retener metales pesados y metaloides por vias metabdlicas o por procesos fisicoquimicos
(Sathishkumar et al., 2008). Es una alternativa prometedora para tratar efluentes contaminados,
por su bajo costo y alta capacidad de retencion de estos elementos. Un biosorbente se puede
definir como aquel que es abundante en la naturaleza, o bien un subproducto o material de
desecho de alguna industria o actividad humana. Para la remocién de metales y metaloides,
algunas veces se prefiere el uso de células muertas de biomasa o no viables, ya que se pueden
obtener grandes cantidades de ellas facilmente y son econdémicas como subproductos de la
industria biotecnologica. La biosorcion en este tipo de biomasa muerta es, por lo general, mas
rapida. Otra ventaja de utilizar biomasa muerta es la facil recuperacion del metal o metaloide

adsorbido, lo cual permite la regeneracion de ésta.

En la literatura se han reportado diferentes materiales biologicos en la remocion de metales
pesados. Sin embargo, existe poca informacion sobre la retencion de arsénico en residuos de
limén y biomasa del hongo Trichoderma sp.; por ello el objetivo de este trabajo fue realizar
estudios que establecieran parametros bdsicos sobre el comportamiento de estos materiales

bioldgicos en los procesos de retencion de arsénico.

El presente trabajo se divide en cuatro capitulos en el primero se mencionan las

generalidades sobre el tema de la contaminacidon del agua por metales pesados y arsénico, los
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problemas de salud ocasionados por el arsénico, biorremediacion y el proceso de biosorcion, se
menciona el uso de diferentes biosorbentes en el tratamiento de aguas residuales. Se presentan
ademas diferentes modelos empiricos matematicos para describir el proceso de remocion del As
del agua. El segundo capitulo describe la etapa experimental asi como los métodos analiticos e
instrumentos utilizados para llevar a cabo cada una de las determinaciones utilizadas en la
caracterizacion de los biosorbentes, ademas también se describen las condiciones de operacion
utilizadas en los experimentos de contacto tipo lote con soluciones de arsenato de sodio asi como
el método analitico utilizado para valorar la remocion de arsénico mediantes los biosorbentes
probados. En el tercer capitulo se presenta la discusion de resultados, también se proponen
posibles formas en las que la biosorcion se lleva a cabo bajo estas condiciones y con estos
materiales. Por ultimo en el cuarto capitulo se muestran las conclusiones a las que se llegd con el

resultado de dicha investigacion, asi como las referencias citadas a lo largo del trabajo.



BIOSORCION DE ARSENICO (V) EN BIOMASA DE Trichoderma atroviride CULTIVADA SOBRE RESIDUOS _
DE LIMON CRIOLLO (Citrus aurantifolia var. swingle)

Capitulo |

1. GENERALIDADES
1.1 La contaminacion del agua y tipos de contaminantes

Los recursos de agua en el mundo han sido contaminados debido a las diversas actividades
humanas. La contaminacién ambiental por metales toxicos ocurre globalmente debido a la

actividad industrial, procesos agricolas y la generacion de basura (Kumari et al., 2005).

Por su naturaleza los contaminantes del agua se pueden agrupar en tres grandes grupos:
bioldgicos, quimicos y fisicos (Jiménez, 2002); i) Contaminantes biologicos: suelen ser
microorganismos que provocan enfermedades en el hombre u otras especies. Las mas comunes
en el hombre son la tifoidea, disenteria, salmonelosis, célera y helmintiasis. Los agentes que las
causan entran al agua a través de las heces de humanos o de animales; ii) Contaminantes
quimicos: provienen de los drenados de minas, desechos solubilizados de la agricultura, derrames
de petroleo, plaguicidas, aguas residuales municipales, desechos industriales y compuestos
radiactivos. Producen efectos diversos y pueden ser de origen natural o sintético. Algunos son
desechados directamente, otros se forman por la reaccion de diversos compuestos en el agua y
por ultimo una pequeia fraccion se forma durante el procesamiento del agua, como pueden ser
los compuestos organoclorados. Dentro de éste grupo esta el arsénico, el cual suele encontrarse
mas en las fuentes de agua subterrdnea que en las fuentes superficiales de agua potable. iii)
Contaminantes fisicos: son alteraciones de las propiedades fisicas del agua, tales como

temperatura, color, etc. Su origen y efecto son diversos.

1.2 Contaminacion del agua por metales
Elemento traza o vestigial es un término que se refiere a aquellos elementos que existen a niveles
de microgramos por litro, en un sistema dado. Algunos de estos estdn reconocidos por ser
nutrientes requeridos por plantas y animales siendo esenciales a niveles bajos pero toxicos en
niveles mas altos (Manahan, 2007).

Este grupo de elementos puede provenir de fuentes diversas como pueden ser las
actividades agricolas, industriales (metalurgicas, papeleras, azucareras), e incluso urbanas y

sanitarias (fungicidas, herbicidas e insecticidas). El peligro que estos elementos potencialmente
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toxicos representan es su combinacion con compuestos organicos presentes en los sedimentos y
su ingreso a las cadenas alimentarias, donde puede ocurrir el proceso de bioacumulacion (Ponce y
Botello, 1992).

Algunos de los metales pesados son toxicos para los humanos. Estos elementos son, en
general, los metales de transicion, muchos de ellos tienen una marcada afinidad por el azufre
evitando la funcion de las enzimas; el dcido carboxilico y los grupos amino también se enlazan
quimicamente con los metales pesados (Manahan, 2007).

Otros, como los metaloides, elementos frontera entre los metales y los no metales, son
también contaminantes importantes del agua; el arsénico, el selenio y el antimonio son de interés

particular.

1.2.1 El arsénico como contaminante del agua

El arsénico (del latin arsenicum, y éste del griego apoevikd) es un elemento natural que forma un
5x10°% de la corteza terrestre. Se encuentra ampliamente distribuido en ella con una
concentracion media de 1.5 y 2 (mg/kg), se ubica en el vigésimo lugar en abundancia en relacion
con otros elementos. El arsénico es el metaloide mas importante como contaminante del agua

(Frankerberg, 2001).

La demanda de agua subterranea de los sistemas municipales y privados y en los pozos de
agua potable puede causar disminucion de los niveles de agua y la liberacion de este metal de las
formaciones rocosas (EPA, 2008). La combustion de combustibles fosiles como el carbon
introduce grandes cantidades de arsénico en el medio ambiente, gran parte del cual alcanza las

aguas naturales (Manahan, 2007).

El arsénico aparece junto a los minerales de fosfato y entra en el ambiente con algunos
compuestos de fosforo. Algunos de los minerales primarios que contienen arsénico son:
arsenopirita (FeAsS), rejalgar (AssS) y oropimente (As;Ss3). El arsénico y sus componentes se
presentan en forma cristalina, en polvo, amorfa o vitrea. Presenta varias formas alotropicas: gris
metalico, amarillo y negro. Algunos plaguicidas que se usaban anteriormente, particularmente
antes de la segunda guerra mundial contenian compuestos de arsénico muy téxicos (Jiménez,
2002). Por su origen, el arsénico en general, en el agua subterranea se encuentra asociado a otras

especies quimicas como el flaor, vanadio, y selenio, entre otros (Carro, 2009).
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. . 2- 3-

Las formas solubles del As son los iones arsenito (AsO,”) y arsenato (AsO4). De los
estados de oxidacion del arsénico el mas toxico es el trivalente o forma de arsenito; sin embargo,
éste solo se encuentra en aguas subterraneas, mientras que la pentavalente o arsenato en aguas

superficiales (Kumari et al., 2005). La oxidacion de arsenito en arsenato es lenta y viceversa.

El estado de oxidaciéon del arsénico, y por tanto su movilidad, estdn controlados
fundamentalmente por las condiciones redox (potencial redox, Eh) y el pH. Este metaloide es un
elemento que tiene la singularidad de formar oxianiones, debido a su movilidad en los valores de

pH tipicos de las aguas subterraneas (pH 6.5 a 8.5).

Como aproximacion y sin tener en cuenta otros factores como su contenido en materia
organica, en condiciones oxidantes el estado As(V) predomina sobre As(IIl), encontrandose
fundamentalmente como H,AsOy- a valores de pH bajos (inferiores a 6.9), mientras que a valores
de pH mas altos, la especie dominante es HAsO42" (en condiciones de extrema acidez, la especie
dominante es H3AsO,). En condiciones de extrema basicidad, la especie principal es AsO,>". En
condiciones reductoras a pH inferior a 9.2, predomina la especie neutra. En las Figuras 1 y 2 se

presentan las especies de arsénico en funcion del pH y Eh (Smedleyy— Kinniburgh, 2002).

1200 E T T T T T T = [

800
H,ASO,
<4 10

400 HASO,?

Eh (mV)
I

pH

Figura 1. Diagrama Eh-pH de especies acuosas de arsénico en el sistema As—O,-H,0 a 25

°Cy 1 bar de presion total (Smedleyy— Kinniburgh, 2002).
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Figura 2. Especies quimicas del arsénico a diferentes pH (Smedley y Kinniburgh, 2002).

1.2.2 Efecto del arsénico sobre la salud

Este metaloide, en cantidades pequefias ocasiona dafios a la salud causando problemas
gastrointestinales, dermatologicos, enfermedades cardio-renales, y es considerado altamente
carcinogénico (Kumari et al., 2005). El principal aporte de arsénico a la dieta son los alimentos
de origen marino, pues los crusticeos y peces comestibles tienen concentraciones mas altas de As
que otras especies (0.1 a 90 ug/g). A pesar de esto, el As presente en este tipo de alimento es
arsénico organico, que es considerado menos toxico; por su parte, el que se ingiere en el agua de
bebida es de origen inorganico, mientras que el ingreso de As al organismo a través del aire y
suelo es mucho menor, pero puede ser importante en poblaciones vecinas a las fuentes de emision
(Albert, 1997), pudiendo ser consideradas dentro de éstas las industriales y la mineria (Sharpe,

2003).

La mayoria de los compuestos arsenicales se absorben por tracto gastrointestinal (TGI)
cuando se trata de soluciones acuosas, la principal forma quimica presente en el aire es el As
(II), las particulas inhaladas se depositan en las vias respiratorias, y posteriormente

transportadas al TGI donde son absorbidas (Albert, 1997).
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Los compuestos arsenicales suelen acumularse principalmente en higado, rifidon, pulmoén y
bazo, aunque el As (III) se une preferentemente a los grupos sulfihidrilo de las proteinas como la

queratina, por lo que se deposita en pelo y ufias (Albert, 1997).

En el metabolismo del arsénico (Figura 3) intervienen dos pasos de metilacion que
dependen del folato: primero, el arsénico inorganico (InAs) es convertido en acido
monometilarséonico (MMA) por medio de un agente reductor como el glutation reducido (GSH),
el cual a su vez es convertido en acido dimetilarsinico (DMA), que es menos toxico. Este proceso

facilita la eliminacion del arsénico por via urinaria (Freeman, 2009).

El metabolismo de arsenicales organicos es limitado ya que solo un 13 % del MMA se

convierte en DMA; sin embargo, una vez que los arsenicales han sido metilados no pueden ser

desalquilados.
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GSH
Methyltransferase (s) As,
p———— S-adenosylmethionine (I or V)
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=
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Figura 3. Biotransformacion de arsénico inorganico propuesto por Heinrich.

Ciertos factores nutricionales influyen en el metabolismo del arsénico en los adultos, y se
considera que los niveles nutricionales bajos, reflejados en parte por la falta de varias de las

vitaminas del complejo B y de antioxidantes, confieren una mayor susceptibilidad a la toxicidad
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por arsénico. Se han reportado que los déficits de folato, de vitamina B y del aminoacido cisteina
pueden influir de manera adversa en el metabolismo de arsénico en nifos (Freeman, 2009).

Los sintomas y signos de la exposicion cronica parecen diferir entre los individuos, los
grupos de poblacion y las areas geograficas. Por lo tanto, no hay definicion universal de la
enfermedad causada con arsénico, lo que complica evaluacion de la carga de morbilidad. Del
mismo modo, no existe un método para diferenciar los tipos de cancer internos causados por
arsénico de casos de cancer inducidos por otros factores.

Después de la exposicion a largo plazo, los primeros cambios se observan generalmente
en la piel: cambios en la pigmentacion y después hiperqueratosis. El cancer es un fenémeno
tardio, y por lo general toma mas de 10 afios en desarrollarse.

La relacion entre el arsénico y la exposicion en otros efectos de salud sigue siendo poco
claro; por ejemplo, algunos estudios han reportado efectos negativos en sistemas como el
cardiovascular, pulmonar, neurologico y reproductivo. De acuerdo con un estudio de Sharpe
(2003), la exposicion a largo plazo para arsénico en el agua potable estd directamente relacionado
con el desarrollo de arterosclerosis en las arterias que conducen al el cerebro.

Una de las enfermedades més graves ocasionada por arsénico produce una serie de
manifestaciones dermatolédgicas y viscerales que se denomina hidroarsenicismo cronico regional
endémico (HACRE). Entre sus efectos destacan lesiones en la piel, vejiga, rifion, higado, y

pulmoén (Bocanegra et al., 2002).

1.3 Contaminacion del agua por arsénico en México

En México existen regiones en las que se encuentran concentraciones altas de arsénico en aguas
subterraneas para consumo humano, como son la Comarca Lagunera, Hidalgo y Guanajuato
(Rodriguez et al., 2004).

En la Comarca Lagunera, particularmente en el estado de Coahuila, se tienen reportes en
los ultimos afios de una prevalencia significativamente elevada en lesiones de la piel y hasta
cancer en la poblacion que ha estado expuesta a arsénico. También se ha observado que en todos
los casos, la incidencia de los padecimientos aumentd de acuerdo con la edad de los individuos,
sugiriendo que el tiempo de exposicion puede ser determinante (Valdés y Cabrera, 1999).

En Villa de la Paz y Matehuala (San Luis Potosi) se realizd6 una evaluacion de la

contaminacion por arsénico y metales pesados en suelo, sedimento y agua, encontrando



BIOSORCION DE ARSENICO (V) EN BIOMASA DE Trichoderma atroviride CULTIVADA SOBRE RESIDUOS
DE LIMON CRIOLLO (Citrus aurantifolia var. swingle)

concentraciones de arsénico en agua entre 4.8 y 7 pug/L (Monroy et al., 2002). En Zimapan,
Hidalgo, se han detectado concentraciones de As entre 0.2 y 0.3 mg/L en agua potable, durante
un periodo de 10 anos (Rodriguez et al., 2004). Por su parte Quintana et al. (2007), encontraron
de 0.047 a 0.372 mg/L de As en el rio Conchos en Chihuahua.

En Michoacdn se detect6 la presencia de arsénico en los municipios de Cuitzeo,
Zinapécuaro y Cd. Hidalgo (Alfaro et al., 2007, Villalobos et al., 2010). En una investigacion
realizada por Paez (2008) se reportaron niveles de As que van desde 0.001 hasta 3.812 mg/L en
pozos de agua subterranea y manantiales ubicados alrededor del lago de Cuitzeo, siendo la
localidad de Arard, en Zinapécuaro, el que presentd el mayor nivel de As. Esto implica un alto
riesgo para la salud de la comunidad, ya que el agua de dicho lugar, es usada con fines
recreativos en varios balnearios de la zona.

Tomado en cuenta que el limite maximo permisible en agua para consumo humano segin
la NOM es 0.025 mg/L (DOF, 1994), mientras que la EPA permite solo hasta 0.010 mg/L, la
situacion de varios de los pozos y sitios analizados en los trabajos mencionados con anterioridad

indica el grave problema de contaminacion en estos estados del pais.

1.4 Métodos para remocion de arsénico en agua
Los tratamientos que han sido desarrollados describen diversos mecanismos mediante los cuales
puede removerse el arsénico, los mas comunes implican la combinacion de sus iones con metales
como el hierro, aluminio, principalmente, o itrio y lantano. Estos metales pueden adsorber el
arsénico ya que precipitan en forma de hidroxidos (Jiménez, 2007). Debido a que el As (V) es
mas facil de remover que el As (III), el tratamiento se inicia con la oxidacion del As (III) a As
(V). Los oxidantes mas utilizados son: cloro, hipoclorito de calcio y permanganato de potasio.
Existen diferentes métodos para la remocion de arsénico en agua siendo los mas usados los

siguientes (Estrada, 2009):

I.  Coagulacion/filtracion: Es un proceso en el cual las cargas eléctricas de las sustancias
coloidales disueltas o suspendidas son neutralizadas con la adicion de sustancias
insolubles en el agua, lo que permite la formacion de particulas mayores o aglomerados
que pueden ser eliminadas por sedimentacion o filtracion. El tipo y la dosis del coagulante
y el pH influyen en la eficiencia del proceso. El rendimiento del sulfato de aluminio es

ligeramente menor que el del sulfato férrico. A un pH de 7.6 o menor, ambos coagulantes
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tienen la misma eficiencia de remocidn, sin embargo el sulfato férrico remueve mejor a un
pH menor de 7.6. A dosis mayores de 20 mg/L de cloruro férrico 6 40 mg/L de sulfato de
aluminio se alcanza una remocion de As (V) de mas del 90 %. A bajas dosis de
coagulantes la remocion de As (V) es menor.

II.  Aldmina activada: Es un tipo de intercambio i6nico, donde los iones presentes en el agua
son adsorbidos por la superficie oxidada de la alimina activada. Es altamente selectiva
para remover el As (V) y efectiva para tratar agua con alto contenido de sélidos disueltos
totales. En la superficie de adsorcion de la alimina activada pueden interferir el selenio,
fluoruro, cloruro y sulfato. Este método tiene alta remocion de arsénico a pH 8.2. La
alimina activada absorbe preferentemente H,AsO4 (As (V) mas que H3AsOs (As(IID))
ademads de otros iones competitivos, como se muestra en la siguiente relacion:

OH™> H,As04->Si(OH);0- >F- >HSeO” >TOC>S0,*>H3As0;

Osmosis inversa (OI): este es un proceso de separacién por membrana que es capaz de
rechazar contaminantes tan pequefios como 0.0001mm. La osmosis inversa es el nivel mas fino
de filtracion posible, puede describirse como un proceso de difusion controlada en que la
transferencia de masa de iones a través de la membrana estd controlada por difusion.
Consecuentemente, este proceso puede llevar a la remocion de sales, durezas, patogenos,
turbidez, compuestos organicos sintéticos, pesticidas, y la mayoria de los contaminantes del agua
potable conocidos hoy en dia. El rechazo de sales disueltas de una membrana de OI se encuentra
entre el 95 y 99.9 %. El proceso de 6smosis inversa elimina las sustancias disueltas presentes en
el agua, forzando la circulacion del agua por una membrana semipermeable bajo una presion
superior a la osmotica. Tiene una eficiencia de mas de 95 % de remocion de arsénico disuelto.
Este método es efectivo para remover arsénico de aguas subterrdneas. El rendimiento del proceso

con 0smosis inversa es afectado principalmente por la turbiedad de hierro, manganeso y silice.

Los métodos arriba descritos suelen ser eficientes para algunos metales, sin embargo son
costosos y algunos de ellos producen lodos téxicos que después son dificiles de manejar
(Sandoval, 2000); por otra parte, los métodos mas recientes, conocidos como biorremediacion,
son un conjunto de métodos que utiliza organismos (plantas, parasitos, incluso microorganismos
como hongos y bacterias); dentro de estos métodos esta el conocido como biosorcion (Maroto et

al., 2009).
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Una tecnologia apropiada para la remocion de metales, en particular en el contexto de los
paises menos desarrollados, deberia abordar los siguientes criterios: (1) la tecnologia debe ser de
disefio sencillo y facil de producir, (2) debe ser de bajo costo, (3) se debe utilizar materiales
locales y facilmente accesibles, (4) debe estar enfocado a una zona rural, criterios que cumple la

biosorcion (Al Rmalli et al., 2005).

1.5 Biorremediacion

Las medidas biocorrectivas o los sistemas de biorremediacion consisten principalmente en el uso
de los microorganismos (levaduras, hongos o bacterias) existentes en el medio para descomponer
o degradar sustancias peligrosas en sustancias de caracter menos tdxico o bien inocuas para el
medio ambiente y la salud humana (Maroto et al, 2009). En el caso de hongos y bacterias se
puede usar tanto biomasa viva como muerta.

Mientras que la biosorcion es un mecanismo de de inmovilizaciéon metales y metaloides
en la biomasa; la biovolatilizaciéon aumenta la movilidad de metales y metaloides en el medio
ambiente. La biovolatilizaciéon es una conversion enzimatica de los compuestos inorganicos u
organicos de metales y metaloides en sus derivados volatiles por medio de una reaccion
bioquimica intracelular, conocida como biometilacion (Styblo et al., 2002, Mukhopadhyay y
Rosen, 2002). La biovolatilizacion y la biosorcion son procesos naturales responsables del éxito
de la biorremediacion de ambientes contaminados con estos elementos. También se han
establecido como mecanismos eficaces para la eliminacion de metales en condiciones de

laboratorio (Ceriiansky et al., 2007).
1.6 Procesos de sorcion
1.6.1 Biosorcion

La biosorcion se refiere a la adsorcion pasiva de un metal por diferentes formas de biomasa las

cuales pueden ser vivas o muertas (Mogollon et al., 1998).

Volesky (2003) define biosorcion como una interaccion fisicoquimica que puede ocurrir
entre metales o metaloides y los grupos amino, carboxilo, sulfato y fosfato de los compuestos

celulares (polisacaridos, proteinas y lipidos).
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Este método que ayuda a recuperar metales pesados, rapidamente se convirtid en toda un
area cientifica en 1990. En los primeros informes se describe como abundantes materiales
biologicos que pueden ser utilizados para extraer, a un costo bajo, incluso pequefias cantidades de
metales pesados toxicos frente a efluentes industriales (Vieyra y Volesky, 2000). Por estas

razones este método es una alternativa para eliminar ciertos contaminantes del agua.

El uso de biosorbentes para la eliminacion de contaminantes tdxicos o para la
recuperacion de valiosas fuentes de agua provenientes de aguas residuales, es uno de los
desarrollos mas recientes en el medio ambiente o la tecnologia de bio-recursos. Las principales
ventajas de esta tecnologia comparadas con los métodos convencionales incluyen no solo su bajo
costo, sino también su alta eficiencia, la minimizacién de la produccion de lodos quimicos o
bioldgicos, la capacidad de regenerar biosorbentes, y la posibilidad de recuperacion metalica

después de la adsorcion (Park ez al., 2010).

1.6.2 Procesos involucrados en la biosorcion al emplear microorganismos

Los procesos por los cuales los organismos interactuan con los metales toxicos son diversos. Sin
embargo, existen en la préctica tres categorias generales de procesos biotecnologicos para el
tratamiento de aguas residuales que contienen metales toxicos: la biosorcion, la precipitacion
extracelular y la captacion a través de biopolimeros purificados y de otras moléculas
especializadas, derivadas de células microbianas. Estos procesos no son excluyentes y pueden
involucrar fenémenos fisicoquimicos y biologicos como se observa en la Figura 4 (Caiiizares,

2000).
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Figura 4. Procesos involucrados en la biosorcion con microorganismos (Caiiizares, 2000).

Etapas de la biosorcion

La biosorcion es un conjunto de técnicas de facil aplicacion y eficientes al lograr sus objetivos en
las que es necesario que el biosorbente se encuentre en las mejores condiciones para optimizar la
eficiencia de acuerdo a las necesidades particulares del medio en que ha de aplicarse, para ello
debe de tomarse en cuenta lo siguiente: el acondicionamiento y la granulacion (Flores et al.,

2001).

Mecanismos involucrados en la biosorcion

En la literatura se describe como se enlaza el metal al adsorbente; se postulan dos mecanismos
principales:
e Quimisorcién: incluye el intercambio i6nico, coordinacion, quelatacion; e involucra altas

energias de enlace entre el adsorbente y la especie metalica.
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e Fisisorcion: mediante interacciones débiles de tipo dipolar, o por atrapamiento en tamices

moleculares.

La complejidad de los biomateriales puede generar mecanismos simultaneos de
quimisorcion/fisisorcion, estos se verifican en las cinéticas y equilibrio de biosorcion (Flores et
al., 2001).

El proceso de biosorcion se puede evaluar y describir por ecuaciones matematicas, mediante
diferentes modelos; dichos modelos desarrollados indican las condiciones Optimas y ademas
predicen condiciones en el rango de las pruebas realizadas, describiendo dos aspectos principales
de la biosorcion:

e La cinética o dindmica de la biosorcion corresponde al estudio de la cantidad que se

adsorbe en el tiempo.

e Dependiendo del tipo de adsorbente puede ser el desarrollo mas o menos complicado

(Aguilar et al., 2009).

La transferencia de un compuesto desde una fase liquida hacia un sitio de adsorcion se
efectia en cuatro etapas (Figura 5): la transferencia del compuesto desde el liquido hacia la
pelicula cerca al adsorbente sélido (etapa rapida), la transferencia del compuesto a través de la
pelicula de liquido cercana de la superficie externa del adsorbente (transferencia de masa
externa), la difusion del compuesto al interior de la particula del adsorbente (difusion
intraparticular), y la adsorcion propiamente dicha, que es una etapa rdpida. La cinética de
adsorcion esta determinada por la etapa mas lenta, es decir, la transferencia de masa externa (Kf)
y la difusion intragranular superficial (Ds) y/o porosa (Dp). Sin embargo, para la mayor parte de
los autores, el efecto de la difusion superficial es mayor al ser comparada con la difusién porosa

(Dudamel et al., 2010).
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Figura 5. Mecanismos de adsorcion propuestos por Weber y Smith.

1.7 Modelos empiricos del proceso de sorcion.

1.7.1 Modelo cinético de primer orden (Lagergren)
Estudios numerosos han reportado que la cinética Lagergren es valida para evaluar la adsorcion
de metales. La ecuacion de velocidad Lagergren fue la primer ecuacion de velocidad para el
sistema de adsorcion de liquido / solido basado en la capacidad del sélido; y es una de las
ecuaciones mas utilizadas, representando la tasa de adsorcion para la adsorcion de un soluto en
una solucion liquida (Ozer et al., 2004). Siendo el modelo matematico el siguiente:
q:=qe (1-¢*7)

Donde:

¢. = Es la concentracion de As(V) removido en el equilibrio por cantidad de adsorbente

(ng/e)
q: = Es la concentracion de As(V) removido en tiempo t por cantidad de adsorbente

(ng/g)

K; = Es la constante de velocidad en el equilibrio de la adsorcion de pseudo primer orden
(h-1)

t = Tiempo (h)
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1.7.2 Modelo cinético de pseudo-segundo orden

Este modelo fue desarrollado por Ho y McKay (2000), el cual supone que el adsorbato se adsorbe
en dos sitios activos de la biomasa. A partir de esta fecha, muchas mas investigaciones han
reportado un mejor ajuste de los datos experimentales obtenidos a este modelo, con coeficientes
de correlacion superiores a los de los otros modelos ensayados (Pinzén y Vera, 2009). En este

caso, la ecuacion de velocidad de la cinética de adsorcion se expresa como:

t
T )+ Ya

Teniendo la forma lineal:

Donde:

g. = Es la concentracion de As(V) removido en el equilibrio por la cantidad de

adsorbente (ng/g)

q: = Es la concentracion de As(V) removido en el tiempo t por cantidad de adsorbente
(ng/g)

t =tiempo (h)

k = Es la constate de velocidad en el equilibrio de la sorciéon de pseudo-segundo orden

(g/mg.h)

1.7.3 Modelo cinético de Elovich
Este modelo, de aplicacion general en procesos de quimisorcion, supone que los sitios activos del
bioadsorbente son heterogéneos y por ello exhiben diferentes energias de activacion, basandose
en un mecanismo de reaccion de segundo orden para un proceso de reaccion heterogénea.

Este modelo ha mostrado resultados satisfactorios en la identificacion del mecanismo
controlante en procesos de adsorcion de un soluto en fase liquida a partir de un solido adsorbente
(Pinzon y Vera, 2009) La expresion matematica que rige el comportamiento de este modelo es la

siguiente:
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% =pm(1+apt

Donde:
q: = Es la concentracion de As(V) adsorbido al tiempo t (ug/g)
a = Es la velocidad de sorcion inicial (pg/g h)
S = Constante de desorcion (pug/mg)
t = Tiempo (h)

1.8 Equilibrio de sorcion

La capacidad de sorcion esta definida en base a las isotermas de adsorcidon en disolucion. La
isoterma de adsorcion es la relacion de dependencia, a una temperatura constante de la cantidad
de adsorbato retenido por el peso unitario del adsorbente, con respecto a la concentracion del
adsorbato en equilibrio. La grafica de la isoterma (Figura 6) representa el metal adsorbido (Cs) en

funcién de la concentracion de la disolucion (Cm) cuya expresion general es:

Cs=K;*Cm
Donde:

K4 = constante de adsorcion, coeficiente de distribucion o coeficiente de particion.

Cuando la isoterma no es lineal, hay otras aproximaciones para describir la distribucion
entre el solido y la disolucion. Las mads utilizadas son las de Freundlich, Langmuir y la

combinacion de ambas (Langmuir-Freundlich)
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Figura 6. Modelos de isotermas de sorcion mas comunes.

Modelos que describen la isoterma de sorcion

Existen gran variedad de modelos matematicos empiricos que se han desarrollado para describir
las isotermas de adsorcion (Slejko, 1985). Los modelos no lineales mas sencillos se desarrollaron
para sistemas en los cuales la adsorcion conduce a la deposicion de una monocapa de moléculas
de adsorbato, en la superficie del adsorbente. A continuacion se describen los que se utilizaron en

esta investigacion.

1.8.1 Modelo de Langmuir

En este modelo se asume que la energia de sorcion de cada molécula es la misma e independiente
de la superficie que se cubre. La sorcion se produce solamente en determinados lugares y no tiene
una interaccion entre las moléculas retenidas (Slejko, 1985).

Las consideraciones basicas del modelo de Langmuir son:
1) Las moléculas son adsorbidas en sitios definidos en la superficie del adsorbente.
2) Cada sitio puede acomodar solamente a una molécula (monocapa).

3) El éarea de cada sitio es una cantidad fija determinada solamente por la geometria de la

superficie.

4) La energia de adsorcion es la misma en todos los sitios.

La ecuacién que describe este modelo es la siguiente:

:quLCe: K, C,
©=1yaqC, 1+ a0,
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Donde:
de = concentracion de soluto adsorbido por unidad en peso de adsorbente.

C. = concentracion de soluto en el equilibrio.

qo = concentracion de soluto adsorbido por unidad en peso de adsorbente requerido
para la capacidad de monocapa.

ap = constante relacionada con el calor de adsorcion, O, [b a exp(-AH/RT)].

Ky = constante de Langmuir, (L/g)

1.8.2 Modelo de Freundlich

La ecuacion de Freundlich es una expresion empirica que implica la heterogeneidad de la
superficie y la distribucion exponencial de los sitios de adsorcion y sus energias (Faust y Aly
1999). La ecuacion se expresa como:

1/nF
e

qe = KgC

Donde:
ge = concentracion de soluto adsorbido por peso de adsorbente.
Ce = concentracion de soluto en el equilibrio.

KF, 1/nF = constantes caracteristicas del sistema.

1.8.3 Modelo Langmuir-Freundlich

La ecuacion de Langmuir describe una adsorcion fuerte sobre superficies homogéneas, por lo que
se considera el exponente n que da la heterogeneidad, y como resultado da la ecuacién de
Langmuir-Freundlich:

nLr
KLF Ce

1+ (appCp)mLF

de

Donde,
ge = concentracion de soluto por unidad de peso de biomasa.

C. = concentracion de soluto en la solucion.
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KiF, aLr, ny f = constantes empiricas.

1.7 Trichoderma atroviride
1.7.1 Generalidades

Los hongos del genero Trichoderma son un grupo de microorganismos que habitan naturalmente
en un namero importante de suelos agricolas, con abundante materia organica en descomposicion
y altas densidades de raices. Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de otros hongos que
atacan a los cultivos. Trichoderma se encuentra ampliamente distribuido por todo el mundo en
diferentes zonas de vida, ademas también suelen hallarse asociados a la superficie de la corteza
de la madera descompuesta y suelos naturales, tanto de origen forestal, como de otros substratos
organicos cuyo componente principal sean la lignina o la celulosa (Agamez et al., 2008).

Trichoderma atroviride se ha clasificado taxondmicamente como se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica T. atroviride

Dominio Eukaryota
Reino Fungi
Subreino Dikarya
Division Ascomycota
Subdivision Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Subfamilia mitosporic Hypocreaceae
Género Trichoderma

Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY628432.1
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Las especies del género Trichoderma forman parte de un grupo complejo de hongos
filamentosos que se reproducen clonalmente mediante un ciclo de vida asexual en el que se
alternan micelio y esporas o conidios. El micelio se caracteriza por poseer hifas mas o menos
ramificadas, tabicadas y con mas de un nucleo por célula. Los conidios poseen un solo nucleo
haploide, son ovoides de color verde y se forman sobre estructuras muy ramificadas o

conidioforos que a su vez se situan sobre células denominadas fialidas (Domsh et al., 1993).

Algunas cepas del género Trichoderma secretan quitinasas y glucanasas, permitiendo la
degradacion de los polimeros de otros hongos (Ej. Agaricus bisporus), provocando pérdidas
econdmicas importantes (Dashtban et al., 2009). Aunado a esto, las cepas de Trichoderma son
conocidas especialmente como agentes de biocontrol. Ademds de la extraordinaria capacidad
celulolitica del género Trichoderma, se han identificado otros tipos de enzimas extracelulares
como son: celulasas (CMCasa, CBH, BGL, B 1-3 glucanasas) y hemicelulasas (xilanasas)

(Adams, 2004).

1.7.2 Biomasas fungicas empleadas en la biosorcion

El reino fungi ademas de su asombrosa capacidad de crecimiento y de alcanzar un micelio denso,
asi como de poseer un amplio rango de diversos tipos morfologicos, son potencialmente capaces
de producir varios tipos de enzimas y con ello la capacidad de acumular diferentes tipos de
metales, es por ello que las biomasas fungicas han sido utilizadas no solo en los procesos de

biosorcidn sino también en procesos de bioacumulacion (Anjana ef al., 2010).

En la literatura se han identificado varios tipos de biomasas que son capaces de retener
metales; en el caso de los hongos: Phanerochaete chrysosporium es capaz de retener cadmio y
plomo (Li et al., 2004), Aspergillus niger puede retener cromo, cobre, niquel y zinc (Kovacevi¢
et al., 2000), asi como también Peniclillium, Trichoderma sp., Byscoclamyss sp. y Mucor sp.
niquel (Mogollon et al., 1998), Aspergillus fumigatus arsénico (Sathishkumar et al., 2008; siendo

la capacidad méxima de este hongo al retener este metaloide de 0.538 mg/g.

También se ha identificado que la biomasa de Trichoderma sp., es eficiente para retener

niquel (Mogollon et al., 1998); este hongo estd ampliamente distribuido en la naturaleza y se usa



BIOSORCION DE ARSENICO (V) EN BIOMASA DE Trichoderma atroviride CULTIVADA SOBRE RESIDUOS
DE LIMON CRIOLLO (Citrus aurantifolia var. swingle)

como control biologico para enfermedades en cultivos, la versatilidad metabolica del mismo le
permite transformar diferente materia organica e inorganica (solubilizacién de metales) en

nutrientes para su desarrollo.

1.8 Limon criollo (Citrus aurantifolia var. swingle)

Pertenece a la familia de las Rutaceae; es un arbol vigoroso, de porte erguido, con brotes color
purpura que después cambian a verde; sus hojas estdn alternas, relativamente pequenas en
comparacion con otros citricos (5 a 7 cm de longitud) y con peciolos estrechamente alados,
aromaticos. Posee flores en grupos de 2 a 7 en la axila de las hojas, muy aromaticas, blancas. El
fruto es pequefio, con alrededor de una a dos pulgadas de didmetro y es redondo. Su pulpa es
verde-amarillenta, jugosa, con semillas y més 4cida que las limas. La fruta tiene una corteza
suave y con una piel verde cuando estd inmadura y més amarilla en su madurez, con una papila

apical. (Anénimo, 2010)

El limén mexicano fresco practicamente en su totalidad se consume en el pais, con
exportaciones marginales menores al 4% de la produccion. El aceite esencial destilado es el
principal subproducto de exportacion, la cual se hace a través de grandes comercializadoras
internacionales que a su vez lo venden a las grandes refresqueras (Puente, 2002).

Michoacan es el segundo estado productor de limoén criollo en el pais, contribuyendo
entre 350 y 405 mil toneladas por afio (Andnimo, 2009); los municipios involucrados en la
produccion de este fruto son principalmente Aguililla, Apatzingan, Tepalcatepec, Buena Vista y

Paracuaro.

1.8.1 El limon como biosorbente

El uso bésico de la céscara de limon es para la produccion de aceites esenciales y pectinas.
Experimentos recientes han mostrado que la cdscara de limon remueve metales como plomo y

cadmio (Millan et al., 2008).
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Se ha demostrado que la pectina presente en algunos biosorbentes, como las cascaras de
citricos, juegan un papel importante en la biosorcion de metales como el plomo, cadmio, cobre,

niquel, zinc y estroncio, entre otros (Aguilar et al., 2009).

1.9. Biosorbentes mixtos

Las ventajas de uso de biosorbentes hacen necesario la busqueda de microorganismos que se
encuentren en crecimiento constante o que sean de facil acceso, asi como la utilizaciéon de
consorcios microbianos o sistemas mixtos compuestos por microorganismos y/o macromoléculas
que hipotéticamente incrementarian los rendimientos y la selectividad de captacion de metales y

metaloides (Cuizano y Navarro, 2008).

El uso de biomasas mixtas para el proceso de remocion de metales y metaloides ha sido
empleado para biomasas que corresponden al mismo reino, es decir cultivos mixtos de bacterias,
y hongos, incluso plantas. Se cuenta con poca informacion en la literatura del uso de biomasas
mixtas en las que se involucren organismos de diferentes reinos en el mismo proceso. Se ha
reportado también materiales de origen inorganico como mezclas de zeolitas. Singh ef al. (2009)
usaron cenizas con caolin como biosorbente mixto para la remocion de As (III) en soluciones
acuosas; el uso de t¢ de hongos (fungus tea) también fue reportado por Mamisahebei este et al.

(2007) como biosorbente mixto.

Javed et al. (2007) utilizaron un cultivo mixto de Aspergillus niger, Trichoderma viride, y
Humicola insolens en la retencion de mercurio, demostrando que el consorcio de estas especies
reducen de 2.02 ug/L de concentracion hasta 0.001 ug/l después de un periodo de incubacion de 7

dias.

Con base a lo anterior y considerando la capacidad de Trichoderma atroviride para crecer
sobre los residuos de limon, se analizara la capacidad de retencion de arsénico con este nuevo

tipo de biomasa en comparacion con las biomasas por separado.
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2. JUSTIFICACION

La contaminacion ocasionada por arsénico a nivel mundial ha causado gran interés debido a los
problemas en la salud humana que trac como consecuencia el consumo de aguas contaminadas
por este metaloide. El problema se ha extendido a varios paises entre los que se pueden destacar,

India, Brasil, México y Australia, entre muchos otros.

La exposicion cronica a través de la ingestion de agua contaminada con arsénico ocasiona
lesiones cutdneas caracteristicas como son pigmentacion, hiperqueratosis palmoplantar e
hiperqueratosis papular. Algunos estudios indican que el arsénico inorganico se asocia con cancer
de piel y de organos internos cuando es ingerido, ademas de enfermedades neurologicas y
cardiovasculares. Debido a los problemas de salud antes mencionados se ha modificado la Norma
Oficial Mexicana NOM 127-SSA1-1994 en cuanto a la concentracion maxima permisible de
arsénico en el agua de bebida. Esta modificaciéon programd una disminucién anual de 0.005

mg/L, partiendo de un valor de 0.05 mg/L en el afio 2000 hasta 0.025 mg/L en el 2005.

En el territorio nacional se han identificado concentraciones de arsénico que rebasan el
limite permisible vigente en fuentes de abastecimiento de agua en los estados de Baja California
Sur, Chihuahua, Coahuila, Durango, Guanajuato, Hidalgo y Morelos (Carrillo, 1996; Martinez,
1998; Segovia, 2008).

El problema de contaminacion por arsénico observada en agua para consumo humano en
varias comunidades del Estado de Michoacén hace necesario el uso de medidas biorremediadoras
de bajo costo como lo es la biosorcion con el uso de materiales disponibles como el hongo
Trichoderma atroviride, que es comunmente encontrado en suelos y limon criollo (Citrus
aurantifolia var. swingle) siendo este fruto ampliamente cosechado en el estado. Ambos

materiales son potencialmente capaces de retener este metaloide.
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3. HIPOTESIS
La biomasa mixta formada por el hongo Trichoderma atroviride cultivado en residuos de limon
presenta una alta capacidad de retencion de arsénico (V) comparada con la capacidad de los

componentes individuales.

4. OBJETIVOS
4.1 General

Evaluar la biosorcion de arsénico (V) en biomasa muerta del hongo Trichoderma atroviride,

cultivada sobre residuos de limoén.

4.2 Especificos

e Establecer los métodos Optimos de preparacion de los materiales biosorbentes y
caracterizarlos.

e Establecer las condiciones de cultivo para el crecimiento del hongo Trichoderma atroviride
sobre los residuos de limon.

e Determinar la cinética y las relaciones de equilibrio de biosorcion de arsénico (V) de los
residuos de limon y la biomasa del hongo muerta por dos métodos (estufa y autoclave) en un
cultivo de los residuos mencionados.

e Proponer el mecanismo por el cual se retiene el As (V) en los materiales mencionados.
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CAPITULO II

5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales biolégicos
Los biosorbentes probados para la remocion de arsénico fueron tres:

Trichoderma atroviride. Se utiliz6 biomasa muerta de la cepa silvestre IMI 206040 del

hongo ascomiceto Trichoderma atroviride.

Limén criollo (Citrus aurantifolia var. swingle). Los residuos de limén (RL) fueron
recolectados de la industriaCitrolim S.A. de C.V., ubicada en la localidad Las Canoas,
Apatzingan en el estado de Michoacan de Ocampo, estos residuos consisten en el bagazo y la
cascara del limon los cuales seran usados de manera conjunta para los estudios de biosorcion y

crecimiento del hongo.

Biomasa mixta compuesta por: Trichoderma atroviride cultivado sobre los residuos de
limon, esta biomasa se dividié en dos lotes, en uno el tratamiento de esterilizacion fue por calor
seco y en otro fue por el método de calor himedo; ambos tratamientos fueron probados para la

remocion de As.
5.2 Conservacion y acondicionamiento de los residuos de limon

Los RL fueron expuestos a la intemperie y después sometidos a un secado en estufa a 60°C

durante 18 h. Posteriormente los residuos fueron molidos y tamizados con mallas de 1 mm.

A continuacion los residuos de limon fueron expuestos a una solucion de FeCls para
aumentar su capacidad de retencion (Jimenez, 2007; Lopéz 2009). Se pesaron 5 g de residuos de
cada tipo y se pusieron en 60 mL de una solucién de FeCls al 0.3%, posteriormente se pusieron
en agitacion por 24 h. Los residuos se filtraron, y se lavaron cinco veces con agua destilada, se

secaron por 12 h a 60°C, y se empacaron en bolsas de celofan para su conservacion.
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5.3 Caracterizacion quimica de los residuos de limon y biomasa mixta

Las siguientes determinaciones se hicieron necesarias para definir las caracteristicas de los
residuos de limén para la formulacion del medio de cultivo. Para los experimentos de retencion
de arsénico se sabe que la presencia en los residuos de limon de algunos de los biopolimeros

como son la pectina, celulosa, hemicelulosa, lignina, etc. favorece la retencion de metales.

El contenido de humedad, cenizas y proteina de los residuos de limén y biomasa mixta

fue determinado por los métodos de la American Association of Cereal Chemists (AACC, 2000).

La determinacion de pectina se realizd6 mediante el método gravimétrico de Carré y

Haynes (Kira et al., 2002).

Para le determinacion de fibra dietética se utilizd el método enzimatico de Prosky et al.
(1998), se realizo6 en dos partes: digestion y filtracion. Por su parte, el contenido de celulosa

hemicelulosa y lignina se realizo por el método de Van Soest (1963).

Los carbohidratos totales se determinaron por el método Clegg-Anthrone (1956). Este
método determina la cantidad de carbohidratos totales, basandose en su contenido de almidones

hidrolizables y azucares solubles.

5.4 Caracterizacion de Trichoderma atroviride
5.4.1 Medios de cultivo

El hongo se hizo crecer en medio PDA (Papa dextrosa agar DIFCO™) y Vogel a temperatura de

28°C para obtencion de micelio y esporas para los analisis posteriores.
5.4.2 Obtencion de indoculos

Para todos los experimentos realizados se utilizaron in6culos de micelio provenientes de colonias
en crecimiento activo. Tales indculos se obtuvieron de cultivos miceliares en medio PDA
incubados a 28°C. Para ello, los inoculos se tomaron del borde de la colonia con un sacabocados

de 7 mm de diametro.
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5.4.3 Cinética de crecimiento de Trichoderma atroviride en medio liquido

Por el método de cultivo sumergido. Se colocaron 25 mL de caldo papa dextrosa, en matraces
Erlenmeyer de 125 mL, se esterilizaron a 121°C (15 1b/in?) por 15 min y posteriormente se
inocularon. Los matraces se mantuvieron en agitacion a 150 rpm y a una temperatura de 28+1°C;
el avance del crecimiento se registr6 tomando mediciones periddicas del peso seco del micelio
formado a intervalos de 12 h. El micelio fue filtrado y puesto a temperatura constante de 50°C
por 24 h o hasta peso constante. Los valores en mg/d se obtuvieron por diferencia entre el peso
del papel con muestra y el peso del papel sin la muestra. Las curvas de crecimiento se realizaron
por triplicado y el resultado de las mediciones se promedio, obteniéndose valores de desviacion

estandar para cada punto de la curva de crecimiento.
5.4.4 Cinética de crecimiento sobre residuos de limén
5.4.4.1 Preparacion de los residuos como sustrato

Los RL con y sin tratamiento con FeCls fueron empleados para el crecimiento de 7. atroviride.
Dichos residuos fueron hidratados al 80% 12 h antes de su inoculacion, el porcentaje de

hidratacion de los sustratos de obtuvo por la siguiente formula:
x+y =100 y =100 —x

Donde:
x= humedad de la muestra
y= humedad deseada

Una vez hidratados los residuos fueron esterilizados a 121°C (15 1b/in®) por 15 min, se
dejaron atemperar y se colocaron en caja Petri estériles de 60 x 15 mm y se inocularon como se
indica en el apartado 5.4.2. Los residuos inoculados se mantuvieron en incubacion a 28+1°C
hasta que el micelio invadio totalmente la caja. El crecimiento se registré tomando mediciones
periodicas del didmetro de la colonia a intervalos de 12 h. Las curvas de crecimiento se realizaron
por triplicado y el resultado de las mediciones se promedio, obteniéndose valores de desviacion

estandar para cada punto de la curva de crecimiento.
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5.4.4.2. Obtencion de la biomasa mixta

Habiendo establecido las condiciones de cultivo de Trichoderma sobre los residuos de limon
(biosorbente mixto), se determind que la etapa de crecimiento sobre la que se utilizaria el
biosorbente seria en la fase logaritmica, es decir a 72 h de crecimiento. De los cultivos en estas
condiciones se formaron dos lotes, uno de ellos fue esterilizado por calor himedo y
posteriormente se seco a 50°C por 12 h, el otro lote fue esterilizado por calor seco a 140°C por 6
h. Se obtuvieron asi, dos tipos de biomasa mixta, biomasa mixta estufa (BME) y biomasa mixta

autoclave (BMA). Para ambas biomasas se prob¢ la capacidad de retencion de As por separado.
5.5 Experimentos de contacto
5.5.1 Cinéticas de adsorcion

Las cinéticas de adsorcion se realizaron como se describe a continuacion. Se peso 0.1 g de
biomasa (segun fuese el caso) y se coloco en un tubo falcon, al cual se le agregaron 10 mL de la
solucion de arsenato de sodio 0.2 mg/L. Los tubos a los diferentes tiempos se mantuvieron en

agitacion a 150 rpm y 25°C segun el tiempo en una jornada total de 8 h con diferentes intervalos.

Una vez transcurrido el tiempo de cada tubo, la solucion fue filtrada recuperando asi solo el
sobrenadante para su posterior lectura en el espectrofotometro de absorcion atomica (EAA)
marca PerkinElmer® modelo AAnalyst 200, por el método de generacion de hidruros. Cada una

de las pruebas de biosorcion se realizo por triplicado para determinar su reproducibilidad.
5.5.2 Isotermas de adsorcion

Para determinar la capacidad maxima de adsorcion de cada uno de los biosorbentes probados_a
partir del tiempo obtenido en la cinética de adsorcion, se variaron las concentraciones las cuales
fueron: 30 - 7000 pg/L, para ello se pesaron 0.1 g del biosorbente y se coloco en tubos Falcon, a
continuacion se le adicion6 en cada tubo 10 mL de  las soluciones de arsenato, y se
mantuvieron en agitacion a 175 rpm a 25°C en una incubadora orbital Environ Shaker 3527
marca Lab line® , para posteriormente analizar el contenido del arsénico removido con respecto

al que estaba en solucion con el EAA-GH.

Después los datos se ajustaron a los modelos empiricos que describen las isotermas de

adsorcion como los de Langmuir, Freundlich, etc. (Cortés et al., 2007)
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5.6 Espectroscopia infrarrojo

Se evaluaron los tres tipos de biomasa antes y después del contacto con el metaloide en sus dos
tamafios de particula, antes y después de tratamiento y la biomasa muerta; asi como también
antes y después de los contactos con la solucidon de arsenato de sodio. Este andlisis se hizo con el
fin de localizar los grupos funcionales mas representativos presentes en los materiales
mencionados y su posible interaccion con el metaloide a tratar (Quaiser, 2009). Para ello se

siguio la siguiente metodologia.
5.6.1 Preparacion de los residuos de limon

Se pesaron 4 g de los residuos sin tratar y con pre-tatamiento con FeCl; y fueron expuestos a 50
mL de una solucién de 2 mg/L de arsenato de sodio a 200 rpm y 24+2°C por 24 h. A
continuacion los residuos se filtraron, y se lavaron una vez con agua destilada para eliminar el

arsenato residual, se secaron a 60°C por 18 h.
5.6.2 Preparacion de la biomasa

La biomasa utilizada fue crecida en cultivo sumergido y colectada en una fase de crecimiento
logaritmica; la biomasa se esterilizo, se filtrd, y se lavo una vez con agua destilada para eliminar
los restos de medio de cultivo y una parte se secd a 60°C por 18 h. Mientras que otra parte del
micelio vegetativo se coloco en un matraz Erlenmeyer que contenia 50 mL de solucion de 2 mg/L
de arsenato de sodio, y se mantuvo en agitacion a 200 rpm a 2442°C por 24 h. Posteriormente la
biomasa se filtro, y se lavd una vez con agua destilada para eliminar el arsenato residual, se seco
a 60°C por 12 h. Una vez realizado esto la biomasa fue molida reducida a polvo para proceder

con el analisis.
5.6.3 Biomasa mixta

Se colocaron 5 g de cada una de las biomasas mixtas por separado, provenientes de ambos
tratamientos (estufa y autoclave) suspendiéndolas en 50 ml de una solucion de 2 mg/L de
arsenato de sodio, se mantuvo en agitacion a 200 rpm a 2442 °C por 24 h para la biomasa de
autoclave y 4 h para la biomasa mixta de estufa. Posteriormente ambas biomasas fueron lavadas

una vez con agua destilada para eliminar el arsenato residual, y se secaron a 60° C por 12 h.
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Finalmente, como control se utilizaron biomasas mixtas que no fueron sometidas al contacto con

arsenato. Las biomasas fueron reducidas a polvo para la posterior elaboracion de pastillas.

5.6.4 Preparacion de las pastillas para el analisis de Espectroscopia infrarrojo por

transformadas de Fourier (FT-IR)

Para la lectura en el espectrofotometro, se pesaron pastillas de 0.3 g de KBr seco, y 0.02 g de
cada una de las biomasas, después se comprimieron con una fuerza de 4 ton. por un min. Las
muestras fueron analizadas en un espectrofotometro FTIR marca Bruker® Modelo Tensor 27. El

rango de longitud de onda empleado fue el comprendido entre 200 y 4000 cm™.

5.7 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Este analisis nos proporciond tanto informacion para la parte de caracterizacion como para
obtener microfotografias de los materiales a tratar, determinando su morfologia superficial
(Quaiser, 2009). Ademas, posterior a los experimentos de contacto, el analisis de superficie
permitid observar que la retencion de arsénico se llevd a cabo en la parte superficial de los

materiales, es decir en la pared celular (Siham, 2007).

Debido a las caracteristicas del equipo, se utilizaron biomasa seca del hongo y los
residuos de limén asi como de la biomasa en sus dos formas se analizaron por MEB usando el
equipo JMS-6400, Marca: JEOL®, con un detector para microanalisis marca Bruker® Modelo X
FLASH 4010 MEB, dicho analisis se llevo a cabo en el Instituto de Investigaciones Metalurgicas

de la U.M.S.N.H. con su respectivo analisis de componentes superficiales.
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Capitulo 111

6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Caracterizacion
6.1.1 Caracterizacion de los residuos de limon

Los RL obtenidos de la empresa CITROLIM (RL), habian sido sometidos previamente a una
extraccion de pectina y aceites esenciales. La materia prima usada para los experimentos fue un

limén en estado de madurez avanzada, notandose en el color de la cascara un tono amarillo

(Figura 7).

Figura 7. Residuos de limon deshidratados a 60°C

Analisis quimico

Debido a que los biosorbentes son considerados materiales promisorios dentro de procesos de
descontaminacion, se hace necesario evaluar sus propiedades para su uso efectivo (Xuan et al.,

2006). Para ello es importante determinar su composicion quimica.

En los resultados del andlisis quimico de los RL, se observa la proporcion de los
contenidos de fibra y su composicion, asi como también el contenido de carbohidratos totales y

pectina.
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Cabe destacar que los RL fueron obtenidos cuando los frutos estaban en una estado de
madurez avanzada lo cual disminuye su contenido de pectina y por lo mismo el contenido de
carbohidratos totales se ve aumentado (Crini, 2008), tal como se observa en la Tabla I. El
contenido de los componentes analizado depende mucho del estado de madurez y condiciones en
los que la muestra se encuentre, asi como el tamafo de particula utilizado; Sangnark y
Noomhorm (2003) reportaron que la disminucion en el contenido de la fibra dietética esta
asociada con el tamafio de particula, asi como con otras caracteristicas como la capacidad de

absorcion de agua y aceite.

A partir de los componentes contenidos en los RL se pueden inferir la presencia de
algunos de los probables sitios involucrados en la biosorcion, ya que las moléculas que
conforman la pectina (p.e. acido galacturonico), lignina (monémeros de hidroxi amino-alcoholes)
y celulosa estan asociados a la adsorcion de cationes y aniones (Garcia, 2009; Villaescusa y

Bollinger, 2004).

Tabla I. Caracterizacion de residuos de limoén.

Componente %
Humedad 10+ 0.1
Proteinas totales 8.73+£0.2

Componentes de fibra

Celulosa 7.5+£0.3
Hemicelulosa 10.4 £ 0.2
Lignina 17.1 £0.1
Pectina 7.5+0.2

Carbohidratos totales 8.75+0.2
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Espectroscopia de infrarrojo de residuos de limon

Los resultados de la espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR), se
observan en la Figura 8 para los residuos de limén sin modificar (RL), antes y después del
contacto con solucidon de arsenato. Se observa que existio variacion en las bandas de absorcion de
los espectros de FTIR correspondientes al material, lo cual revela que los grupos funcionales de
los diferentes componentes quimicos de los RL estan interviniendo en el proceso de adsorcion,

tal como también lo han reportado Pinzén y Cardona (2008).

En los RL fue observada la presencia de grupos funcionales caracteristicos entre los que
destacaron los grupo amino (-NH), hidroxilo (-OH), carbonilo (-C=0), carboxil aniones (-COO)
y sulfoxido (S=0), mostrados en la Tabla II. Por el contenido de la biomasa de los RL, se asume
la presencia de varios grupos funcionales polares, provenientes de materiales como lignina y
celulosa, los cuales han sido asociados directamente a la biosorcion de metales y metaloides
(Matheickal et al., 1999; Pino et al., 2006; Villaecscusa y Bollinger, 2004). Estos polimeros
también pueden contener otros grupos funcionales polares como alcoholes, aldehidos y cetonas, y
todos ellos tiene la habilidad de unir metales por sustitucion de iones hidrogeno o por donacion
de un par de electrones de estos grupos para formar complejos con los metales en solucion

(Ofomaja y Ho, 2007).

Tabla I1. Longitudes de onda en FTIR para residuos de limon y grupos funcionales

correspondientes.
Longitud de onda cm™ Grupo funcional
3855.95, 3770.88,3400.01 -NH, -OH
2990.58, 2880.02 CH, -OH
1701.59,1864.54 Cc=0
1491.11, 1405.75 CH (de alcanos)
1202.35 S=0
1131.8 C-N (de alquil amidas)
652.7 -NH (aminas alifaticas)
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Se observo la coincidencia de los picos en las muestras de RL con y sin As; sin embargo,
la intensidad no fue la misma, lo cual indica la interaccion del metaloide con los grupos
funcionales correspondientes a cada banda. Particularmente en los grupos sulfoxido donde se
nota la desaparicion del pico de dicha sefial (1201.10 cm™). Se ha documentado que la union de
arsénico se ve favorecida por la presencia de grupos —SH y S=O (Hirano et al., 2005).

Posteriormente, se realizdo un analisis de FTIR para RL sometidos al tratamiento con
FeCl; (RL-Fe). La Figura 8 muestra la diferencia de la intensidad de sefial, antes y después de los
contactos con As. Notese que la presencia de los grupos funcionales determinados con
anterioridad se mantiene, y sobre los mismos grupos se ve la diferencia de intensidad ante los
contactos con FeCls y As.

Se observo que en el andlisis de FTIR de los RL-Fe aument6 el porcentaje de
transmitancia, el desplazamiento de las sefiales correspondientes a los grupos funcionales
caracteristicos se vio alterado, indicando con esto la interaccion del Fe con el grupo funcional en
cuestion. Un comportamiento similar se describe al tratar biomasas de algunos microorganismos
con Fe (Sathiskumar et al. 2008). Posteriormente, la adicion de arsenato a las muestras de RL-Fe
disminuyo¢ la transmitancia, pero sin llegar al de la muestra sin tratar (RL). Lo anterior indica la
unidon de As (como arsenato) con el Fe presente en el material tratado tal como lo propusieron

Kamala et al. (2005).



BIOSORCION DE ARSENICO (V) EN BIOMASA DE Trichoderma atroviride CULTIVADA SOBRE RESIDUOS
DE LIMON CRIOLLO (Citrus aurantifolia var. swingle)

—RL
— RL/FeCl3
C-H NH @—— RL/FeCIJ/As
N-H

1.0 -

0.8 -
X 1159.18
.g 0.6 4
& 1382.91
S
-
o -
g 1747.45
w044
g 340232
—
H

2922.06
02 = 3381.10
715.56
0.0 4 337146 2937.49 1755.16 1363.62 1132.17
T T T T T T T T T T T T T T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda em’]

Figura 8. FTIR de RL antes y después de los tratamientos con FeCls.

Es posible que la presencia de aniones a bajas concentraciones desestabilice la capa
anidnica formada alrededor de los iones de hierro (III), lo que simplifica el intercambio entre
¢éstos y los aniones de arsenito y arsenato (Ghimire ef al. 2002). Ilina et al. (2009) propusieron un
mecanismo de adsorcidn para biomasas tratadas con Fe’”, mostrando que en gran parte de este
tipo de adsorcion se trata de un intercambio i6nico, en el cual se ven involucrados en su mayoria

grupos carbonilo, principalmente proveniente de carbohidratos, como se observa en la Figura 9.
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Figura 9. Mecanismo de adsorcion de As en biomasas acondicionadas con Fe.

Microscopia Electronica de Barrido (MEB) de los residuos de limon

Con el analisis microscopico se pretende observar la morfologia de superficie para determinar

posibles sitios de unidon en poros y microporos.

Se encontrd que los RL tienen una superficie heterogénea que consta de zonas lisas, asi
como zonas rugosas, que llegan a formar poros de tamafio incluso de micras; estos sitios son
importantes ya que estos poros ayudan a que se dé un difusiéon dentro de los mismos aumentando

el area superficial y, por lo tanto, la capacidad de adsorcion del mismo.

En las Figura 10, se observan los RL a diferentes acercamientos y zonas de la misma
muestra, mostrando la diversidad de la superficie, notando en la figura 10-A y 10-B zonas

rugosas y con poros; mientras que la zona 10-C se distinguen zonas lisas.

De acuerdo con Alzaydien (2009) en una microfotografia obtenida por MEB se observo

que los poros en las cdscaras de naranja son altamente heterogéneos, de la misma manera como
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pueden observarse en estas micrografias, de modo que ésta es una caracteristica compartida entre

este tipo de céscaras de citricos. El tamafio de los poros observado en los RL fue de

aproximadamente 2 a 3 um.

——

AL 15202 10 an

Figura 10. Micrografia residuo de liméon (RL) a 500X A y B se observan las zonas rugosas;

C: zonas lisas
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6.1.2Caracterizacion de Trichoderma atroviride

Se realizaron las cinéticas de crecimiento sobre medio nutritivo para determinar el estado de

crecimiento en el cual se llevaron a cabo los experimentos de retencion.

Los resultados mostrados en la Figura 11 muestran el comportamiento habitual del

crecimiento de 7. atroviride, percibido por la distinciéon de las diferentes zonas en funcion del

tiempo.
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Figura 11. Cinética y fases de crecimiento de T. atroviride en medio liquido.

El estado de crecimiento seleccionado para los experimentos posteriores fue en la fase

logaritmica, es decir entre las 40 y 60 h de crecimiento. en esta etapa de crecimiento se tiene

unicamente el micelio vegetativo en el cultivo, sin la presencia de estructuras de propagacion

como las conidias.
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Se ha reportado en otras investigaciones (Su et al., 2010, Morales et al., 2008) que para
experimentos de biosorcion de diversos metales como cromo, hierro y cadmio, la biomasa de

Trichoderma puede ser colectada entre las 24 y 72 h de crecimiento.

Cinéticas de crecimiento de T. atroviride sobre residuos de limon

El uso de los RL como sustrato para crecimiento del hongo provee una forma diferente para su
aprovechamiento. Rodriguez y Pifieros (2007) realizaron una investigacion para la produccion de
complejos enzimaticos celuloliticos mediante el cultivo en fase solida de Trichoderma sp. sobre

un sustrato constituido por racimos vacios de palma de aceite.

El crecimiento del hongo en los RL se present6 desde las primeras horas se dio de manera
continua y casi hasta el final en fase logaritmica practicamente en todo el tiempo en el que fueron
tomadas las muestras (Figura 13). Esto puede deberse al contenido de carbohidratos totales en la
muestra, lo cual no somete al hongo a un estado de estrés, proporcionando nutrientes durante
todo el ensayo y se ve reflejado también en la duracion de la fase logaritmica (100 h). La fase
estacionaria se da a partir de las 140 h y las esporas empiezan con una coloracion amarilla, esto

es indicativo de un estado de desaceleracion en el crecimiento del hongo.

De igual manera se realizaron cinéticas de crecimiento sobre los RL tratados con
diferentes concentraciones de Fe especificamente 1% 3% y 6% (RL-Fel, RL-Fe3 y RL-Fe6),
para establecer las condiciones adecuadas para un maximo crecimiento del hongo sin formacion

de esporas en un periodo corto, y usar esta biomasa para experimentos posteriores.

Se puede notar que las biomasas RL-Fel, RL-Fe3 presentaron un comportamiento similar
en la cinética de crecimiento del hongo. Se puede observar que la presencia de Fe en los residuos
mejord el crecimiento del hongo, ya que en los residuos sin tratamiento (RL) el crecimiento
maximo alcanzado fue de solamente 3 cm de didmetro, mientras que en los RL-Fe se alcanzaron
didmetros de hasta 5 cm en un menor tiempo, lo cual indicé una mayor obtencion de biomasa con

las caracteristicas deseadas en un periodo mas corto.

En la Figura 12 -A se puede observar el crecimiento de 7. atroviride a las 48 h sobre los

RL tratados a las diferentes concentraciones de hierro (RL-Fel, RL-Fe3 y RL-Fe6). Se observo
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un crecimiento normal y progresivo en RL-Fel y RL-Fe3, mientras que para RL-Fe6 el

crecimiento fue lento (Figura 13) y el didametro miceliar fue menor.

Figura 12. Crecimiento observado de 7. atroviride sobre residuos de limén tratados a diferentes concentraciones de Fe A)48h B)84h C)98h.
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En la Figura 12-B se observa el crecimiento a las 84 h, puede notarse que para los RL-
Fel, la presencia de esporas empieza a ser evidente, y el crecimiento estd cubriendo casi
completamente la caja Petri; mientras que para RL-Fe6 el crecimiento exponencial comenz6 a
este tiempo (Figura 13). En el caso de los RL tratados a una concentracion de RL-Fe3 el

crecimiento sigue en fase exponencial y sin aparicion de esporas (pigmentacion).

En la Figura 12-C se observa la fase estacionaria del 7. atroviride cultivado sobre RL-Fel
en donde destaca la presencia de esporas. Mientras que para la concentracion de 0.3% se observa

aun en la fase de crecimiento logaritmica de la misma manera que en la concentracion de 0.6%.

Se realizaron las pruebas estadisticas para los datos obtenidos en las cinéticas y se
observd que la concentracion no mostrod diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) en

relacidn con el crecimiento.

Por lo tanto, para seleccionar la biomasa modificada se tomd en cuenta aquella
concentracion de hierro en la que la duracion de la fase logaritmica (miceliar) fuera mayor, sin
presencia de esporas, y que dicha concentracion no fuera tan baja para tratar de aumentar la
capacidad de retencion de arsénico, ya que se ha reportado que en biomasas modificados con Fe a
mayor concentracion se aumenta la capacidad de adsorcion de As (Lopez, 2009; Jiménez, 2007).
Con base en lo anterior, se decidid usar la concentracion de 0.3% de FeCl; con aparicion de
esporas a las 108h (Figura 13), ya que en los RL-Fel la aparicion de pigmento comenzd a partir
de las 72 h, y aunque en la concentracion de 0.6% comenzd la aparicion de esporas a las 120 h, el

crecimiento fue lento a lo largo de toda la cinética.
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Figura 13. Cinética de crecimiento de Trichoderma atroviride sobre RL con y sin

tratamiento de hierro.

Orzua-Gonzalez et al. (2001) reportaron velocidades de crecimiento para Aspergillus
niger sobre diferentes residuos agroindustriales, sefialando a la cdscara de limon, naranja y
manzana como los mejores soportes para el crecimiento de dicho hongo, indicando un didmetro
de crecimiento de 38.1 mm de diametro a las 96h sobre cascaras de limon, siendo este un valor

menor al obtenido en las condiciones seleccionadas en el presente estudio.
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Espectroscopia Infrarrojo de biomasa de Trichoderma atroviride

La Tabla III. muestra las bandas de transmitancia de grupos funcionales caracteristicos que se
atribuyen a la composicion de la pared celular de Trichoderma. Estos grupos funcionales han

sido asociados con la adsorcidon de diversos tipos de metales como Cr y Ni (Bishnoi et al.,

2007).

La pared celular de hongos estd constituida por una red compleja de polisacaridos
(aproximadamente el 90 %) dentro de los cuales esta la quitina, B-1,3 y B-1,6 glucanos, mananos
y proteinas. En el caso de Trichoderma existe una gran variedad de enzimas extracelulares
(Latgé, 2007; Adams, 2004). Todos estos compuestos pueden contener en cierto grado algin

grupo de los mencionados en la Tabla III.

Tabla III. Longitudes de onda en FTIR para biomasa de T. atroviride y grupos funcionales

correspondientes.
Longitud de onda cm™ Grupo funcional
3739.85.,3492.97 -NH, -OH
2918.20, 2852.62 CH,
1741.66 C=N
1641.37 C=0
1548.79 N-H (amina primaria y secundaria)
1060.19 S=0
1285.71 C-N (de alquil amidas)
709.78 -NH (aminas alifaticas)

El contacto de la biomasa con el As ocasion6 un cambio de intensidad de las bandas en
los grupos funcionales presentes en la misma, asi como el desplazamiento de las sefnales después
del contacto, por lo cual se advierte una interaccion de los grupos con el metaloide, con especial
distincion en los grupos -NH y S=0. Sin embargo, la sefial después del contacto con As se ve
totalmente deformada (Figura 14). Se ha reportado que el desplazamiento de las sefiales puede ser
ligero (hasta menos de 6 cm™) para atribuirse como interaccion con el metal o metaloide en

cuestion (Rao et al., 2010).

Las sefiales asociadas a los diferentes grupos funcionales fueron las siguientes: las bandas

encontradas a 3739.85 cm™ y 3492.97 cm™ estan relacionadas con grupos N-H de proteinas y
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grupos O-H de carbohidratos, respectivamente (Zhou et al., 2005). Las bandas de media sorcion
encontradas a 2918.20 cm™ se asignan a vibraciones de estiramiento C-H y C- CHj3;, ambas
pueden ser atribuidas a grupos funcionales de fosfolipidos de membrana (Yee et al., 2004). Los
picos encontrados en 1641.07 cm™ y cerca de 1548.07 cm™ representan bandas de aminas
primarias y secundarias, y pueden atribuirse a grupos funcionales de polimeros de N-acetil

glucosamina y a los enlaces peptidicos de las proteinas (Liu et al., 2007).
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Figura 14. FTIR Biomasa muerta de T. atroviride antes y después del contacto con As.

Se ha reportado que los grupos involucrados en la biosorcion de Cr (VI) en 7. viride son
—NH y —OH, concordando con estos resultados. Sin embargo, en este caso, para la biosorcion de
As (V) sobre biomasa de 7. atroviride se observa también que los grupos S=O y P-O

interactiian directamente en la remocion.
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Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) de biomasa de T. atroviride

La Figura 15 muestra micrografias de/ micelio vegetativo del hongo 7. atroviride, en las cuales
se puede observar el micelio, asi como las hifas. Se tomaron imagenes antes y después del
contacto con el As.

La biomasa presentd una superficie homogénea, aunque en algunas partes hubo
proyecciones y/o hendiduras que confieren rugosidad al biosorbente. Se puede observar también
que el tamaio de cada hifa fue de aproximadamente 10 pm. Una caracteristica importante de las
hifas antes del contacto con el As es que mostraron una superficie definida y uniforme en la pared
celular y esta caracteristica se noto al observarla en conjunto como micelio (Figura 15 A, B, C).
En la Figura 15-D, E y F se aprecia el micelio vegetativo después del contacto con As. La pared
muestra signos de desgaste en la superficie, asi como también el rompimiento de las hifas,
probablemente ocasionados por la presencia del metaloide, asi como por las condiciones en las
que se lleva a cabo el proceso de remocion, particularmente debido a la agitacion (Figura 16-F).
Otros autores han reportado que para especies como Aspergillus ocurre algo similar al exponerlo
a metales como Cr (Khambhaty et al., 2009), asi como Penicillium y Fusarium al exponerlo a As

(Su et al., 2010), comprobando el desgaste de pared por medio de MEB.

Con estas observaciones, aunadas a los espectros FTIR, se puede establecer que la pared
celular, y los grupos funcionales de sus compuestos, tienen un papel importante en la retencion de

As (V), confirmando la naturaleza superficial del proceso de biosorcion.
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6.1.3 Caracterizacion biomasa mixta

Caracterizacion quimica

Los resultados del analisis quimico de la biomasa mixta en ambos casos fue muy similar para
todos los parametros analizados con respecto a los RL, excepto para el contenido de
carbohidratos el cual para ambos casos (BMA y BME) fue mayor incluso que en los RL,
indicando con esto la degradacion de algunos polimeros, probablemente ocasionados por el
crecimiento del hongo, asi como también el incremento en el contenido de proteinas. En la Tabla
IV se muestran los resultados de esta caracterizacion, nétese que el analisis de comparacion de
medias no da diferencias estadisticamente significativas en los demds parametros, por lo cual
podemos decir que el tratamiento (calor) no tiene un efecto significativo en la composicion

quimica de los biosorbentes.

Tabla IV. Caracterizacion quimica de biomasas mixtas.

% %
Componente
Autoclave Estufa

Humedad 2.5+0.3, 2.1+0.2,
Proteinas totales 5.05+£0.3, 4.76+0.25,
Componentes de fibra

Celulosa 5.840.14 5.5+0.24
Hemicelulosa 7.9+0.2, 7.8+0.3,
Lignina 13.2+0.4; 13.1+0.3¢
Pectina 8.58+0.2, 8.46+0.3,
Carbohidratos totales 21.19+0.5;, 20.70+0.5;

*Letras diferentes = valores estadisticamente significativos.
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Espectroscopia de infrarrojo para biomasa mixta

En las Figuras 16 y 17 se muestran los FTIR de las biomasas mixtas BME y BMA. Las senales
identificadas en ambos tipos de biomasas fueron similares a las observadas en las biomasas de

limoén y 7. atroviride. Las sefiales mas caracteristicas observadas en cada una de las biomasas son

las indicadas en la Tabla V.

Tabla V. Longitudes de onda en FTIR para biomasa mixta y grupos funcionales

correspondientes.
Biomasa mixta autoclave | Biomasa mixta estufa .
Longitud de onda cm” Grupo funcional
3791.93, 3406.18 3758.02, 3415.08 -NH, -OH
2920.65, 2852.64 2920.65, 2852.94 CH,
1742.96, 1638.16 1742.96, 1630.91 C=0
1443.09 1450.35 C-H streching
1165.80 1157.94 C=0
1023.12 P-O Y C-OH enlace
767.69, 707.94 760.34, 701.94
610.41 553.33

Los FTIR fueron realizados antes y después del contacto con arsénico y con los dos tipos
de biomasas mixtas; se puede observar en la Figura 16 que la sefial identificada a 3791.93 cm,
que corresponde a grupos amina (N-H), después del contacto con As desparece, y la encontrada a
3406.18 cm™ (correspondiente a grupos hidroxilo) se encuentra desplazada 44 cm™ después del
contacto con arsénico. Como este ultimo ejemplo se encuentra la mayoria de las senales

identificadas, con desplazamientos que van desde los 7 cm™ hasta los 13 cm™, indicando con ello

la interaccion del metaloide con la biomasa empleada.
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Figura 16. FTIR BMA antes y después del contacto con As.

En la Figura 17 se observan los resultados para la BME donde es evidente la diferencia

del porcentaje de transmitancia antes y después del contacto, asi como también el desplazamiento

de las senales caracteristicas de los grupos funcionales identificados. Se puede observar la

ausencia de algunos grupos previamente identificados en BMA, como el grupo P-O. Por otro lado

es importante decir que los desplazamientos de sefial en este caso van desde los 7cm™ hasta 53

cm™ indicando la interaccion del As con la biomasa.



BIOSORCION DE ARSENICO (V) EN BIOMASA DE Trichoderma atroviride CULTIVADA SOBRE RESIDUOS
DE LIMON CRIOLLO (Citrus aurantifolia var. swingle)

——BME
—— BME/As

1.0 4 707.94
553.33

3738.02 2358.00 760-34

0.9 +

1450.35

023.17
587.84
CH

0.8 - 3415.58 1630.91 1157.74

1742.96
2852.94

0.7 4

2920.65

Transmitance %

06 - c=0 €0

OH 1443.09 015.87

0.5 1 1150.48
3408.03 1630.16

256100 1750.21
0.4 - '

2927.90
0.3 — T T T T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
Wavenumber cm

Figura 17. FTIR BME antes y después del contacto con As.

Como se mencion6 anteriormente, en las biomasas del limon y 7. atroviride, el grupo
carbonilo estd involucrado en la adsorcion de As, ya que estd presente en compuestos como los
acidos organicos (Jena et al., 2002). El acido hidroxicitrico es de estructura similar al acido
citrico y se sabe que el As es capaz de reducir el contenido de acido citrico en frutos como limoén
y naranja, aunque este mecanismo aun no esta bien establecido. Sin embargo, se ha postulado que
el grupo carbonilo de estos acidos se une al As por medio de un acoplamiento de quelacion

(Kamala et al., 2005).

Babakhouya et al. (2010) realizaron FTIR para un biosorbente mixto compuesto por

hueso de aceituna y semilla de datil, y observaron que los porcentajes de transmitancia varian al
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cambiar las proporciones de cada uno de los biosorbentes, asi como también reportaron ligeros

desplazamientos en las sefiales.
Microscopia Electronica de Barrido (MEB) para biomasa mixta

En las micrografias tomadas a la biomasa mixta sometida a los dos tipos de esterilizacion (BMA
y BME), se observd que para la BMA se distingue sobre su superficie parte del micelio de 7.
atroviride, (Figura 18-A y 18-B); asi como también se distinguen zonas rugosas atribuidas a los

RL y las hendiduras formadas por el crecimiento del hongo sobre dichos residuos.

Por otro lado en la BME se percibe un dafio del material (Figura 18-C y 18-D) y por

consecuencia no se alcanza a ver el efecto del crecimiento del hongo debido a la alta temperatura

a la que fue sometida la biomasa, evidencia del dafio es ver zonas lisas.

Figura 18. Micrografias de biomasa mixta por el método de calor himedo (BMA): A) 500x
B)1000x y por el método de calor seco (BME): C) 500x y D) 1000x.
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6.2 Experimentos de contacto

6.2.1 Cinéticas de remocion de As con Residuos de limén

Se realizaron los experimentos de contacto con los RL que fueron sometidos al tratamiento con
FeCl; al 0.3% (RL-Fe3); se eligi6 este porcentaje de acondicionamiento ya que fue en el cual el
hongo presento mejores caracteristicas de crecimiento; se observé que en las primeras horas de
contacto (3h) el porcentaje de remocion de As fue aproximadamente del 12% alcanzando el
equilibrio a las 24h con un porcentaje de remocion del 58.28% (Figura 19).

En los RL-Fe3 el proceso de retencion del metaloide fue lento en comparacion con lo
reportado por otros autores como Jiménez (2007) quien utilizd perejil para la remocion de
arsénico alcanzando el equilibrio de sorcion a los 180 min. Mohan ef al. (2007) y Lopez (2009)
reportaron el uso de madera de pino para la remocion de As destacando que dicha sorcion puede
considerarse instantanea.

Otros resultados fueron observados en la remocion de As en soluciones acuosas al usar
carbon activado tratado con 6xidos de hierro, donde el equilibrio de adsorcidon se observa a partir

de las 18 h (Chen et al. 2007).
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—B— % de remocion As

- r - r r r + 1+ T+ T * T * 1 70
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Figura 19. Porcentajes de As en solucion y remocion para residuos de limon.



BIOSORCION DE ARSENICO (V) EN BIOMASA DE Trichoderma atroviride CULTIVADA SOBRE RESIDUOS
DE LIMON CRIOLLO (Citrus aurantifolia var. swingle)

En la Tabla VI. se pueden ver los valores de la concentracion de As removido por unidad
de masa de biosorbente, q; (g As/g RL-Fe), asi como la desviacion estdndar de cada uno de los

datos, observandose una buena reproducibilidad del experimento.

Tabla VI. Valores de ¢; para RL- Fe3.

Tiempo | q¢(ng As/g
(h) RL-Fe3)
5 0.18+0.04
8 0.89+ 0.04
12 0.92+0.05
18 0.76+0.24
24 0.83+0.05
38 0.87+0.20

Los datos obtenidos en las cinéticas de RL-Fe3 fueron ajustados a los modelos empiricos
de Lagergren (pseudo-primer orden), Elovich y pseudo-segundo orden mediante un analisis de
regresion no lineal (Figura 20).

Los resultados de correlacion revelan que los modelos que mejor describen a los datos
experimentales para RL-Fe3 fueron los modelos empiricos de Lagergren y pseudo segundo orden
con un coeficiente de correlacion R=0.8841 y R=0.8667, respectivamente. Por los resultados
obtenidos en los experimentos anteriores, el modelo que mejor explica el tipo de sorcién que se
llevo a cabo fue el de pseudo segundo orden, este modelo se basa en que el paso limitante de la
velocidad se debe a una sorcidon quimica o quimisorcion, la cual, involucra fuerzas de valencia a
través de intercambio i6nico o que comparten electrones el adsorbente con el adsorbato, como
fuerzas covalentes (Ho y McKay, 2000).

Matematicamente los dos modelos (Lagergreen y pseudo segundo orden) pueden describir
bien la cinética debido a que el coeficiente que es parecido, pero el modelo de pseudo segundo
orden por las bases sobre las que fue propuesto, coincide mas con los mecanismos de sorcion que
se llevan a cabo en este sistema en particular, por eso se puede elegir a este modelo para describir

la cinética en este sistema.
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Figura 20. Modelos cinéticos aplicados al proceso de biosorcion en RL-Fe.

En la Tabla VII. se muestran los valores de las constantes para cada uno de los modelos
probados, asi como su coeficiente de correlacion. El modelo de pseudo segundo orden es
representado por las variables q. y K»; el valor de qe., representa la cantidad de As (V) removido
por el biosorbente. Estos coeficientes indican ademas que la velocidad inicial de sorcion de
arsenato es significativamente alta. Ilind et al. (2009), reportaron para este mismo modelo

cinético en derivados del maracuya.
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Tabla VII. Valores de los parametros cinéticos para residuos de limon.

MODELO | Parametro cinético R
K;=0.162978 h”!
Lagergren R = 08841
q.=0.890010ug/g

K= 0.168524g/g.h

Pseudo-
R=0.8663
segundo qe.=1.069316ug/g

Orden

a=0.051627g/g.h
Elovich R= 07245
p=1.140595g/mg

Jiménez en 2009, encontr6 que para adsorcion de As en perejil pretratado con hierro los
valores de las constantes para el modelo de pseudo segundo orden fueron para q. de 3.81 y para
K, de 0.60; resultados similares obtuvieron Pokhrel y Viraraghavan (2007) con Aspergillus niger
modificado con oxido de hierro para la remocion de As(Ill) y As(V); tambien Maity et al. (2005)
encontraron que el modelo de pseudo-segundo orden fue el mejor para describir el proceso
cinético de la adsorcion de arsenito y arsenato por un nodulo polimetalico de origen marino.
Otros datos referentes a este modelo fueron obtenidos por Deng y Ting (2007) deduciendo que el
modelo de pseudo segundo orden fue el que mejor describe los datos cinéticos para la remocion
de As(IIl) y As(V) por Penicilium chrysogenum, obteniendo valores de K, igual a 0.203 y 0.028

g/mmol min, respectivamente, observando que para el caso de RL-Fe3 la sorcion es mas lenta.

6.2.2 Cinéticas de sorcion en biomasa muerta de Trichoderma atroviride

La adsorcion de contaminantes como los metales, metaloides y colorantes se puede llevar a cabo
por microorganismos vivos, pero también pueden ser removidos por material bioldgico muerto.
Los estudios de aplicacion de viabilidad a gran escala han demostrado que los procesos de
biosorcion utilizando la biomasa muerta son de hecho, mas aplicables a los procesos de
bioacumulacién que los que utilizan microorganismos vivos, ya que estos Ultimos requieren una

fuente de nutrientes constante y un complicado sistema de biorreactor (Park ez al., 2010).
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Los resultados obtenidos de la cinética de adsorcion usando biomasa muerta del hongo
Trichoderma atroviride se observan en la Figura 21. El porcentaje de remocion alcanzado a las 3
h en el equilibrio fue del 44.8%. Por lo cual, se considera que en este tiempo se alcanzd el
equilibrio. En la Tabla VIII. se muestran los valores de ¢; con sus respectivos valores de

desviacion estandar a los diferentes tiempos indicando la reproducibilidad del experimento.

Tabla VIII. Valores de q; para biomasa muerta de Trichoderma atroviride.

q: (ng As/g
Tiempo (h) | T.atroviride)
1.5 0.169 + 0.07
2 0.75+0.01
3 0.802+0.02
3.5 0.742+0.04
4 0.772+0.02
5 0.652+0.04
6 0.75+0.01
|—m— % de remocion As]
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Figura 21. Cinética de adsorcion de arsénico usando como biosorbente T. atroviride.
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Los datos obtenidos en las cinéticas fueron ajustados para ambos tipos de residuos a los
modelos empiricos de Lagergreen (primer orden), Elovich y pseudo-segundo orden mediante un
analisis de regresion no lineal (Slejko, 1985; Faust y Ali, 1999). Los resultados de correlacion
revelan que el modelo que mejor describio la cinética de biosorcion de As para la biomasa de
Trichoderma atroviride fue el modelo empirico de pseudo segundo orden con un coeficiente de
correlacion de R=0.8668 (Figura 22). Indicando con esto que se trata de una quimisorcion. En la
Tabla IX. se muestran los valores de los parametros cinéticos obtenidos a través del ajuste a los
diferentes modelos. Podemos destacar que la constante K indica la velocidad de sorcién inicial y
muestra que la sorcion fue rapida al inicio (0.4836 h).

Matematicamente al igual que para los RL, los dos modelos (Lagergren y pseudo segundo
orden) pueden describir bien la cinética debido al coeficiente de correlacion que es muy parecido,
sin embargo, por los resultados obtenidos en FTIR y por las caracteristicas del modelo, el modelo
que mejor explica los resultados de cinética es el de pseudo segundo orden, debido a la

interaccion de los grupos funcionales presentes en la biomasa con el As.

Tabla IX. Valores de los parametros cinético en la biosorcion de As con T. atroviride.

MODELO Parametro cinético R
K1 =0.567340 i
Lagergren
q.=0.815923 ug/g |R=0.8774
K>=0.483667 g/mg. h
Pseudo-segundo R = 0.8668
Orden qe=1.070813 ug/g
o= 0.23649 ug/g.h
R =10.8058
Elovich p=1.057947ug/mg

Comparando estos resultados con los RL-Fe3 se observa que la velocidad inicial de
adsorcion de As es mayor para el caso de 7. atroviride, por lo cual la sorcion se llevd en un

menor tiempo, pudiendo ser considerada como instantanea.
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En la literatura, la mayoria de las biomasas de microorganismos se comportan de acuerdo
al modelo de pseudo segundo orden (Khambhaty et al. 2009; Aguilar et al.2009; Lopez, 2009) ya

que éste es considerado como uno de los mejores modelos para explicar sistemas de biosorcion
(Aguilar et al. 2009).

Se ha reportado con referencia al arsénico (Sathishkumar et al., 2008), ajustando al
modelo de pseudo segundo orden, que usando biomasa esterilizada por autoclave de Aspergillus
fumigatus encontraron valores de K, y q. de 0.105 y 0.21 respectivamente, indicando con ello
que la velocidad de remocién es alta, indicando con ello que los resultados obtenidos para la

biomasa de 7. atroviride es de igual manera una sorcion rapida.
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Figura 22. Modelos cinéticos aplicados al proceso de biosorcion en biomasa de Trichoderma

atroviride.
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6.2.3 Cinéticas de sorcion en biomasa mixta

En la Tabla X. se muestran los valores de ¢; obtenidos para cada una de las biomasas. El
comportamiento para la biomasa mixta de autoclave (BMA) indico6 que la mayor parte de la
sorcion se llevo a cabo a partir de las 5 h hasta alcanzar el equilibrio a las 24 h, teniendo un

porcentaje de remocion del 48.5% (Figura 23).

Tabla X. Valores de g; para ambos tipos de biomasa mixta.

Tiempo (h) | & éﬁﬁj/g Tiempo (h) e ](3%\%[]? )s/g
0.5 0.047+0.04 1 1.111+0.04

1 0.037+0.01 1.5 1.096+0.02

3.5 0.033+0.04 2 1.448+0.04

5 0.127+0.02 2.5 1.497+0.03

8 0.165+0.03 3 1.478+0.03

12 0.566+0.04 35 1.497+0.04

24 0.694+0.03 4 1.472+0.02

38 0.632+0.02 4.5 1.509+0.03

remocion es bajo, y a partir de las 8 horas la remocion aumenta de manera considerable.

En la figura 23 se puede observar que en las primeras horas de contacto, el porcentaje de
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Figura 23. Cinética de remocion de As usando BMA.

En la Figura 24 se puede observar la cinética de remociéon de arsénico usando como

biosorbente la biomasa mixta sometida al tratamiento de estufa; gran parte de la sorcion fue

instantanea ya que desde los primeros minutos existid sorcion, y conforme transcurrio el tiempo

ésta se volvid mas lenta, llegando al equilibrio a las 2.5 h con un porcentaje de remocion del

56%.
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Figura 24. Cinética de remocion de As usando BME.
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El ajuste a los tres modelos empiricos demostré que el proceso correspondidé a una
adsorcion de pseudo segundo orden (Figuras 25 y 26) para ambos casos con valores en la
K>=0.0320g/mg.h para la biomasa mixta de autoclave y K,=0.9347g/mg.h para la biomasa mixta

de estufa; indicando con esto que la velocidad inicial de sorcion fue rapida.

Singh et al. (2009) reportaron un comportamiento diferente para un biosorbente mixto
compuesto por alumina y silica, deduciendo que se traté de una sorcion superficial, debido a la

naturaleza de ese biosorbente.

En la Tabla XI se muestran los valores de las constantes para cada uno de los modelos
probados, asi como su coeficiente de correlacion. El modelo de pseudo segundo orden
representado por las variables q. y K», que representan a la cantidad de soluto adsorbido (ng/g) en
el equilibrio y la constante de velocidad, respectivamente, es el que mejor describe la velocidad
de sorcion de As(V) para cada unos de las biomasas probadas, indicando con ello que se trata de
una quimisorcion. Estos coeficientes indican ademas que la velocidad inicial de sorcion de

arsenato fue significativamente alta.
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Figura 25. Modelos cinéticos aplicados al proceso de adsorcion en BMA.
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Figura 26. Modelos cinéticos aplicados al proceso de adsorcion en BME.

Tabla XI. Valores de los parametros cinéticos de los modelos empiricos para biomasa

mixta.
Biomasa mixta autoclave Biomasa mixta estufa
MODELO | Parametro cinético R Parametro cinético R
K;=0.0584 b’ K;=1.1619 h”
Lagergren | ¢.=0.7939 ug/g | 0.9386 q.=1.5226ug/g 0.9895
K>=0.0320g/mg.h K>=0.9347g/mg.h
Pseudo-
segundo | g.= 1.2149ug/g qe=1.7547ug/g
Orden 0.9328 0.9881
a=1.007ug/g.h a=1.1976ug/g.h
Elovich | f=0.0316 ug/mg | 0.9131 p=1.1639 ug/mg 0.9198

Por los valores obtenidos para los cuatro tipo de biosorbentes, y por los valores obtenidos

en el ajuste a los modelos cinéticos, los biosorbentes que tuvieron una mayor velocidad inicial de
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adsorcion fueron la biomasa muerta de 7richoderma atroviride y la BME, lo cual indicé que
estos biosorbentes realizaron una sorcion mas rapida, comparada con los RL-Fe3 y BMA.

6.3 Isotermas de adsorcion
6.3.1 Isotermas de sorcion en residuos de limon

La modelacién de equilibrio de adsorcion o de la capacidad de adsorcion consiste en representar
el estado de equilibrio que determinan las concentraciones de adsorbato en la solucién (Ce) y
sobre el material adsorbente (q.). Los modelos permiten conocer la cantidad méxima susceptible
de ser fijada sobre el adsorbente para una concentracion de disolucién dada; es decir, la

modelacion consiste en buscar una relacion de los valores g. y C. (Weber y Smith, 1987).

Los datos obtenidos para RL-Fe3 se presentan en la Figura 27, los cuales nos demuestran
que, bajo estas condiciones experimentales, la isoterma tiene una forma lineal. El valor del
coeficiente lineal de sorcion (coeficiente de particion) corresponde al valor de la pendiente de la
linea ajustada: K; = 1.8171 L/g; por lo tanto a mayor valor en el coeficiente mayor serd la
capacidad maxima de retencion del material biosorbente. Un comportamiento similar fue
reportado por Brunson y Sabatini (2009) al evaluar la remocion de arsenatos con carbon de

huesos animales, obteniendo un valor de K,= 0.035 L/g.
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Figura 27. Isoterma de adsorcion para RL-Fe3.
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Estos datos sugieren que el biosorbente usado aun tiene capacidad de seguir reteniendo

arsénico en soluciones acuosas de concentracién mayor.

El ultimo punto de la isoterma que equivale a 474.8 ug As/g RL-Fe indicando que la
capacidad de adsorcion de este biosorbente, en el intervalo de concentraciones probado, fue

significativa.

6.3.2 Isoterma de sorcion para biomasa muerta de Trichoderma atroviride

Usando el tiempo al equilibrio obtenido en las cinéticas de adsorcion se observo que
Trichoderma atroviride demostrd6 una capacidad méxima de adsorcion de 285.20 pg As/g
biomasa; estos datos fueron ajustados a los modelos isotérmicos empiricos (Tabla XII) de
Langmuir, Freundlich y Langmuir-Freundlich (Slejko, 1985); siendo el modelo al que mas se
ajustaron el de Langmuir-Freundlich con un coeficiente de correlacion de R= 0.9960 indicando
con esto una biosorcion heterogénea, debido a los diferentes sitios de adsorcion, ya que los

grupos funcionales que influyen, poseen diferente energia (Figura 28).

Tabla XII. Parametros isotérmicos observados en la retencion de arsénico usando como

biosorbente Trichoderma atroviride.

MODELO Parametros R
isotérmicos

Freundlich Kr=06.06174 0.9803
n=1.6172

Langmuir | gy (ug/g) =468.93 0.9927

b (L/ug ) =0.003
Langmuir- Kir=0.2169 0.9960
Freundlich arp =0.006

nrr =1.4664
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Figura 28. Modelos isotérmicos aplicados al proceso de biosorcion en biomasa de

Trichoderma atroviride.

6.3.3 Isotermas de sorcion para biomasa mixta

La capacidad méaxima de adsorcion de As demostrada por la BMA fue de 267.6 ng As/ g BMA, y
el ajuste de datos experimentales a los modelos empiricos demostrd que la sorcion fue de tipo
heterogénea con una correlacion de 0.9884 para el modelo de Langmuir- Freundlich (Figura 29).
Mientras que para BME la capacidad méxima de adsorcion de As fue de 127.6 ng As/ g BME; el

ajuste al modelo empirico fue el mismo que para BMA, con un coeficiente de correlacion de
0.9916 (Figura 30).
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Figura 29. Modelos isotérmicos aplicados al proceso de biosorcion en BMA.
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Figura 30. Modelos isotérmicos aplicados al proceso de biosorcion en BME.



BIOSORCION DE ARSENICO (V) EN BIOMASA DE Trichoderma atroviride CULTIVADA SOBRE RESIDUOS
DE LIMON CRIOLLO (Citrus aurantifolia var. swingle)

De acuerdo con el pardmetro n (indicador de heterogeneidad) la BMA fue mas
heterogénea que la BME. Asimismo, el pardmetro a;p (ng/g) la BMA tuvo mayor capacidad de

remocion que la BME (Tabla XIII).

Tabla XIII. Parametros isotérmicos para la biomasa mixta.

Biomasa mixta autoclave Biomasa mixta
Estufa
MODELO Parametros R Parametros R
isotérmicos isotérmicos
Freundlich Kr=3.8944 0.9817 Kr=94922 0.9747
n= 11162 n= 20217

Langmuir qo (ug/g) = 153.69 0.9876 qo(ug/)= 165.45 0.9908

b (L/ug ) =0.0026 b (L/ug)=0.015
Langmuir- K, =0.3332 0.9884 K= 14579 0.9916
Freundlich aip=0.1435 air = 0.0201
n=16615 n=11804

La capacidad de remocioén demostrada por la biomasa mixta en ambos casos fue menor que la

encontrada para los biosorbentes por separado siendo de mayor a menor como se indica:
RL-Fe > T. atroviride > BMA >BME
Siendo los RL-Fe 3.7 veces mas adsorbente que BME y 1.7 veces mas que BMA.

Singh et al., (2009) reportaron adsorcion de As (III) en usando como biosorbente una mezcla de
caolin y cenizas obteniendo una capacidad de remocion de dicho metaloide de 200 pg de As/ g

biosorbente.

Finalmente en la Tabla XIV. se presentan las capacidades de adsorcion de algunos biosorbentes

que han sido utilizados para la remocion de As en soluciones acuosas.
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Tabla XIV. Capacidad de adsorcion de arsénico (ng/g) de algunos materiales.

cultivada sobre residuos de limén)

Capacidad de
Material adsorcion Referencia
(ng As/g
biosorbentes)

Clinoptilolita- heulandita 75.4 Macedo y Olguin (2007)
Zeolita/San Luis 50 Elizalde et al. (2001)
Aspergillus-FeCl; 538 Sathishkumar et al. (2008)

Resinas modificadas 60 mg As/g Rau et al. (2000)
Carbon de huesos animales 50 Brunson y Sabatini (2009)
Residuos de Limén — Fe 474.8 En este trabajo
Trichoderma atroviride 285.1 En este trabajo
Biomasa mixta (T. atroviride 127.6 ~ 276.6 En este trabajo

6.4 pH

El pH es un factor importante en la biosorcion de metales pesados como el Cu, Pb, Zn, Cd y Ni,

ya que cuando el valor de pH disminuye la biosorcién incrementa para estos metales. Chen y

Yang (2005) mencionan que el efecto del pH sobre la biosorcion del metal se puede explicar por

. . + . . s
la competencia de los iones H'™ con los iones de metales pesados, generando una combinacion de

mecanismos, como intercambio i6nico y formacion de complejos metalicos en superficie.

El pH afecta sustancialmente a la disponibilidad de iones metéalicos en la solucion

(especiacion) por las interacciones en la superficie de los biosorbentes. Se sabe que a valores

bajos de pH, H3AsO4 y H,AsOy4', son las especies de As (V) predominantes en disolucion acuosa.

En un estudio realizado en la biosorcion de arsenatos con rapa de uva se observd que estas

especies anidnicas interactian con mas fuerza con los respectivos ligandos cargados
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positivamente, presentes en la superficie de la rapa; por lo que a pH bajos se reducian las
especies negativas de As y se facilitaba asi la sorcion por la rapa con estructura de lignina

(Villaescusa y Bollinger, 2008).

El Cr (VI) en disolucion acuosa al igual que el As (V), estd presente como anion (HCrO4
y CrO4?). Estudios demuestran que la lignina ha dado resultados satisfactorios como adsorbente
de aniones y cationes metalicos, probablemente debido a la presencia en la lignina de grupos
funcionales cargados tanto negativa como positivamente (grupos fenodlico, carboxil y metil)

(Lalvani et al. 2000).

6.4.1 Efecto del pH en la sorcion de As sobre RL-Fe3

En la Figura 31 se muestran los resultados obtenidos a diferentes valores de pH para los RLC-Fe3
y se observo que la mayor parte de la retencion de arsénico (gf) se logré en el rango de pH 4-6;
mostrando un incremento en pH 9 probablemente debido a alguna precipitacion del metaloide por

la unién con alglin otro catidon; a pH de 7 y 8 la biosorcion no se llevo a cabo.

Jiménez en 2007 observo que en Petroselinum crispum modificado con hierro usado para
la remocion de As (V) la reaccion de sorcion se llevo a cabo por interacciones acido-base como
pasa en las zeolitas o por la interaccion con los grupos funcionales que se encuentran presentes en

el biosorbente.

De Marco et al. (2003), utilizaron un sorbente polimérico inorganico y sugirieron que el
oxido de hierro hidratado cristalino y amorfo tuvo una fuerte afinidad para adsorber a los
oxacidos y oxianiones de As(IIl) y As(V), por medio de intercambio de ligandos en la esfera de
coordinacion de atomos de hierro. Las especies de As(IIl) y As(V) son selectivamente enlazadas

a la superficie del 6xido, por medio de la formacion de complejos a pH < 8.
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Figura 31. Efecto de la biosorcion a diferentes pH en RL-Fe3.

6.4.2 Efecto del pH en la sorcion de As usando cm biosorbente biomasa muerta de T.

atroviride

Park et al. (2010) estudiaron en la biosorcion de Cr (VI) en Aspergillus niger y propusieron dos
mecanismos: el primero consistia en una reduccioén de Cr (VI) a Cr (III) por el contacto con la
biomasa; y el segundo mecanismo se dividié en 3 partes: la unién de Cr(VI) a los grupos
cargados positivamente como son las aminas de quitina y quitosano, presentes en la pared celular
del hongo; i1) la reduccion de Cr(VI) a Cr(Ill) por grupos funcionales adyacentes, teniendo un
valor de potencial de reduccion mas bajo que el de Cr(VI); y iii) la liberacion de Cr(IIl) reducido
en solucidn acuosa, por repulsion electronica entre los grupos cargados positivamente y el ion
cationico de Cr(IlI), este comportamiento también es posible explicarlo para el caso del As; en la
Figura 32 se observa el comportamiento de la biomasa muerta del hongo Trichoderma atroviride
en la que la mayor parte de la biosorcion se llevo a cabo a pH bajos entre 4-6 donde la especie de
disociacion predominante es HyAsOy , y practicamente nula a pH de 7-9, indicando con esto que

la biosorcion se debe a uniones con grupos basicos.
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Figura 32. Efecto de la biosorcion a diferentes pH en biomasa muerta de Trichoderma
atroviride.

6.4.3 Efecto del pH en la sorcion de As usando cm biosorbente biomasas mixtas

Para la biomasa mixta tratada por calor humedo (Figura 33) se observd que la mayor parte de la
sorcion ocurrié a pH 4, y de nuevo a pH 6, y para la biomasa mixta tratada por calor seco (Figura
34) la biosorcidn se llevd a cabo a pH 4, y 7. El valor de gf para el caso de la biomasa mixta
tratada por calor himedo puede deberse a la precipitacion de la sal a causa del NaOH usado para

ajustar el pH de la solucion.
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Figura 33. Efecto de la biosorcion a diferentes pH en biomasa mixta tratada por calor hiumedo.

En ambos casos la especie de arsénico predominante observada fue la monovalente
(H2AsO4 ), pudiendo asumirse que el proceso de biosorcion estd ocurriendo sobre grupos
funcionales basicos, de manera que permitan la union del arsénico. No hay que olvidar que los
residuos de limén de la biomasa mixta también fueron tratados con Fe. En la remocion de As del
agua utilizando cloruro férrico o sulfato férrico (como floculantes), la adsorcion por los
complejos de hierro se realiza mediante intercambio de ligando de la especie de oxianién por

OH, y OH (Hans et al. 2002).
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Figura 34. Efecto de la biosorcion a diferentes pH en biomasa mixta tratada por calor seco.
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Capitulo IV

7. CONCLUSIONES

El acondicionamiento de los residuos de liméon con cloruro férrico favorece la remocion de
arsénico en soluciones acuosas. Ademads, a determinadas concentraciones de hierro ayuda al

crecimiento del hongo sobre los mismos.

Las biomasas muertas contienen diversos compuestos como celulosa, hemicelulosa y lignina,
los cuales a su vez poseen grupos funcionales que estan directamente involucrados en la

retencion de hierro y arsénico (V).

Las cinética de sorcion para los residuos de liméon y biomasa mixta esterilizada por autoclave es
un proceso relativamente lento, en comparacion con la biomasa mixta esterilizada por estufa y el
hongo T. atroviride. El modelo de pseudo segundo orden es el que mejor describe la cinética se
sorcion para todos los tipos de biomasa, indicando con ello que se lleva a cabo para estos

sistemas un mecanismo de sorcion de tipo quimico.

Las biomasas mixtas probadas poseen una capacidad de remocion de As significativamente alta
en soluciones acuosas, sin embargo; el uso de los biosorbentes por separado, posee una capacidad
mas alta en la remocion de dicho metaloide. En particular, el limén acondicionado con cloruro
férrico demostrd ser el mejor biosorbente por su alta capacidad de remocion del arsénico. El
modelo empirico al cual se ajustaron todos los biosorbentes utilizados fue el de Langmuir-

Freundlich, lo cual indica que se trata de una sorcion heterogénea.
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