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ABSTRACT

The Ticapampa mining effluent was treated with Serratia marcescens M8a-2T dry biomass to remove polutants
such as cadmium and lead. Response Surface Methodology (RSM) and Box—Behnken design matrix have been
applied to optimizate the process. The influence of pH (2, 3 and 4), biomass concentration (1, 2 and 3 mg/mL) and
contact time (15, 30 and 45 minutes) were evaluated. The maximum removal percentage for cadmium was 97.11%
at pH 4, 2 mg/mL of biomass during 45 minutes; and for lead was 98.63% at pH 4, 1 mg/mL of biomass during 30
minutes. The high levels of significance (p <0.05) of the regression and ANOVA models indicated pH as the most
influencer factor. The Response Surface Methodology was a very important tool to optimize bioremediation
process.

Keywords. Biosorption | heavy metals | Response Surface Methodology (RSM) | Box—Behnken design | Serratia
marcescens

RESUMEN

En el presente trabajo se utilizo biomasa seca de Serratia marcescens M8a-2T con el objetivo de remover cadmio
y plomo presentes en una muestra de efluente minero en concentraciones de 496,18 pg/L y 513,55 pg/L
respectivamente. La optimizacion de la remocion de dichos metales se realizé usando la Metodologia de Superficie
de Respuesta (RSM) y el disefio experimental de Box-Behnken considerando las variables pH (2; 3 y 4),
concentracion de biomasa (1; 2 y 3 mg/mL) y tiempo de contacto (15; 30 y 45 minutos). El porcentaje maximo de
remocion de cadmio que se obtuvo fue de 97,11% a pH 4, con 2 mg/mL de biomasa durante 45 minutos. Mientras
que el porcentaje maximo de remocion de plomo fue de 98,63% a pH 4, con 1 mg/mL de biomasa durante 30
minutos de contacto. Los altos niveles de significancia (p<0.05) de los modelos de regresién y ANOVA obtenidos
indican al pH como la variable de mayor influencia. La Metodologia de Superficie de Respuesta demostro ser de
mucha utilidad para optimizar procesos de biorremediacion.
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1. INTRODUCCION

La mineria es una de las principales actividades
extractivas realizadas por el ser humano, pero también
una de las mas importantes causas de contaminacion
ambiental al provocar un impacto negativo en la
calidad del aire, del suelo, subsuelo y del agua; ademas
de alterar el paisaje, destruir o perturbar habitats
naturales y otros efectos que muchas veces son el
motivo de conflictos sociales (Vilera-Pincay et al.
2020).

La presencia de elevadas concentraciones de metales
pesados en cuerpos de agua, como consecuencia de la
actividad minera, es un grave problema que requiere
atencion debido a que muchos de estos metales tienen
efectos toxicos. EI mercurio (Hg), arsénico (As),
cromo (Cr), plomo (Pb), cadmio (Cd), niquel (Ni) y
zinc (Zn), son los mas peligrosos para la mayoria de
organismos acuaticos y terrestres, cuya exposicion por
encima de una concentracion umbral puede ser
extremadamente toxica (Castafie et al. 2003). A través
de los afios, la extraccion, procesamiento y exportacion
de minerales se ha establecido como una de las
principales actividades economicas del Peru gracias a
la gran variedad de depdsitos metalicos que existe en
su territorio, como consecuencia, se ha generado la
acumulacion de una gran cantidad de pasivos
ambientales que ponen en riesgo la integridad de los
ecosistemas y la salud publica (Glave & Kuramoto
2002, CIPER 2011).

De acuerdo al dltimo inventario de pasivos
ambientales mineros (PAM), el Peru registra en su
territorio 7956 PAM hasta el afio 2020; donde Ancash
(15,5%), Cajamarca (14,5%) y Puno (11,6%) son las
regiones con mayor nimero de pasivos. Al mismo
tiempo, Cajamarca (30,7%), Ancash (17,5%) y Lima
(11,6%) son las regiones con mayores PAM de niveles

de riesgo alto y muy alto del total registrado (921
PAM) (Castillo et al. 2021).

Por esta razon, es necesario el mejoramiento del
proceso de cierre de minas, con la aplicacion de
métodos de remocion de metales pesados para reducir
el impacto negativo sobre los ecosistemas. Los
métodos fisicoquimicos mas usados para remover
metales pesados en aguas residuales son la filtracion
por membrana, el intercambio iénico, la adsorcién con
carbon activado, la precipitacién quimica y la
coagulacién-floculacion; todas ellas, aunque con altas
eficiencias, presentan desventajas como elevados
costos de mantenimiento y la generacion de grandes
cantidades de lodos que contienen metales (Rubio et
al. 2015).

La biosorcion (o bioadsorcién) es un método
alternativo que consiste en la captacion de iones
metalicos por medio de biomasa viva o muerta,
especialmente bacterias y hongos que son aislados de
ecosistemas contaminados y que, a través de
mecanismos fisicos y quimicos, como la adsorcién y el
intercambio i6nico son capaces de retener los metales
pesados (Sandoval 2006). No es necesario agregar
nutrientes al sistema (el microorganismo no requiere
un metabolismo activo) y finalmente, la biomasa se
extrae facilmente del agua tratada, reduciendo los
costos del proceso y evitando la formacién de lodos
(Cafiizares 2000; Rajendran et al. 2003). Sin embargo,
se trata de un método complejo que depende de
diversos factores que van a influir directamente en el
desarrollo y resultado final; por lo que se deben
aumentar los esfuerzos para el estudio de la
bioadsorcion y la optimizacion de los parametros que
influyen en el proceso tanto a nivel de laboratorio, de
escalamiento en plantas piloto y aplicaciones directas
in situ (Sandoval 2006; Gutiérrez 2015).

La metodologia de superficie de respuesta (RSM) es
un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas que
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fue desarrollado por Box y Wilson en 1951 y describen
la relacion entre diversas variables independientes y
una 0 mas respuestas; este método se basa en el ajuste
de modelos a los resultados experimentales generados
a partir del disefio experimental y la verificaciéon del
modelo obtenido mediante técnicas estadisticas
(Witek-Krowiak 2014).

El disefio experimental tiene una influencia importante
en el costo y la precision de calcular la superficie de
respuesta, por lo que es una herramienta fundamental
en el campo de la ingenieria y la biotecnologia para
mejorar la eficiencia de procesos (Bezerra et al. 2008),
tal como lo muestran las investigaciones realizadas por
Yuan et al (2019) quienes aplicaron RSM para la
adsorcion de cadmio por Shewanella putrefaciens y
lograron optimizar el proceso con un porcentaje
méaximo de remocidén de cadmio de 86,54% a pH 5.0,
4 dias de contacto y 20 mg/L de concentracion inicial
de cadmio; Choinska et al (2018) utilizaron RSM para
optimizar la biosorcion de Cadmio y Plomo con cepas
de Pseudomonas azotoformans considerando tres
factores: pH, concentracién inicial de metal y
concentracion del biosorbente. RSM también fue
utilizada para evaluar el efecto de las variables pH,
concentracion inicial de iones y velocidad de agitacién
sobre la efectividad de cepas de Pseudomonas para la
biosorcion de Arsénico (Banerjee et al 2016).

En la presente investigacion se ha utilizado RSM para
optimizar la remocion de cadmio y plomo de una
muestra de efluente minero empleando biomasa seca
de Serratia marcescens M8a-2T. Esta cepa fue aislada
de un ambiente minero y a nivel de laboratorio
demostré caracteristicas que la hacen una buena
candidata para ser usada en procesos de remocion de
metales pesados mediante el mecanismo de
bioadsorcion; posee resistencia a estos metales, alta
produccion de biomasa, 98,3% de capacidad maxima
de retencién en 15 minutos y es genéticamente estable
(Gutiérrez 2015).

2. MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras y analisis del efluente minero
Para este estudio se tomaron muestras de efluente
minero, a partir de un drenaje de bocamina abierto

perteneciente a la etapa de explotacion minera de la
Compafiia Minera Alianza S. A., ubicada en el distrito
de Ticapampa, provincia de Recuay y departamento de
Ancash (Figura 1). La muestra fue transportada hasta
el laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia
Microbiana de la Facultad de Ciencias Bioldgicas -
Universidad Mayor de San Marcos (Lima, Per(), para
determinar la concentracién inicial de cadmio y plomo
presentes en la muestra y realizar los ensayos de
bioadsorcion.

Preparacidn de la biomasa seca

La cepa Serratia marcescens M8a-2T usada en el
presente estudio, pertenece a la coleccion del
laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia
Microbiana de la Facultad de Ciencias Bioldgicas -
Universidad Mayor de San Marcos (Lima, Per0).

Para la obtencidn de la biomasa seca, se cultivé en
caldo nutricio durante 12 a 14 horas hasta alcanzar la
fase estacionaria y se centrifug6 a 1 000 g durante 30
minutos. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado
se lavo 2 veces con agua destilada para quitar iones u
otros residuos del medio; el precipitado final, se
depositd en un crisol previamente pesado y se puso a
secar a 80°C durante 3 a 5 horas hasta obtener un peso
constante. La biomasa seca fue desprendida de los
crisoles con una espéatula, molida en un mortero,
tamizada a través de poros de 50 micras y guardadas
herméticamente en una campana de vacio (Gutiérrez
2015).

Optimizaciéon de las condiciones fisico-quimicas
para la bioadsorcion

Para el disefio experimental se utilizé el software
Design-Expert (Stat Ease, version 11.0). Se tomaron
tres variables independientes (parametros): pH (2, 3y
4), concentracion de biomasa (1, 2 y 3 mg/mL), tiempo
de contacto (15, 30 y 45 minutos); se definieron las
variables dependientes (respuestas): porcentaje de
remocion de cadmio y porcentaje de remocion de
plomo y se selecciond el rango de cada parametro
(minimo y maximo) como se observa en la Tabla 1.
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Figura 1. Ubicacion del drenaje de bocamina abierto de la etapa de explotacion de la Compafiia Minera Alianza S.
A. La marca en rojo indica el punto de muestreo (9°46'31.6"S 77°29'12.7"W).

El modelo Box-Behnken produjo 17 experimentos
para el disefio experimental, incluidas 5 repeticiones de
los puntos centrales para el calculo del error
experimental como se observa en la Tabla 2. Todos los
experimentos de bioadsorcion se llevaron a cabo por
triplicado en matraces estériles de 25 mililitros de
capacidad con 10 mililitros de efluente minero en
agitacion constante a 150 rpm. Se ajustd el pH de cada
matraz y se afiadi6 a cada uno la cantidad de biomasa
seca de S. marcescens M8a-2T segun el disefio
experimental; no se realiz6 control sin biomasa, el
efluente se mantuvo en agitacion constante y fue
homogenizado previo a cada paso del experimento
para evitar la precipitacion de los metales. Finalizado
el tiempo de contacto para cada experimento, el
contenido de los matraces se paso a través de filtros de
jeringa provistos con membranas con porosidad de
0,45 micras, se colocé en tubos de centrifuga estériles
y se midio la concentracion final de cadmio y plomo

de cada uno de los experimentos por Espectrometria de
Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-
MS), en un ICP-Masas modelo 7700X (Agilent
Technologies). El porcentaje de remocidn se hallé por
medio de la formula:

oor =2~ 100
Co
Donde:
%R : Porcentaje de remocion.
Co : Concentracion inicial del soluto en pg/L.
Cf : Concentracién final del soluto en pg/L.
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Tabla 1. Valores de las variables recodificadas para la optimizacion.

Parametros Codigo Unidades Rango y niveles (codificado)
-1 0 +1
pH A 2 3 4
Concentracién de biomasa B mg/mL 1 2 3
Tiempo de contacto C Minuto 15 30 45

Tabla 2. Disefio experimental de Box-Behnken para la optimizacién de la bioadsorcién de cadmio y plomo:

Pardmetros y sus niveles.

Experimento 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

pH X1 4 4 2 4 2 3 3 3 3 2 2 3 3 3 4 3

Concentracionde X. 2 3 2 1 3 3 2 2 2 1 2 1 1 3 2 2
biomasa (mg/mL)

Tiempo de Xs 15 30 45 30 30 45 30 30 30 30 30 15 45 15 15 45 30

contacto (min)

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracion inicial (Co) de cadmio fue de 496,18
pg/L (0,49618 mg/L) y la concentracion inicial (Co) de
plomo 51355 pjg/L (0,51355 mg/L). Estas
concentraciones se encuentran por encima de los
Limites Maximos Permisibles (LMP) para la descarga
de efluentes liquidos de actividades minero-
metalUrgicas establecidos por el Estado Peruano en el
Decreto Supremo N° 010-2010-MINAM, el cual
indica que la concentracion de cadmio total no debe
exceder los 0,05 mg/L y la concentracion de plomo
total no debe exceder los 0,2 mg/L en cualquier
momento. Estos resultados indican un alto grado de
contaminacion del efluente minero.

Modelo
estadistico
El célculo de los coeficientes de la ecuacion de
regresion sugiere el ajuste de datos a una ecuacion
polinémica de segundo grado (cuadratica) para la
remocién de cadmio y plomo:

matematico: validacion y analisis

Y, = 493,55 + 2,644 — 0,29008B + 0,9238C —
0,0525AB + 0,09004C + 0,9425BC — 0,2635A4% +
0,9790B% — 0,7785C> 1)

Y, = +96,98 + 1,094 — 1,798 — 3,78C —
0,8000A4B + 4,34AC — 4,54BC — 1,624% +
2,12B2 — 6,21C2 @)

Donde:

Y1 : Porcentaje de remocién de cadmio
Y2 : Porcentaje de remocién de plomo
A :pH

B : Concentracion de biomasa

C : Tiempo de contacto

Con la finalidad de asegurar un buen modelo
matematico para el proceso de bioadsorcion, se llevd
acabo la prueba de significancia del modelo de
regresién y se aplicé el andlisis de varianza (ANOVA)
para la remocion de cadmio y plomo con biomasa seca
de S. marcescens M8a-2T. Los resultados del anélisis
ANOVA para la remocién de cadmio y plomo se
muestran en la Tabla 3. Los valores-p menores a
0,0500 indican que los modelos matematicos son
significativos para la remocién de cadmio y plomo
(Parmar et al 2020). El alto nivel de significancia de
los modelos indica la importancia de las variables pH,
concentracion de biomasa y tiempo de contacto para la
remocion de cadmio y plomo con biomasa seca de S.
marcescens M8a-2T (Hasan et al 2009). No se han
reportado otras cepas de S. marcescens con capacidad
para remover metales pesados, sin embargo los
resultados del presente estudio indican un mayor
porcentaje de remocion de cadmio (97,11%) y plomo
(98,63) que los obtenidos en otras investigaciones que
usaron RSM para optimizar el proceso como Yuan et
al (2019) quienes usaron Shewanella putrefaciens y
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lograron un porcentaje méaximo de remocion de
cadmio de 86,54% y Choinska et al (2018) que con
cepas de Pseudomonas azotoformans lograron
porcentajes maximos de remocion de 44,67% para
cadmio y 78,23% para plomo.

Optimizacion de las condiciones fisico-quimicas
para la remocién

En base a las ecuaciones cuadraticas de metodologia
de superficie de respuesta, se analizé el efecto de cada
una de las variables independientes: pH, concentracion
de biomasa y tiempo de contacto. EI pH fue el
parametro mas importante y tuvo un efecto positivo en
la remocién tanto el cadmio como de plomo
(Ecuaciones 1y 2) con biomasa seca de S. marcescens
M8a-2T. La concentracién de biomasa seca de S.
marcescens M8a-2T tiene un efecto negativo en la
bioadsorcion de cadmio y plomo (Ecuacion 1y 2), lo
que significa que la remocién de dichos metales
disminuye cuando la concentracion de biomasa
aumenta. El tiempo de contacto tuvo un efecto positivo
en la remocidn de cadmio (Ecuacién 1) que aumentd a
mayor tiempo de contacto y tuvo un efecto negativo en

la remocion de plomo (Ecuacién 2) que se redujo
cuando se maximizo el tiempo de contacto.

Se observo que la biomasa seca de S. marcescens M8a-
2T logré remover hasta un 97,11% de cadmio a pH 4,
con 2 mg/mL de biomasa y 45 minutos de contacto, por
otro lado, el porcentaje maximo de remocion de plomo
fue de 98,63% a pH 4, con 1 mg/mL de biomasa y 30
minutos de contacto.

El experimento ndmero 4 produjo el mayor porcentaje
de remocién tanto para cadmio (96,33%) como para
plomo (98,63%) a pH 4, con 1 mg/mL de biomasa y 30
minutos de contacto como se presenta en la Tabla 4.

La variacion de pH 2 a pH 4 del efluente minero
produjo un aumento significativo en el porcentaje de
remocion de cadmio y plomo debido al fendmeno de
protonizacion, el cual ocurre cuando el medio tiene
valores de pH menores a 7, este fendmeno influye en
la quimica de la solucion y afecta la capacidad de
adsorcién de la biomasa (Tur-Naranjo et al. 2016).

Tabla 3. Andlisis de la varianza (ANOVA) para la respuesta al disefio Box-Behnken.

Grado

Suma de Media de Valor-
Fuente Cuadrados . cuadrados F Valor-p  SD
libertad
Porcentaje de
remocion de Modelo 73,23 9 8,14 5,2 0,0204 1.25 significativo
Cadmio
Porcentaje de Modelo 500,12 9 55,57 463 00279 346 significativo

remocion de Plomo

Tabla 4. Matriz del disefio experimental Box-Behnken: Respuesta experimental y tedrica para la remocion de
cadmio y plomo con biomasa seca de Serratia marcescens M8a-2T.*

EXPERIMENTO 2 4 5 7 9 10 13 14 15 16 17
PORCENTAJE Experimental 95,32 96,33 92,31 9362 9449 9318 9399 93,77 9163 97,11 9343
DE Teorico 96,56 97,25 91,39 9355 9355 9355 94,02 94,06 9160 96,16 93,55
REMOCION Experimental 98,11 98,63 9794 9801 9852 9833 97,30 96,70 97,55 91,47 98,61
(%) Teorico 9599 101,16 9541 96,98 96,98 96,98 9543 9392 9942 90,80 96,98

*Todas las experiencias se hicieron por triplicado.
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Porcentaje de remocion de Cd (%)

Figura 2. Gréfico tridimensional de superficie que
muestra la influencia del tiempo de contacto y el pH
en la bioadsorcion de cadmio con biomasa seca de
Serratia marcescens M8a-2T. Todas las experiencias
se hicieron por triplicado.

Porcentaje de remocion de Pb (%)

Tiempo de contacto (minuto) 21

Figura 3. Gréfico tridimensional de superficie que
muestra la influencia del tiempo de contacto y el pH
en la bioadsorcién de plomo con biomasa seca de
Serratia marcescens M8a-2T. Todas las experiencias
se hicieron por triplicado.

Segun Lopez et al. (2000) el aumento del pH, produce
un aumento de las cargas negativas en la superficie de
las células bacterianas hasta que todos los grupos
funcionales relevantes estan desprotonados, esto
favorece la atraccion electroquimica y la adsorcion de
los cationes, ademas existe una competencia entre los
cationes con los iones H* para alcanzar los sitios de
unién en las bacteria, por lo que a pH 4, la
protonizacién de los grupos funcionales aumentaria la

concentracion de cargas positivas y habria una
interaccion mas fuerte entre los aniones y las células.

Kumar et al. (2009) observaron que el pH afecta la
solubilidad de los metales y el estado de ionizacion de
los grupos funcionales como los grupos amino,
carboxilato y fosfato de la pared celular, estos grupos
llevan cargas negativas que permiten la atraccion de
cationes a la pared celular, al aumentar el pH, la
superficie de la célula se carga mas negativamente
atrayendo cationes Cd?* y Pb2* favoreciendo la
bioadsorcion y al mismo tiempo se favorece la
formacion de las especies solubles Cd,OH3* y CdOH*,
mientras que el cation Pb?* se encuentra estable en
soluciones acidas o neutras pero a medida que aumenta
el pH se hidroliza parcialmente formando la especie
PbOH* como lo sefiala Gutiérrez (2015). La formacién
de complejos de metales pesados es regulada por el pH
y condiciona la especie quimica del catién en solucion
acuosa. Como se observa en las Figuras 2 y 3, el
porcentaje de remocion de cadmio y plomo aumento
cuando se maximiza el pH, la bioadsorcién estaria
siendo favorecida por la formacion de complejos
solubles del metal que también competiran con los
sitios activos, la retencién disminuiria, pero la
disponibilidad de biomasa estaria compensando esta
competencia entre cationes y complejos. Para Sheng et
al. (2008) el aumento del pH por encima de 4 podria
afectar negativamente el proceso de bioadsorcién pues
el pH influye en la fuerza de adhesion de los metales a
la bacteria debido al cambio del estado de ionizacion
de los grupos funcionales de la superficie bacteriana;
mientras que la ionizacion del grupo carboxilato a pH
3 es débil y las fuerzas electrostaticas entre la
superficie bacteriana y el metal son relativamente
débiles; a pH mayores que 5, la presencia de COO" con
carga negativa aumenta las fuerzas electrostaticas que
involucran sitios de afinidad progresivamente mas
bajos para los iones metalicos (Al-Garni, 2005).

Los resultados de la presente investigacion corroboran
lo reportado por Gutiérrez (2015), quien observo que
existe mayor capacidad de remocidn de S. marcescens
M8a-2T a medida que la concentracion inicial de los
metales aumenta, logré remover hasta 99,96 % de
cadmioy 93,93% de plomo a partir de 100, 200, y 400
ppm de dichos metales. En esta investigaciéon, el mayor
porcentaje de remocion de cadmio y plomo (97,11% y
98,63% respectivamente) se logré con la menor
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concentracion de biomasa y la concentracion de los
metales presente en el efluente era mayor a 400 ppm.
Rani et al. (2010) demostraron que el aumento de la
concentracion de biomasa puede reducir la
bioadsorcion debido a la reduccion del crecimiento del
microorganismo; mientras que Pons & Fusté (1993)
reportaron que la alta concentracion de biosorbentes
causa la aglomeracién de células y como consecuencia
se reduce la distancia intercelular, afectando la
capacidad de adsorcion de metales pesados. En el
presente estudio, se removid hasta un 97,11% de
cadmio con 2 mg/mL de biomasa; al respecto, Khan et
al. (2016) observaron un incremento en la capacidad
de bioadsorcion de Cd?* de Salmonella enterica 43C
cuando se aumento la concentracion de biomasa de 5
g/L a 30 g¢/L, concluyendo que una mayor
concentracion de biomasa proporciona una mayor area
de superficie y mayores sitios de unién para el Cd?*, lo
que aumenta la unién de Cd?* con la biomasa y, por lo
tanto, aumenta el porcentaje de remocion de dicho
metal, sin embargo, el mayor porcentaje de remocion
tedrico de cadmio (97,25%) es usando 1 mg/mL de
biomasa seca de S. marcescens M8a-2T.

El porcentaje de remocidn de plomo se redujo cuando
se incremento el tiempo de contacto. Se observé que el
mayor porcentaje de remocion de cadmio fue a 45
minutos, mientras que el mayor porcentaje de
remocién de plomo fue a los 30 minutos. Chowdhury
& Yanful (2013) atribuyeron esta diferencia en la
velocidad de adsorcion a la naturaleza quimica de la
superficie del adsorbente: las distintas afinidades de
los grupos funcionales y una mayor disponibilidad en
la superficie de la biomasa puede acelerar la unién a
los iones metalicos. Garcia et al. (2016) atribuyen este
hecho a que algunos iones metalicos se unen a la
superficie celular, mientras que otros, de sorcion méas
lenta, penetran al interior de las células; Gutiérrez
(2015) observd que los sitios de union de los metales
se encuentran en la membrana externa de la pared
celular de S. marcescens M8a-2T.

4. CONCLUSIONES

Se logro la remocién experimental de 97.11% de
cadmio y 98.63% de plomo presente en el efluente
minero de la Compafiia Minera Alianza S. A. (Ancash,
Per(), los parametros Optimos para la remocion de

dichos metales fueron: 2 mg/mL de biomasa, 45
minutos de enfrentamiento y pH 4. Siendo el pH el
parametro de mayor importancia durante dicho
proceso.
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